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RESUMEN

El bacteriofago mEp021 fue aislado de materia fecal humana y caracterizado
como un fago no lambdoide por Kameyama y cols 1999. De este fago se aisl6 un
fragmento de 1500-pb, en donde se encontraron 5 marcos abiertos de lectura
(ORF). De estos marcos, Unicamente el 5 presento una identidad significativa
(E=5e-14, E=7e-11 y E=4e-10por blast regular) con las secuencias de
metiltransferasas de fagos relacionados con Salmonella entérica, E. coli 0157:H7,
Haemophillus influenzae y con otras metiltransferasas ya reportadas en el
genebank (Martinez-Penafiel et al., 2003). La caracteristica principal de esta
metiltransferasa pareciera ser la metilacion del DNA fagico, esto permite que la
bacteria lo reconozca como propio y no lo degrade. Se sabe también que en las
bacterias, esta enzima esta implicada en procesos vitales como la replicacion,
reparacion por apareamiento erroneo y expresion de genes, entre otros. Es por esto
que en el presente trabajo se analiz6 el marco de lectura abierto 5, para lo cual se
extrajo el DNA del fago mEp021. Se disefiaron los oligonucledtidos a partir de la
secuencia correspondiente y se amplifico por PCR el gen de la metiltransferasa. El
fragmento con un tamano de 348-pb, fue clonado en un vector transitorio TOPO
TA. La identificacion de clonas positivas se realizd por medio de patrones de
restriccion y PCR. Una vez verificada la presencia del inserto en este vector se
purifico del gel y se clono en el vector pKQV4. Se obtuvo una clona que contenia
el fragmento, pero al parecer se encontraba lejos de la region Shine-Dalgarno,
razén por la cual, no permitié la expresion de la posible proteina. Esto se
corroboro por un ensayo de traducciéon in vitro. Posteriormente, se reclono este
producto y se realizo la induccion con IPTG de las clonas positivas y se monto un
gel de proteinas totales para observar la presencia de la proteina. Se aislo el DNA
plasmidico comprobando asi por patrones de restriccion la modificacion del DNA
generada por la expresion del gen de la metiltransferasa. Pero, nuevamente
cotejamos por geles de acrilamida tipo SDS/PAGE la ausencia de la
metiltranfesasa. Estos resultados nos indican que el trabajo no esta concluido y
servird para andlisis posteriores que nos permitan confirmar la funcién de este

gen.



INTRODUCCION

La metilaciéon del DNA es un proceso llevado a cabo en diferentes organismos,
por un grupo de proteinas conocidas como metiltransferasas. En procariontes este
tipo de proteinas forman parte de los sistemas de restriccion modificacion y por lo
general dependen de las enzimas de restriccion para la funcion del sistema. Sin
embargo, algunas de éstas no estan asociadas a enzimas de restriccion, tal es el
caso de la DNA adenina Metiltransferasa (Dam) de Escherichia coli. Estas
reconocen a la secuencia de DNA, GATC (preferentemente) y metilan el d&tomo
de nitrégeno del grupo amino de la adenina en la posicion N6, lo que permite a la
bacteria distinguir entre su propio DNA y el DNA exodgeno, ya que al no estar

metilado es degradado por las enzimas de restriccion.

Otras funciones importantes de algunas Dam bacterianas es regular algunos
procesos vitales tales como la replicacion del DNA, la reparacion por
apareamiento erroneo y la expresion de genes, entre otras. Sin embargo, existen
otras metiltransferasas que ha mostrado ser importantes para la regulacion de la
expresion de algunos genes de virulencia, y no vitales para los procesos
fisiologicos antes mencionados. Tal es el caso de la proteina VrIL de
Dichelobacter nodosus que esta estrechamente relacionada con la regulacion de
algunos genes de virulencia y presenta una homologia importante con
metiltransferasas de fagos. Se sabe también que algunos genes de virulencia en
bacterias patdégenas como Vibrio cholerae, Yersinia pseudotuberculosis,
Pasteurella multocida, Haemophilus influenzae y Salmonella typhimurium estan
regulados por metiltransferasas las cuales permiten que su DNA entre a la bacteria
sin ser degradado y han sido adquiridas por transferencia horizontal, la cual se
puede dar a través de plasmidos, transposones y bacteri6fagos. Estas
metiltransferasas actGian modulando la uniéon a ciertas regiones de DNA, que
permiten la unidn o no de ciertos reguladores transcripcionales. Tal es el caso del
operon que codifica para el pili (pap) que es el principal factor de virulencia en la

pielonefritis (Douglas M, y cols. 1999).



Es por esto que nos interesa analizar y caracterizar a la posible enzima dam del
fago mEp021, ya que este fago no comparte homologia con los fagos lambdoides,
ademas de conferir un fenotipo hemolitico a la bacteria cuando se encuentra en
estado lisogénico. En un estudio previo, se clond un fragmento del genoma de este
fago y se encontraron 5 marcos de lectura abiertos. De los 5 marcos solo el 5

present6 una similitud significativa con secuencias de la metiltransferasa de fagos.

Por lo tanto el objetivo del presente trabajo es estudiar esta enzima Dam y
propiedades, mediante su aislamiento por medio de técnicas moleculares como

PCR, clonacién y secuenciacion, asi como la confirmacion de su funcion.



2. MARCO TEORICO

2.1 METILACION DEL DNA

La metilacion del DNA, es un fendmeno que se ha identificado tanto en
organismos procariontes como en eucariontes, esta implicada en muchos procesos
celulares, incluyendo la regulacion de la transcripcion, el inicio de la replicacion

del DNA, la reparacion y otros procesos fundamentales.

En las bacterias se asocia con la identificacion de una secuencia bacteriana
particular, y también con la distincion entre el DNA metilado y no metilado se ha
asociado también a la diferenciacion entre el DNA propio y el DNA foraneo. Se
sabe en procariotes los sistemas de restriccion/modificacion son los responsables
de dichos procesos (Wright et al., 1997). En los eucariontes el estado de
metilacion esta relacionado principalmente con el control de la transcripcion que
permite la activacion o in activacion de genes. La forma como es controlado este
proceso es mediante la metilacion del DNA por diferentes metiltransferasas y

metilasas (Fig. 1).

v & P 7R
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FIGURA 1. Metilacién y desmetilacion del DNA por diferentes enzimas.



Para modificar el DNA en una nueva posicién se requiere la accién de una
metilasa de novo, que presumiblemente reconoce el DNA en virtud de una
secuencia especifica. Esta enzima no ha sido caracterizada todavia, pero se
presume su existencia por la ocurrencia de la metilacion de novo (no se sabe si

afiade grupos metilo a ambas cadenas de DNA o solamente a una) (Lewin et al.,
2003).

Al igual que en los procariontes la diferenciacion entre el DNA metilado y
hemimetilado es importante ya que se sabe que muchos de estos sitios estan, de
hecho metilados en el genoma de mamiferos, plantas y hongos. Por otra parte no
solo se metila la adenina también se puede metilar la citosina (Fig. 2) como parte
de un sistema de defensa del genoma del huésped, el cual evita la transcripcion de
elementos pardsitos como los virus. La ventaja selectiva de este sistema de
defensa es que esta encargado de buscar secuencias pardsitas que son invisibles al
sistema inmune y las cuales podrian inflingir un dafio mutacional si se les

permitiera proliferar sin un control (Lopez et al., 1997).
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FIGURA 2. El estado de metilacion es perpetuado por la enzima metiltransferasa que reconoce
los sitios hemimetilados como sustrato.



2.2 METILTRANSFERASAS

Tradicionalmente las enzimas de restriccion son usadas para la clonacion de
genes. Es por esto que en afos recientes, los genes de muchas enzimas de
restriccion, han sido clonados. La finalidad de clonarlas es principalmente
comercial, aunque existe otra que es académica: en ésta lo que se pretende es
entender como las enzimas reconocen el DNA, ya que son altamente especificas y
sus especificidades son tan variadas que ofrecen oportunidades excepcionales para

investigar sus interacciones proteina-DNA.

Las enzimas de restriccidon se encuentran principalmente en bacterias y
normalmente se encuentran acompafiadas de enzimas de modificacion; estas dos
actividades forman el sistema de restriccion-modificaciéon (R-M) que en las
bacterias es equivalente a un sistema de inmunidad. Debido a que las enzimas de
modificacion son tan variadas y tan especificas como las enzimas de restriccion

existe un gran interés en el estudio de estas enzimas.

Se han descubierto varios tipos de sistemas (R-M), que parecen realizar trabajos

bioldgicos equivalentes. Las diferencias estan relacionadas a la composicion de

las enzimas y los co-factores; al reconocimiento en simetria de secuencias y

caracteristicas de rompimiento. Sin importar el tipo de sistema, el corte requiere
. 2+ ., .. . ., .

de cationes como el Mg~ o un cation similar; la modificacion requiere al menos

S-adenosilmetionina (AdoMet), y afectan un nucledtido en cada cadena de la

secuencia de reconocimiento.

Sistemas de metiltransferasas

a) Los sistemas tipo I son complejos y constan de tres proteinas: R, M y S, que
forman un complejo que restringe y modifica. El corte requiere AdoMet y ATP
mientras que la modificacion solo requiere AdoMet. El corte ocurre a cierta
distancia de la secuencia de reconocimiento. Las secuencias de reconocimiento
son asimétricas y bipartitas; abarcando dos sub-secuencias de tres o cuatro pares
de bases en longitud, separadas por seis a ocho pares de bases. La sub-unidad S es

la que determina la especificidad para restriccion y modificacion. Estos genes no



forman parte del mismo operon, los genes M y S son transcritos a partir de un

mismo operdn mientras que el gen R es trascrito a partir de otra region de DNA.

b) El sistema tipo II agrupa a las mas comunes, en donde se encuentran las
endonucleasas y las metiltransferasas cuya funcién puede estar separada. Las
secuencias de reconocimiento son esencialmente simétricas. Estas comprenden de
cuatro a ocho nucledtidos especificos, pero pueden incluir un nucleétido
adicional. El rompimiento ocurre simétricamente dentro de la secuencia y se cree
que las endonucleasas act@ian principalmente como homodimeros, mientras que
las metiltransferasas funcionan como monoémeros. Con frecuencia en los
alineamientos de secuencias; el gen R esta primero; aunque a veces el gen M
puede encontrarse primero. Existe una gran variedad de estos sistemas, que
pueden tener diferentes orientaciones: orientaciones opuestas, divergentes o

convergentes.

En el sistema R-M de tipo IIs (secuencia) las secuencias de reconocimiento tipo 11
son asimétricas y por lo general tienen una longitud de cuatro a siete nucleotidos.
Las endonucleasas cortan a una distancia definida arriba de 20 nucleo6tidos a un
lado de la secuencia. En este sistema las endonucleasas son mas largas que las
endonucleasas de tipo II y probablemente actian como mondémeros. A veces la
modificacion se lleva a cabo por dos metiltransferasas al menos 20 veces arriba de
la secuencia de reconocimiento, que actian en cada una de las cadenas. En
algunos sistemas, la metilacion de nucledtidos esta dada en una sola cadena.
Existen ejemplos para el sistema de tipo IIs que son poco comunes. Uno de ellos
es Ec0571 que estd compuesta por la asociacion de una endonucleasa-
metiltransferasa (RM), y una metiltransferasa que se encuentra codificada en otra
region. El corte se da fuera del sitio de reconocimiento y la metilacion de la
secuencia solo ocurre sobre una cadena; la metiltransferasa metila la secuencia
sobre ambas cadenas, mientras que el corte es estimulado por AdoMet. Otros
ejemplos estudiados son las enzimas GsSul que actuia de manera similar al
complejo antes descrito y Bcgl que es otra excepcidn, en este caso esta

endonucleasa requiere AdoMet, y corta fuera de la secuencia de reconocimiento,



pero sobre ambos sitios. El corte elimina un fragmento de 34 pares de bases que
contiene la secuencia del sitio de reconocimiento. Se sabe también que Bst4 se

comporta de manera similar a Bcgl (Geoffrey et al., 1991).

c) En el Sistema R-M tipo III, las proteinas R y M forman un complejo que
restringe y modifica, donde la proteina M es capaz de metilarse a si misma. El
corte requiere ATP y es estimulado por AdoMet. Las secuencias de
reconocimiento son asimétricas y no interrumpidas, con una longitud de cinco a
seis nucledtidos. El corte ocurre en aproximadamente 25 nucleétidos fuera de la
secuencia de reconocimiento. Unicamente una cadena de la secuencia de
reconocimiento llega a ser metilada, en una aparente excepcion a la regla en
donde ambas cadenas deben ser metiladas para preservar la modificacion durante
la replicacion. Sin embargo, el corte solo tiene lugar cuando los dos sitios se
encuentran sin modificaciones en el DNA vy la orientacion es opuesta (Geoffrey et

al., 1991).

Otros tipos de sistemas: Existe cierto nimero de metiltransferasas cuya funcion no
se encuentra acompanada de endonucleasas. Algunas funcionan en la
modificacion y, otras estan asociadas a la reparacién por apareamiento erroneo.
Existen también enzimas cuya funcidn es la restriccion y no dependen de las
metiltransferasas. Son pocos los casos de endonucleasas que necesitan de sitios
metilados para realizar el corte. En otros casos, las actividades son mas

complicadas (Geoffrey et al., 1991).

Para este trabajo, son de particular interés las metiltransferasas de tipo II, ya que
la posible DAM del fago no lambdoide parece ser una de este tipo. Se sabe por lo
menos de 100 proteinas de MTasas de tipos II que han sido secuenciadas y
clasificadas. La clasificaciéon de estas metiltransferasas se basa en el tipo de
blanco o compuesto a metilar y en la estructura de sus dominios. Existen dos
clases de MTasas tipo II y se distinguen por la posicion del DNA que es metilado.
Una clase metila la posicion C5 del anillo pirimidico de la citosina produciendo
C5-metil-citosina (5mC) y la otra clase metila los 4&tomos de nitrogeno del grupo

amino exociclico de la citosina o adenina formando N4-metilcitosina (N4mC) y



N6-metiladenina (N6mA), respectivamente. Los analisis de secuencia revelan que
todas las MTasas C5 contienen un set de 10 residuos de aminoacidos conservados
y una region variable cercana al C-terminal que marca parte del dominio de
reconocimiento blanco (TRD) que es responsable del reconocimiento de la
secuencia especifica del DNA. Las regiones amino de las MTasas contienen solo
nueve de diez secuencias conservadas, las cuales son distribuidas en distintos
ordenes dando una subclasificacion a, By y. Cada grupo esta representado por una
familia de MTasas especifica; asi el grupo a contiene casi exclusivamente NomA
MTasas, el grupo B contiene principalmente N4mC MTasas y varias N6mA
MTasas y el grupo y contiene N6mA MTasas. Estudios estructurales de varias
MTasas provenientes de estos grupos muestran que la posicion espacial de la
MTasa requiere regiones funcionales para el ensamble de AdoMet y el
mantenimiento de la transferencia de grupos metilo. Sin embargo, el dominio
TRD difiere entre las clases de MTasa en secuencia y posicion espacial (Scavetta

et al., 2000).

2.2.1. Metiltransferasa CcrM

Otra metiltransferasa, descrita en procariontes se encuentra en la bacteria
Caulobacter crescentus (CcrM). Esta metiltransferasa metila el residuo de adenina
en la secuencia GANTC y esta asociada a regulacion de la expresion genética. La
metilacion del DNA es catalizada por la proteina CcrM durante el ciclo celular
(Wright et al., 1997). Es de particular importancia para el control del ciclo celular
ya que en Caulobacter, el estado de metilacion del DNA refleja la replicacion
progresiva del cromosoma, provista por seiales bioquimicas; esta iniciacion de la
replicacion del cromosoma solo se da sobre el DNA completamente metilado

(Reisenauer et al., 1999).
2.3. Funcion bioldgica de la metilacion Dam
El estudio del papel de la metilacion Dam en la biologia de E.coli revela que el

producto del gen dam juega un papel en la reparacion del DNA por apareamiento

erroneo. La metilacion Dam (perteneciente a la subdivision y de Proteobacterias)



también parece estar involucrada en la regulacion y coordinacion de varios
procesos celulares, incluyendo la replicacion del DNA y la regulacion de la
expresion de genes (Mashhoon et al., 2004) (Fig. 3). Entre estos se encuentran los
genes de virulencia de varias especies patogenas como Vibrio cholerae, Yersinia
pseudotuberculosis, Pasteurella multocida, Haemophilus influenzae y Salmonella
typhimurium (Falker et al., 2005).
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FIGURA 3 Funciones de la (N°-metil-adenina) Dam en la bacteria. La Dam se encuentra
involucrada en varios procesos bacterianos fundamentales como: la replicaciéon del cromosoma,
la reparacién de bases mal apareadas en el DNA, la regulacién de la conjugacion y el
empagquetamiento del DNA fagico en la capside, entre otros.

2.3.1 Reparacion por apareamiento erroneo

La metilacion por Dam es una parte integral del sistema de reparacion por
apareamiento erréneo, debido a que metila la posicion N6 de la adenina en la
secuencia GATC (Robbins et al., 2005). Esta metilacion ocurre después de que la
nueva cadena de DNA ha sido sintetizada por la horquilla de replicaciéon. Como
resultado una porcion de DNA cerca de la horquilla de replicaciéon permanece

hemimetilado por un corto tiempo después de la replicacion (Calmann et al.,



2003). Esto permite al sistema de reparaciéon por apareamiento erréneo
discriminar entre la cadena molde y la cadena naciente y corregir las bases mal
incorporadas en la nueva cadena sintetizada. El proceso es llevado a cabo por
medio de un complejo ternario (Fig. 4) de proteinas dentro de las cuales se
encuentra la proteina MutS. Esta se encarga de reconocer las bases mal apareadas
y activa la integracion de las proteinas MutL y MutH al complejo. La proteina
MutH es una endonucleasa especifica de la secuencia GATC, la cual rompe el
enlace fosfodiester de la guanina y provee una sefial para que la helicasa y la
exonucleasa se unan al complejo y degraden el fragmento en donde se encuentra
la base mal apareada. Luego se resintetiza la cadena por la DNA polimerasa III y

la ligasa forma de nuevo el enlace fosfodiester (Wion et al., 2006).
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FIGURA 4. Complejo ternario de proteinas encargadas de la reparacion por apareamiento
erréneo



Es interesante como en cepas que presentan mutaciones en el gen dam, no metilan
ninguno de los sitios GATC del genoma, lo que aparentemente evita la reparacion
por apareamiento erroneo, ya que no puede diferenciar entre la cadena molde y la
naciente. Sin embargo, la reparacion por apareamiento erréneo alin ocurre en estas
cepas pero puede ocurrir sobre cualquier cadena. Como resultado las cepas dam-
tienen un incremento en la frecuencia de mutacién espontanea. Las cepas que
sobreexpresan Dam también tienen elevadas tasas de mutacion debido a la rapida
metilacion de nuevos sitios GATC replicados reduciendo la efectividad de la
correccion por el sistema de reparacion por apareamiento erréneo en la cadena
naciente de DNA. El éxito de de este sistema de reparacion depende de los niveles
altos o bajos de la metiltransferasa Dam, los cuales muestran altas tasas de

mutacion cuando su concentracion es modificada (Boye et al., 1992).

2.3.2 Replicacion del DNA

El origen de replicacion (oriC) del cromosoma de E.coli contiene 11 sitios GATC
que se distribuyen en un fragmento de 254 pb y que dependen de la metilacion
para su funcionamiento. La replicaciéon del cromosoma comienza cuando la
proteina DnaA se une a oriC y separa las dos cadenas de la doble hélice. El
ensamble de esta proteina en la region oriC solo es posible si el oriCGATC esta

metilado; un origen hemimetilado es inactivo.

Los sitios GATC de oriC no son metilados inmediatamente y permanecen
hemimetiados de uno o tres ciclos celulares. La causa de este retraso es que el
origen hemimetilado es secuestrado por una proteina llamada SeqA. Como
consecuencia, se previene la metilacion del oriC de la nueva cadena sintetizada
por la metilasa Dam. El oriC permanece hemimetilado, y se retrasa el comienzo

de un nuevo ciclo de replicacion (Wion et al., 2006).

En experimentos realizados en microsomas se ha demostrado que el inicio de una
nueva ronda de la replicacion (dependiente de dnaA a partir del origen de

replicacion (oriC)) ocurre solo a una baja eficiencia si la metilacion es incompleta



en los sitios de GATC. Ensayos por citometria de flujo en cepas que contienen
mutaciones en dam, mostraron una replicacion no coordinada cuando se le
compara con cepas silvestres. Ogden et al., (1988) han realizado experimentos
que sugieren que la region de metilacion de DNA hemimetilado es requerida para
el anclaje de los sitios que contienen la region del origen de replicacion (de E.
coli) en la membrana cuando ésta se encuentra en division. Esto sugiere que la
metilacion del origen de replicacion es un factor importante antes, durante y
después del inicio de la replicacion del DNA, la particiéon del cromosoma y la

division celular.

2.3.3 Regulacion de la transposicion

La metilacion también parece ser un evento importante durante la transposicion.
En los transposones bacterianos IS10 e 1S50, la metilaciéon por Dam inhibe la
transposicion mediante dos mecanismos independientes. El primero de ellos
ocurre en la regiéon promotora, el promotor de la transposasa 1S10, contiene una
region o sitio GATC que se sobrelapa con la region -10, esto impide que la RNA
polimerasa entre e inhibe la transcripcion del gen de la transposasa. El segundo,
consiste en la metilacion de regiones GATC que se encuentran en ambas regiones
IS10 e 1S50, la metilacion de estos sitios GATCs terminales inhiben la actividad

de la transposasa.

2.3.4 Regulacion de genes relacionados con virulencia.

La pielonefritis es una enfermedad asociada al pili Pap de la cepa de E. coli
uropatogénica, que media la adherencia a la mucosa del tracto urinario. La sintesis
del pili Pap es controlada mediante la metilacion, que puede encender o apagar la
expresion de este antigeno capaz de generar una respuesta inmunoldgica. (Wion et
al., 2006). La fase de variacion de Pap es regulada por los patrones de metilacion
del DNA, los cuales son producidos por el ensamble de proteina reguladora de
leucina (Lrp). Los experimentos in vivo indican que el ensamble de la proteina
Lrp a los sitios 1, 2 y 3 que se sobrelapan con el promotor pap-BAp, inhiben la

metilacion del sitio GATC-II, lo que mantiene la expresion de pilis apagada.



Mientras que el ensamble de Lrp a los sitios 4, 5 y 6 que se encuentran rio arriba
inhiben la metilacion de GATC-I lo que mantiene la expresion de los pilis
encendida. La metilacion del sitio GATC-I en la fase apagada de las células

reduce la afinidad de Lrp-Papi por los sitios 4, 5 y 6 (Fig. 5).
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FIGURA 5. Regidn reguladora que se encuentra rio arriba del gen pap.

Los resultados muestran que la metilacion de GATC-I dentro de los sitios de
ensamble Lrp reduce 5 veces la afinidad de Lrp al DNA pap (Fig. 6).
Consecuentemente, el ensamble de Lrp al DNA pap inhibe la metilacion de

GATC-IL.
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FIGURA 6. La afinidad de la proteina Lrp por el DNA del gen pap, disminuye por la metilacion
del DNA. Los circulos llenos muestran una afinidad menor de la proteina Lrp por el DNA del gen
pap que se encuentra metilado, mientras que los circulos vacios muestran una afinidad mayor de
la proteina Lrp por el DNA del gen pap que no esta metilado.

Como se observa en la Figura 6 aumenta la afinidad de Lrp al DNA por cuando

no esta metilado (los circulos blancos) y disminuyen los niveles de ensamble de



Lrp al DNA pap al estar metilado (los circulos oscuros). Estos datos indican que
Dam y Lrp compiten por el sitio GATC-I (Hale et al., 1998).

2.3.5 Regulacion de la conjugacion bacteriana

La metilacion es importante en la conjugacion de pladsmidos relacionados con
cepas patogenas. Tal es el caso de la transferencia del plasmido de virulencia
(pSLT) en Salmonella y el factor F que son reprimidos por la metilacion Dam. La
represion de este plasmido involucra dos acciones: la primera de ellas es la
activacion del gen finP, este produce un pequefio RNA el cual inhibe la
conjugacion; la segunda accion involucra la represion del gen tral, el cual
codifica para un activador transcripcional del operon de transferencia. En el
primer caso la metilacion de la region promotora del gen finP previene la
represion transcripcional al no permitir la unién de la proteina H-NS. Mientras
que la metilacion de la region promotora del gen tral previene la union de la
proteina Lrp que es el activador transcripcional de traJ.

La secuencia activadora rio arriba (UAS) de traJ contiene dos sitios de ensamble
Lrp, ambos de los cuales son necesarios para la activacion transcripcional. Un
sitio contiene GATC y su metilacion afecta la union de Lrp; la metilacion de
GATC reduce la unién de Lrp y la proteina Lrp restante se enlaza a la UAS
formando un complejo que no permite la activacion del promotor (Wion et al.,

2006).

2.3.6 Regulacion de la expresion de otros genes

Los genes de organismos como E. coli y otros elementos como bacteriofagos y
transposones contienen los sitios GATC en sus regiones promotoras. Estos, en
gran parte de los casos estan regulados por la metilacion Dam. El paso de la
horquilla de replicacién a través de la regiéon del cromosoma que contiene
cualquiera de estos genes conduce al incremento o reduccion de la cantidad de
transcripcion de estos promotores. Mientras que la modulacion efectuada por la
actividad de metilacion es usualmente modesta, (en un orden de 2-6 veces), puede

tener un efecto significativo en la accion del producto de un gen particular. Por



ejemplo, Tn10 y Tn5 exhiben un cambio en la transposicion, delecion o inversion
seguido del paso de la horquilla de replicacion a través de sus genomas. Este tipo
de regulacion obviamente juega un papel importante en la diseminacion de estos
elementos a nuevos sitios. La regulacién del operon pap, que codifica para el pili
asociado a la pielonefritis, estd involucrado en la metilacion 6 no metilacion de 2
sitios Dam en la region reguladora del operén. Otras evidencias han mostrado la
relacion de Dam con la regulacion de otros genes relacionados con adherencia
como daa (pili F1845), fae (pili K88), fan (pili K99), fim (pili Tipo I) y sfa (pili S)
(Palmer et al., 1994).

El resurgimiento de la resistencia bacteriana a los antibidticos ya disponibles ha
causado gran preocupacion en la comunidad médica y ha creado una necesidad en
el desarrollo de nuevos agentes antibidticos. En el pasado los antibidticos
surgieron por el analisis de productos naturales y la identificacion subsecuente de
su proteina blanco, adicionalmente se han descubierto productos sintetizados en el
laboratorio, asi como nuevos métodos terapéuticos. Los antibidticos eficaces
podrian ser inhibidores de una enzima bacteriana esencial que es Unica para la
bacteria y no tiene homologia en mamiferos. Se ha reportado el progreso hacia el
desarrollo de inhibidores selectivos de moléculas pequenias de una
metiltransferasa de DNA bacteriana N-6 adenina, usando un mecanismo basado
en el acercamiento de multisustratos que demuestra la inhibicion de la enzima

CcrM (MTasa de DNA regulada por el ciclo celular) de Brucella abortus.

La metilacion del DNA es un evento biologico importante y ubicuo que implica
un nivel adicional de informacion de las (cuatro bases) del cddigo genético. La
mayoria de las MTasas de DNA en bacterias pertenecen a sistemas de
modificaciéon y restriccion (R/M) que protege el DNA hospedero bacteriano de
virus invasivos. CcrM, sin embargo aunque carece de enzimas de restriccion
comunes de sistemas R/M, cumple un papel regulador critico en la progresion
correcta de eventos del ciclo celular, y es esencial para la viabilidad celular.
Ademas, CcrM esta conservada entre muchas especies bacterianas incluyendo

patdégenos como B. abortus, Helicobacter pilory, y Haemophilus influenza. En



mamiferos, la metilacion de DNA es también critica en la regulacion de funciones
superiores del genoma incluyendo replicaciéon, y expresion de genes,
adicionalmente esta intimamente relacionada con la bioquimica de algunos tipos
de cancer. La actividad de la MTasa de DNA N-6 adenina no se encuentra en
células de mamiferos, sin embargo, aparece en cambio en la citosina C-5. Por
estas razones CcrM esta implicada como un blanco ideal para la terapia
antibacteriana. Una segunda MTasa reguladora de DNA la N-6 bacteriana Dam
que aunque no es esencial para la viabilidad celular, ha demostrado recientemente
que es esencial para la virulencia bacteriana en Salmonella typhimurium (Wahnon
et al., 2001).

2.3.7 Expresion de Dam

La expresion del gen dam ha sido estudiada y existe evidencia de la actividad de
un promotor débil rio arriba del gen dam de E.coli. Sin embargo, fusiones de
dam:lacZ han mostrado que la expresion de dam esta influenciada al menos por
cinco promotores. El mas fuerte de estos se encuentra estrechamente ligado a la
region (P1-P2) que corresponde a la region 5° de los genes aroK y aroB. Dos
promotores que también permiten la transcripcion de mRNA de dam, (P3 y P4) se
encuentran en la region 3’ del gen criptico urf74.3 (Fig. 7). Finalmente, datos
experimentales muestran que el total de la proteina alcanza aproximadamente 130
moléculas por célula cuando se encuentra en fase exponencial (Palmer et al.,

1994),
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FIGURA 7. Regulacion del gen dam de E. coli K-12



2.3.8 Aspectos evolutivos

Desde un punto de vista evolutivo, la metilacion de las secuencias GATC han sido
detectadas en gran parte en las bacterias Gram (-) y algunas Gram (+), asi como
en archeobacterias, pero gran parte de ellas estdn asociadas a sistemas de
restriccion. Hay una homologia en la secuencia de amino acidos entre varias
MTasas Dam hasta ahora identificadas que sugieren la existencia de un origen

evolutivo comun (Fig. 8, 9).
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FIGURA 8. Similitud entre las secuencias de metiltransferasas aminoacidicas de las
metiltransferaras: EcoRV, dam, Dpnll, dam T4 y otras
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FIGURA 9. Homologia entre la secuencia de aminodcidos de diferentes metiltransferasas en azul
y en rosado su sitio activo.



El gen dam parece ser uno de los pocos genes que esta distribuido de forma
universal entre las enterobacterias. Basados en la secuenciacion de nucledtidos un

cierto nimero de MTasas de clase II comparten una similitud entre ellas.

2.3.9 Otras caracteristicas

Es interesante denotar que muchos de los fagos de E.coli han adquirido una copia
del gen dam, presumiblemente para aumentar el material genético del hospedero
durante la infeccion, esto al permitir su integraciéon y no ser reconocido como
extrafio. Por otro lado, la metilacion de dam ha mostrado que juega un papel
importante en el empaquetamiento del DNA del fago P1. También el
recientemente descubrimiento retron (Elemento transponible que codifica para la
transcriptasa reversa (RT) y para las funciones de la metiltransferasa Dam) de
E.coli, Ec67, contiene un gen con una homologia funcional y una similitud en la
secuencia a dam. La manera en que se sintetiza es mediante la transcripcion de un
mensajero que forma una estructura secundaria muy particular, esta sirve como un
oligonucleétido corto que permite la sintesis de DNA por la RT, eso le permite
sintetizar un elemento de doble cadena que se transpone debido a que contiene
repetidos directos de 26 pares de bases que flanquean a la secuencia. Sin embargo,
hay muchas especies de bacterias que contienen secuencias GATC no metiladas

(Palmer et al., 1994).

2.4 Otras metiltransferasas relacionadas con funciones fisioldgicas importantes

2.4.1 Reparacion de parches cortos de Dem

La desaminacién de las 5 metilcitosina (5=meC) da como resultado la formacion
de una timina. Se ha observado que los sitios de reconocimiento de Dcm
(CCWGAQG) son sitios “calientes” (frecuentes) que permiten mutaciones con una
mayor frecuencia. Se ha descrito un sistema de reparacion que reconoce y repara

los sitios T::G mal apareados por las secuencias cortas de escision (<10bp). Este



tipo de reparacion ha sido denominado reparacion de parche muy corto (Vsp) que
requiere de los productos génicos de mutL y mutS, y la MTasa de Dcm.

2.5 Metiltransferasa en bacteriofagos

Los bacteri6fagos son organismos parasitos que necesitan de un hospedero para su
desarrollo. La producciéon de progenie comienza con la infeccion por
bacteriofagos los cuales requieren una célula hospedera susceptible, la inyeccion
del acido nucleico del fago que posteriormente se transcribe, se traduce y se
replica la informacion genética del fago por la maquinaria del hospedero y
finalmente la liberacion de la progenie infecciosa. Dentro de las caracteristicas de
resistencia de la infeccion del fago se encuentra: la carencia de un receptor
bacteriano y la presencia de un sistema activo de restriccion/modificacion la cual
puede decrecer la produccion de fagos pero que raramente detiene la infeccion
completamente. Asi, la metilacion Dam juega un papel importante en la
infectividad del fago en diferentes aspectos de la estabilidad del DNA en la
relacion fago/hospedero (Zaleski et al., 2005).

Se sabe que los bacteriofagos como T4 codifican para la DNA [N°- adenina]
metiltransferasa (T4 Dam) que metila adenina en la secuencia GATC, también
puede reconocer otros sitios no canénicos como GAY (en donde Y representa
citosina 6 timina) (Kossykh et al., 1995). Los virus de Escherichia coli T1 y T2 al
igual que T4 codifican para metiltransferasas de DNA. El virus T1 presenta una
homologia cercana con la MTasa Dam del fago HP1. El orden de subdominios de
estos fagos es similar a los de la clase y m°A MTasas (Bujnicki et al., 2001). T1 es
capaz de crecer alternativamente en varias cepas hospederas, sugiriendo que la
metilacion del DNA podria proveer proteccion contra el sistema de restriccion del
huésped. Sin embargo, los virus bacterianos T2 y T4 los cuales tienen su DNA
modificado por grupos hodroximetil en los residuos de citosinas, también
codifican una metiltransferasa de DNA capaz de metilar la secuencia modificada
5°-GAThmC-3"(en donde hm es hodroximetil) en la adenina (Scherzer et al.,
1987). La secuencia de nucledtidos del gen dam de T4 reveld informacion sobre

marcos de lectura abiertos que codifican polipéptidos de 26 y 30 Kilodaltones y



han sido identificados como un polipéptido de Dam. (Miner et al., 1988). Esto
sugiere que la metilacion del DNA no solo juega un papel importante en E.coli,
por ejemplo en reparacion por apareamiento erroneo y en replicacion sino también

en el desarrollo de algunos virus.

Entre los bacteriofagos, Mu es unico. Ademas de su extraordinaria propiedad de
funcionar como un elemento transponible, Mu emplea dos estrategias inusuales
para extender su rango de hospedero. Uno involucra la expresion de formas
alternativas de las fibras de la cola que especifican diferentes capacidades de
adsorcion en varias células del hospedero; esto se logra mediante la inversion de
DNA de la regién G del fago, el cual codifica estas proteinas. La otra estrategia
involucra un tipo inusual de la funciéon en la modificacion de DNA, codificado
por el gen mom. Es una modificacion secuencia-especifica inusual de adeninas
que protege el DNA del fago contra una variedad de sistemas de

restriccion/modificacion controlados por el hospedero (Sun et al., 1996).

Los bacteriofagos (virus bacterianos) han desarrollado varias tacticas para superar
las barreras de restriccion del hospedero. El bacteriofago T4, por ejemplo, protege
su DNA con residuos hidroximetilcitosina glicosilados, mientras que el DNA A es
enmascarado por metilacion especifica del hospedero. Debido a que el DNA de
los fagos T7 y T3 son hipometilados y no contienen bases extraias como el T4,
seguramente hacen uso de otras modificaciones no caracterizadas hasta el
momento. En el primer paso de la infeccion, T7 y T3 introducen dentro del
hospedero solo una pequefia parte de su DNA, el cual no contiene sitios de
reconocimiento para las enzimas de restriccion que proviene de K-12 y B de E.
coli. Este pequeiio segmento codifica para una proteina que evita los cortes con
enzimas de restriccion, después de la expresion de ésta, se permite el desarrollo de
virus. T1 exhibe otra caracteristica mas que no es compartida ni siquiera con T4 y
T3. El DNA de T1 es metilado independientemente de la metilacion del DNA del
hospedero y es por tanto protegido contra la restriccion del hospedero (Auer et al.,

1984).



2.6 ANTECEDENTES DIRECTOS

Kameyama y cols 1999, reportaron la caracterizacion de bacteriéfagos lambdoides
(fagos que comparten caracteristicas con el fago A), y la descripcion de un nuevo
grupo de fagos denominado fagos No lambdoides. Este nuevo grupo tinicamente
comparte con los fagos lambdoides el requerimiento de los factores Nus del
huésped (Factores requeridos para la actividad antiterminadora del fago A). Este
grupo difiere, de los fagos lambdoides en propiedades como: la de no ser
inducidos con luz ultravioleta, tener un tiempo de eclipse mayor que el de los
lambdoides y su DNA presenta resistencia a la digestion con varias enzimas de
restriccion como HindIII, EcoR1, Sacl y Sacll, entre otras (enzimas cuyos sitios

se encuentran presentes en el DNA de lambda).

Como parte de la caracterizacion de estos fagos se analizé un fragmento de 1500
pb del bacteriofago mEp021. En este se encontraron 5 marcos de lectura abierta
(ORF), de los cuales los primeros cuatro no presentaron una identidad
significativa con las proteinas reportadas en los bancos de genes. Sin embargo, el
ORF 5 present6 una secuencia con una similitud significativa (E=5e-14, E=7e-11
y E=4e-10por blast regular) mediante analisis del psi-blast) con las secuencias de
metiltransferasas de fagos relacionados con Salmonella entérica, E. coli 0157:H7
y Haemophillus influenzae. La identificacion asi como analisis de la funcion de
este marco nos permitira saber si la resistencia al corte del DNA del fago mEp
021 con enzimas de restriccion es debido a modificaciones por esta proteina. Se
sabe que algunos fagos como T4 presentan este tipo de proteinas que modifican el

DNA fagico, y asi evitan la degradacion de su propio DNA (Karam et al., 1994).



3. FORMULACION DEL PROBLEMA Y JUSTIFICACION

En los ultimos afios se ha estudiado el papel de las metiltransferasas debido a que
se encuentran implicadas en varios procesos fundamentales como en la
replicacion del DNA, en la reparacion por apareamiento erréneo y en la
regulacion de expresion de genes, entre otros. Por la importancia de esta enzima
en bacterias y en bacteriofagos, particularmente sobre estos ultimos se han
realizado estudios en fagos no lambdoide ya que han sido recientemente descritos.
De estos estudios, se tomo un fragmento del genoma del fago mEp021 y se
encontr6 que tenian cinco marcos de lectura abiertos siendo el quinto el que
presento una identidad significativa con otras metiltransferasas. Sin embargo, aun
no se tenia una funcion definida. Por lo anterior, se realizo un estudio que
contribuyera al andlisis del marco abierto de lectura cinco y que nos permitiera

determinar su posible funcién y grado de similitud con otras metiltransferasas.



4. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Aislar y caracterizar una posible metiltransferasa Dam proveniente del

bacteriofago no lambdoide mEp021

4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Realizar un andlisis in silico tanto de la secuencia de DNA como de la
proteina para disefar los oligonucledtidos correspondientes al marco abierto

de lectura 5.

2. Realizar la purificacion del fago mEp021.

3. Extraer el DNA del bacteriéfago mEp021 para la amplificacion del gen de

la metiltransferasa por PCR.

4. Realizar la clonacién del producto amplificado en el vector transitorio

TOPOTA.

5. Identificaciéon de las clonas positivas por PCR y corte con las enzimas de

restriccion ECORI y HindIII.

6. Clonacion del producto de 348-pb en el vector pKQV4 secuenciacion de la

misma y transformacion del plasmido pFMM, en cepas bacterianas dam'.

7. Aislamiento del DNA plasmidico (del objetivo 6) inducidas con y sin IPTG
para analizar patrones de restriccion (enzimas que reconozcan sitios GATC

como: Dpnl y Mbol).



4.3 ESQUEMA GENERAL DE TRABAJO

Aislamiento y caracterizacion de una posible metiltransferasa dam proveniente
del bacteriéfago no lambdoide mEp021.

Amplificacion y titulacion del bacteriofago mEp021.

|

Aislamiento de DNA del bacteriéfago mEp021.

Disefio de l

oligonucleotidos con

tios d o - Amplificacion por PCR del gen de la
sit1os de restriccion en metiltransferasa
los extremos

1

Clonacion del producto amplificado en un vector transitorio (TOPO TA)

|

Identificacion de las clonas positivas mediante patrones de
restriccion y PCR

|

Clonacion del producto de 348-pb en el vector pKQV4 y
secuenciacion de la misma

|

Induccion de las clonas positivas

| | | |

SDS- PAGE de las proteinas totales Generar patrones de restriccion del DNA
provenientes de las inducciones plasmidico o del fago lambda.
para determinar el tamafio e
integridad de la proteina l

Electroforesis de los fragmentos obtenidos



5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Disefio de la investigacion: Experimental

Se estudio el marco de lectura abierto 5 del fago mEp021. El cual se obtuvo del
estudio de un fragmento del genoma del fago mEp021 en la Escuela Nacional de

Ciencias Biologicas (Instituto Politécnico Nacional).

5.1.1 Andlisis bioinformético:

Se utilizo en el sitio National Center for Biotechnology Information

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) para comparar la secuencia obtenida de la

secuenciacion de un fragmento de 1500 pares de bases del fago mEp021, se
realiz6 el alineamiento con otras secuencias del banco de genes y se definieron las
secuencias conservadas de las mismas con las herramientas que se encontraron en

la pagina http://www.expasy.org/. Para determinar el punto isoeléctrico, el peso

molecular y la composicion de los aminoacidos de la proteina se utilizo el sitio

http://www.expasy.org/tools/tagident.html y para su confirmacion se uso

http://www.expasy.org/tools/pi_tool.html. Para la busqueda de similitudes se

utilizaron los sitios http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/,

http://www.expasy.org/tools/blast/, http://www.ebi.ac.uk/fasta33/ también se

realizo el andlisis Psi-Blast y un alineamiento de las metiltransferasas para

visualizar los motif utilizando http://espript.ibep.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi.

Para la prediccion de la topologia de la proteina se uso http:// www.psort.org/,

http://www.cbs.dtu.dk/services/TargetP/ y para la prediccion de la estructura

secundaria se uso http://npsa-pbil.ibcp.fr/cgi-

bin/npsa_automat.pl?page=npsa_nn.html. Para el alineamiento de la secuencia el

sitio http://npsa-pbil.ibep.fr/cgi-bin/npsa_automat.pl?page=npsa_nn.html y para el

analisis de las enzimas de restriccion usadas
http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php. Posteriormente se disefiaron los
oligonucleétidos por medio del programa OLIGO DNA/RNA PRIMER
ANALYSIS SOFTWARE VERSION 4.1.
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2.2.1 Bacterias, bacteriofagos y plasmido

La bacteria que se utilizo en este estudio es Escherichia coli W3110 (derivada de
K-12), para multiplicar el fago mEp021. La cepa DH5a derivada de K-12 se
empleo para la extraccion de plasmidos y para transformacion con la mezcla de
ligacion. Para el crecimiento de la bacteria W3110 se prepararon cajas de medio
de cultivo LB (Luria-Bertani), las cuales se incubaron a 37°C. Para la obtencién
de lisados bacterianos se utilizo el caldo TB (medio triptona) y para el aislamiento

de las placas del fago se prepararon cajas de medio TB.

Bacteria(E. coli) Genotipo Fuente
W3110 FArph’ Bachmann(1972)
DH5a supE44AlacU169(h80 Hanaba D, (1983)
lacZAM15)hsdR17recAl
endA1l gyrA9ethi-1relAl
GM271 F- dcm-6 hsdR2 ara-14 | Palmer y Marinus (1994)
leuB6 tonA31 lacYl tsx-
78 supE44 galK2 hisG4
rpsL136 xyl-5 mtl-1 thi-1
GM2163 F- dam-13::Tn9 dcm-6 | Palmer y Marinus (1994)

hsdR2 leuB6 his-4 his-1
ara-14 lacYl galkK2
galKT22 xyl-5 mtl-1
rpsL136 tonA31 tsx-78
supE44 McrA-McrB-

Bacteriofagos

mEp021 No lambdoide Kameyama y col., (1999)
Lambda 6 W-1 Lambda wild type Kameyama y col., (1999)
Plasmido Caracteristica Fuente
pKQV4 *Marcador de seleccion | Strauch y col., 1989

de ampicilina

*Region promotora de
ptac

*Bajo niimero de copias

Tabla 1. Caracteristicas y genotipos del material biol6gico utilizado en este estudio.




5.2 Meétodos:
5.2.1 Obtencién de placas liticas del bacteriéfago mEp021

Se obtuvieron depositando en linea recta 20 pl del lisado del fago de un extremo a
otro de la caja que contiene agar TB. Se dejo secar y posteriormente se cubrié con
un tapiz de la cepa W3110 (2 ml de agar fundido TB y 0.5 ml de cultivo
bacteriano) el cual debe quedo homogéneo para la obtencién de placas liticas
aisladas. Otra forma en la que se realizo fue por un tapiz de W3110 en una caja de
LB y se dejo secar. Luego se realizaron diluciones del fago de 10%a 10™* (0.99 ml
de SM + 0.01 ml del fago 1:100) y luego se goteo 0.01ml de cada dilucion y se

incubo a 30°C toda la noche.

5.2.2 Preparacion de lisados bacteriofagicos

Se tomo una placa aislada del fago y se coloco en una matraz Erlenmeyer con 0.5
ml de la cepa W3110. Después de 15 minutos se adicionaron 10 ml de medio TB
liquido y se incubo durante 6 a 8 horas en agitacion a 200rpm hasta obtener lisado
celular. Posteriormente se agrego 0.1ml de cloroformo al sobrenadante (el cual
tuvo un aspecto claro) y se agito de nuevo durante 5 minutos. La muestra se
centrifugo a 7,150g por 10 minutos. Se transfirio el sobrenadante libre de restos

celulares a un tubo estéril y se almaceno a 4°C.

5.2.3 Aislamiento del DNA del bacteriéfago

Se tomaron 25 ml del lisado fagico (con un titulo aproximado de 10'°UFP/ml), se
le agrego una solucion DEAE celulosa (equilibrada con medio LB a pH 7) y se
agito por 30 minutos. Se elimino la DEAE celulosa por centrifugacion a 16,090 g
por 5 minutos. El sobrenadante se transfirié a un tubo estéril y se le agregaron
6.5g de (NH4),SO4 hasta la disolucion total, luego se centrifugo a 11,180g durante
30 minutos a 4°C. La pastilla se resuspendié en TE 1X (Tris-HCI 10mM, EDTA
IM pH 8). Se adiciono un volumen igual de fenol:cloroformo y se mezclo en
vortex, luego se centrifugo a 7,150g por 5 minutos. Se tomo la fase acuosa y se
resuspendié en vortex con un volumen igual de cloroformo, se centrifugo a
7,150g durante 5 minutos. Se tomo la fase acuosa y se ajusto a una concentracion

de 0.3M con acetato de sodio 3 M y se resuspendi6 en dos volumenes iguales con



etanol o con uno de isopropanol. Se centrifugo a 11,180g por 30 minutos para
recuperar la pastilla de DNA y luego la pastilla se lavo con etanol al 70% y se

dejo secar a baja temperatura. Después se resuspendid en 50 ul de TE 1X.

5.2.4 Aislamiento del DNA plasmidico

Se inoculo una colonia de la bacteria conteniendo el plasmido pKQV4 en 5 ml de
medio LB con antibiotico (ampicilina 100 pg/ml), se incubo en rotacién continua
a 200 rpm a 37°C durante toda la noche. Se centrifugo 1.5 ml del cultivo a 6,280g
durante 5 minutos. La pastilla se resuspendio en 100ul de la solucion I fria
(glucosa 50mM, Tris —HCI 10nM (pH 8), EDTA 10mM (ph8)). Se mezclo hasta
formar una emulsion homogénea y se mantuvo en hielo hasta agregar la solucién
IT (SDS al 1% y NaOH 0.2N). Se agregaron 200 pl de la solucion I1. Se mezclo en
hielo hasta agregar la solucion III (acetato de potasio SM, 11.5 ml de &cido
acético glacial). Se agregaron 10ul de RNasa A (10 mg/ml) por 15 minutos. Se
agregaron 150 pul de la solucion III. Se mezclo por inversion y se dejo reposar en
hielo por 10 minutos. Se centrifugo a 11,180g durante 15 minutos. Se tomo la fase
acuosa y se agrego volumen a volumen una mezcla de fenol:cloroformo. Se
mezclo por 30 segundos con vortex y se centrifugo a 16,090g durante 5 minutos.
La fase acuosa se mezclo con cloroformo volumen a volumen y se centrifugo a
11,180g durante 5 minutos. La fase acuosa se equilibro con acetato de potasio 3M
hasta una concentracion de 0.3M de acetato de potasio. EIl DNA se precipito con
dos volimenes de etanol absoluto. Se mezclo suavemente y se dejo reposar a
temperatura ambiente por 10 minutos. Luego se centrifugo a 16,090g durante 15
minutos. El sobrenadante se decanto y el DNA se lavo con etanol al 70%. Se
centrifugo a 11,180g durante 10 minutos. La pastilla se dejo secar y se

resuspendié en 100 pl de TE 1X estéril (Tris-HC1 10mM y EDTA 1mM, pH 8).

5.2.5 Amplificacion por PCR del marco de lectura abierto (ORF) 5 a partir
del DNA del fago mEp021.



El ORF 5 se amplifico y clono por medio del siguiente procedimiento: para la
amplificacion se preparo una mezcla que contiene 23.3 pl de agua destilada
estéril, 5.0 ul del regulador 10X (Tris-HCI pH 8.4 200mM, KCI 500mM;
Invitrogen® ), 2.0 pul de MgCl, 50mM (Invitrogen®), 1.5 pl de la mezcla de
desoxinucleo6tidos (ANTP’s GibcoBR® ) 2.5mM, el iniciador Met-Fwd (100 uM),
el iniciador Met-Rev (100 uM), 0.2 pl de Platinum Taq DNA polimerasa (Applied
Biosystem®) 5 U/ul y 2 ul de DNA, en un volumen final de 50 pl. Las mezclas
de reaccion se colocaron en el termociclador (Perkin Elmer Gene Amp PCR
System 2400) y se sometieron a un ciclo inicial de 94°C/5minutos. Posteriormente
se realizaron 35 ciclos de 94°C/60 segundos, 58.9°C/30segundos y 72°C/45
segundos. Mantener a 4°C. Luego se realizo un corrimiento electroforético de las

muestras junto con un marcador de peso molecular en un gel de agarosa al 1%.

5.2.6 Clonacion del ORF 5 en vector transitorio TOPOTA

El producto de PCR obtenido se clondé en el vector comercial TOPO TA
(Invitrogen). El cual contiene unida covalentemente en sus extremos a la
topoisomerasa I. Esta enzima permite la union de las bases de adenina que
normalmente anade la Taq polimerasa al producto de PCR, con los extremos del
vector que contienen timinas como extremos salientes. Para esto se hizo una
mezcla de reaccion que contenia: 4pl del producto de PCR, 1pul de solucion de
sales y agua estéril para un volumen final de 5ul, posteriormente se adicion6 1pl
del vector TOPO TA. Se incubo por 5 minutos a temperatura ambiente, para
transformar en quimiocompetentes de DHS5a 3 pl de la mezcla de reaccion. Para
la transformacion se incubo en hielo durante30 minutos y se le dio un shock
térmico a 42°C por 30 segundos. Se le adiciono LB y se dejo incubando en
agitacion a 37°C por 1 hora, se centrifigd por 2 minutos, se resuspendio la pastilla

y se plaqueo en cajas de LB ampicilina, para incubarla toda la noche a 37°C.

5.2.7 Clonacion del ORF 5 en el plasmido pKQV4



Se empleo el vector pPKQV4, ya que ademas de ser un vector de bajo nimero de
copias contiene un sitio de policlonacion. Desafortunadamente no tiene un
marcador de seleccion que permita determinar si la bacteria contiene al plasmido
con inserto, por lo que las clonas se seleccionaron por PCR y por corte con

enzimas de restriccion.

5.2.7.1 Digestion del vector

El DNA del plasmido pKQV4 se corto tanto con la enzima ECORI como con
HindIII. La reaccion consistio en: 3 pg del vector, 2.0 ul del regulador (50mM de
acetato de potasio, 20mM de Tris- acetato, 10mM de acetato de magnesio. 1mM
de ditiotritol), 1.0 pl de la enzima (5 U/ul) y agua estéril para llevar la mezcla a
un volumen final de 20 pl. La reaccidn se incubo a 37°C durante toda la noche. La
digestion se comprob6 corriendo la mezcla de reaccion en un gel de agarosa al

1%.

5.2.7.2 Extraccion fendlica

El vector digerido y linearizado se someti6 a una extraccion fenolica con un
volumen igual de fenol:cloroformo (volumen a volumen), y finalmente se
precipito con dos volumenes de etanol absoluto frio y se centrifugo a 21,910g
durante 20 minutos. La pastilla se lavo con etanol al 70% frio, se centrifugo

nuevamente y se resuspendiod en el regulador TE 1X.

5.2.7.3 Digestion del producto de PCR del ORF 5

El fragmento de DNA amplificado por PCR que contiene el ORF 5 del fago
mEp021 fue digerido con las enzimas ECORI y HindIII de la siguiente forma: se
mezclaron 300 ng de DNA del fago, 1pul del regulador 10 X (50mM de acetato de
potasio, 20mM de Tris-acetato, 10mM de acetato de magnesio, 1mM de
ditiotreitol), 1ul de enzima (1U/ul) y agua estéril hasta un volumen final de 20 pl.



Se incubo durante 2 horas con 1U/ul de la enzima ECoORI y 2 horas mas con

1U/ml de la enzima HindIII.

5.2.7.4 Reaccidn de ligacion

Se tomaron 50 ng del plasmido pKQV4, 5.72 ng aproximadamente del producto
de PCR amplificado a partir del DNA del Fago mEp021. El célculo para
determinar las cantidades se realiz6 en base al tamafio del vector, para esta técnica
se recomienda usar una cantidad de vector e inserto menor a los 100 ng , 4.0 pl
del regulador de ligacion 5X (Tris-HCI (pH 7.5) 50mM, MgCl2 10mM,
dithiotreitol 10mM, ATP ImM, 25 pg/ml de albimina sérica bovina) y agua
estéril para llevarla a un volumen final de 20 pl, se adiciona 1 pl de la enzima
ligasa del fago T4. Se incubo a 28°C por toda la noche. La cepa de E.coli DH5a,
tratada con cloruro de rubidio, se transform6 con la mezcla de ligacion y se
sembr6 en cajas de agar LB con ampicilina al 100 ug/ml para la seleccion de

recombinantes.

5.2.8 Preparacion de células electrocompetentes y electroporacién

Se inoculo una colonia de la cepa DH5a en 10 ml de caldo LB y se dejo incubar
durante toda la noche a 37°C a 150 rpm. Se inocularon 4 ml del cultivo de toda la
noche, en 400 ml de caldo LB, se mantuvieron en agitacion hasta que alcanzo una
DOss50=0.8. Las células se obtuvieron por centrifugaciéon a 5,470g durante 10
minutos. Dichas células se resuspendieron en 500 ml de glicerol al 10% a 4°C.
Este proceso se repitioé 2 veces, para posteriormente resuspender la pastilla en un
volumen final de 2 ml. Estas células se guardaron en alicuotas de 120 ul a -70°C.

Para la transformacion se colocaron alicuotas de 20 pl de las células previamente
tratadas en tubos estériles de microcentrifuga, se agrega 1ul de DNA y se mezcla
con una micropipeta. Se coloco cada mezcla de células y DNA entre los
electrodos de la camara de electroporacion. Las condiciones de pulso que se

utilizaron fueron 2.4kV y 4kQ en el Cell- portador (GibcoBRL).



5.2.9 Preparacion de las células quimiocompetentes con cloruro de rubidio y
transformacion

Se tomo una colonia de la cepa DH5a y se crecid en medio liquido SOB con
Magnesio (20mM) durante toda la noche. Se inoculo 1ml en medio SOB con
Magnesio (20mM) en 100ml de medio, hasta una densidad de 0.3-0.4 a 550nm. Se
incubo en hielo15 minutos, y se centrifugo a 4,020g durante 5 minutos a 4°C. La
pastilla obtenida se resuspendi6é en 16 ml de la solucion TFB I (RbCI 100mM,
MnCl, 50mM, KAc 30mM, CaCl, 10mM, glicerol 15%, pH 5.8), se incubo a 4°C
durante 15 minutos. La mezcla se centrifugo a 4,020g a 4°C durante 10 minutos y
la pastilla obtenida se resuspendi6é en 4ml de la solucion TFB II (MOPS 10mM,
RbCI 10mM, CaCl, 75mM, glicerol al 15% pH 8). Se hicieron alicuotas de 200 ul

y se congelaron a -72°C hasta su uso (Hanahan et al., 1983).

5.2.10 Determinacion de candidatos positivos mediante PCR y corte con

enzimas de restriccién enzimatica

La seleccion se hizo mediante PCR (descrito en el 5.2.5) y la identidad se
confirmo mediante corte con enzimas de restriccion. Tomando 10ul del DNA del
candidato, 2ul del buffer de la enzima (10x), 1U/ul de la enzima ya sea ECORI
(Biolabs) 6 HindIII (Biolabs) y 7ul de agua para un volumen final de 20ul. Luego

se dejo cortando a 37°C por toda la noche.

5.2.11 Secuenciacion del fragmento clonado en el plasmido pKQV4

La secuenciacion de las clonas positivas se realizo de la siguiente manera: se
colocaron 500 ng de plasmido pKQV4 con el inserto (ORFY), el iniciador Met-
Rev a una concentracion final de 10 pM, 8 ul de la mezcla de secuenciacion
(terminador Dye-A marcado con dicloro (R6G), terminador Dye-C marcado con
dicloro (TAMRA), terminador Dye-G marcado con dicloro (R110), terminador
Dye-T marcado con dicloro (ROX), desoxinucledsidos trifosfato (dATP, dCTP,



dITP, y dTTP), Ampli Tag DNA polimerasa con pirofosfatasa termoestable,
MgCl, 3 mM y Tris-HCl 10 mM a pH 9) y agua estéril para llevarlo a un
volumen final de 20 pl (protocolo para ABI PRISM™ "dRhodamine Terminador
Cycle Sequencing Ready Raction Kit”). Posteriormente se llevaron a 30 ciclos de:
96°C/10segundos, 45°C durante 5 segundos y 4°C por 7 minutos. Los productos
de secuenciacion se purificaron con columnas CENTRI SEP (Princeton®
Separations, Applied Biosystems) y se secaron al vacio durante 30 minutos. Los
productos ya purificados se analizaron en un secuenciador automatico Perkin
Elmer™ ABI PRISM "™310 (En la unidad de 4cidos nucleicos del Departamento
de Genética y Biologia Molecular del CINVESTAV).

5.2.12 SDS-PAGE de proteinas citoplasmaticas

Se inoculo una colonia de la cepa DH5a que contenia el vector vacio pKQV4 en
tubos con 5 ml de LB-ampicilina (100 pg/ml), durante toda la noche. La bacteria
se centrifugo durante un minuto para empastillar; y se agregaron 50 pl del
amortiguador de muestra (Tris-HCI 50mM, pH 6.8, glicerol al 10%, pB-
mercaptoetanol al 5%, SDS al 2%, azul de bromofenol al 0.05%). Dichas
muestras se hirvieron a 100°C durante 4 minutos. Finalmente las muestras se
corrieron en un gel de poliacrilamida al 10%, el cual se preparo de acuerdo con lo
descrito por (Sambrook et al., 1989) y se tifio con una solucién de azul de

Coomassie.

5.2.13 Recoleccién de la informacion:

Para la recoleccion de documentos/informacion se utilizaron libros de algunas
bibliotecas locales de la Ciudad de México, entre las cuales se encuentra la
biblioteca del centro de investigacion y estudios avanzados del IPN
(CINVESTAV) que contenian los temas pertinentes para este anteproyecto,
también se utilizaron articulos de revistas con reconocimiento cientifico. Asi
como  informacion de  sitios como el Pubmed de  NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y (http://highwire.stanford.edu/)



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://highwire.stanford.edu/

6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Analisis bioinformatico

Actualmente no existen muchos estudios sobre los bacteriéfagos y la implicacion
que podrian tener en procesos vitales para la célula como lo es la replicacion, la
reparacion por apareamiento erréoneo y la expresion de genes, entre otros.
Kameyama et al., 1999 reporto una coleccion de bacteriéfagos lambdoides y no
lambdoides aislados de materia fecal, dentro de los cuales encontré 20 grupos de
inmunidades diferentes siendo el grupo I perteneciente a los no lambdoides uno
de los mas importantes por la mayor cantidad de fagos que presento. Este grupo
tiene caracteristicas particulares como el no ser inducido con luz ultravioleta, tiene
un periodo de eclipse mayor al de los lambdoides y su DNA presenta resistencia a
la digestion con varias enzimas de restriccion. Martinez-Pefafiel (et al., 2003)
analizo un fragmento de 1500pb de uno de estos bacteriofago no lambdoides, el
mEp021, y encontré 5 marcos abiertos de lectura (ORF) dentro de los cuales los
primeros 4 no presentaron identidad con alguna secuencia reportada, pero el
quinto si presento una similitud significativa con otras metiltransferasas de

bacterias y fagos.

Por los antecedentes mencionados se clond y caracterizo esta posible
metiltransferasa proveniente del ORFS5 del bacteriéfago no lambdoide mEp021.
Para lo cual se realizo un anélisis bioinformdtico, con ayuda de los programas
publicos disponibles en red referidos en metodologia. Después del resultado
obtenido con el blast (E=5e-14, E=7e-11 y E=4e-10), se realizé un alineamiento
PSI-BLAST (E=3e-38, E=1e-31 y E=4e-31) para determinar homologias distantes
entre la secuencia de la metiltransferasa del fago mEp021, con las diferentes

secuencias de metiltranferasas tanto de fagos como de bacterias (Fig. 10).
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gi| 82741153 |ref| ZP 00203881.1] hypothetical protein Sputwilsl... 9.3 Ee-14
gi| 550558707 | ref| ¥YP 4544059.1| hypothetical protein SGO7Z9 [Sod... 75.5 Te-13 E’
gi] 16506083 | el | CADOSSVS . 1] hypothetical protein [Salmonella Je.4 ge-12 E’
gi|5505967E |ref| ¥P_455374.1| hypothetical protein 3G1694 [Sod... 70.1 Je-11 Eﬂ
gi| 85059158 | ref| ¥P _454860.1| hypothetical protein 3G1150 [Sod... £E8.6 7e-11 E’
gi| 71467694 | emb | CAJ1D0990. 1] putative methyvltransferase [Bacterio £5.2 Se=-11
gi] 26107525 | gh| AANS0024.1 Putatiwve DNAL N-6-adenine-mwethyltra... £7.0 2e-10 E’
gi| 75256367 | ref| 2P 00728037 .1] hypothetical protein EcolEZ 01... £66.2 4e-10
gi| 9634205 | ref |[NP O37744.1| GpA2 [Bacteriophage HES7V] >gi| 690... E£6.2 4e-10 EI
gi| 2334534964 | emb | CACIS5055.1 hypothetical protein [Bacteriophage 65.9 S5e-10
gi|321705867 | ref|HP §5921:2.1) hypothetical protein 3txlpl33i [3... £5.9 S5e-10 E
gi|321711535|ref|NP 8559375.1) hypothetical protein Btx2IIpl3z £5.9 Ge-10 E
gi| 73476163 |erb | CAJZ26400.1] putative methyltransferase [Bacterio £5.9 ge-10
gi|75234681|ref|ZP_00715001.1] hypothetical protein EcolEl 01003 65.5 Ge-10
gi| 23343496 | enl | CACS5062.1| hypothetical protein [Bacteriophage B5.5 7e-10
gi|75231363 |ref|ZP_00717751.1] hypothetical protein EcolB7 01000 65.1 ge-10
gi| 20065928 | ref| NP 615011.1) hypothetical protein 3cxEIpl33 [... B5.1 Se-10 E
gi| 85058722 | ref| ¥P 454424.1)| phage DNA methyltransferase [Jod... £4.7 1le-092 EI
gi] 15802651 |ref| NP 2858678.1) putative DNA methvltransferase ... (3.9 2e-09 E’
gi] 314058061 | e | CADSOYSS5. 1] INA adenine wethylase [Bacterioph... £3.35 2e-089 E’
gi| 37787875 | gh| AAP49579 .1 Dam methylase [Enterobacteria phag... 63.5 je-08 E’
gi| 75456969 | ref| ZP 00733375.1] hypothetical protein AsucDRAFT... £B2.4 Ee-09
gi| 9628617 | ref| NP 043482 .1] orfl3 [Haemophilus phage HP1] >gi... 57.8 1e-07 E’
gi| 179581527 | ref|NP 536515.1) dem [Haswophilus phage HPZ] »>gi]... 57.4 2e-07 E’
gi| 109302912 |ref| ¥F 654727.1| Damw [Bacteriophage F108] »gi|73... 55.8 Ge-07 E’
gi| 320535086 | ref| ZP 00135145.1] COGO0458: Carbamoylphosphate sy... 49.3 Ge-085
gi]le6led | gh| AAAS?390.1] DNA N-g-adenine-wmethyltransferase (M.T 45.5 7e-05
gi| 234650589 | ref| ZP O0123655.1] hypothetical protein HsomQZ00Z467 47.8 le-04
gi| 537258275 |ref| ZF 001353506.2| hypothetical protein HasoO0Z00zZ005 43.5 0.003
gi| 24374529 |ref|HP 7156572 .1 prophage Lambda3o, [NL modificat... 35.4 0.7s9 Eﬂ
gi| 663962589 |ref|¥P 240655.1| ORF03Z [Bacteriophage 524] >gil6... 35.0 0.588
gi| 74311569 | ref| ¥P 305288.1)| putative DNA methvlase [Shigella... 3534.7 1.2
gi| 66396438 | ref| ¥P_240800.1| ORFO03Z2 [Bacteriophage 92] »gi|66... 34.3 1.4
gil29423677 | gh]| AA073551.1] reverse-transcriptase [Chlawydomonss Ele] ni Ao
gi| 29425694 | gb| AAOT3E554,1 pol protein [Chlamydomonas reinhardti  33.5 2.6
gi| 109070662 |ref|XP 001115393 .1| PREDICTED: similar to HLA el... 33.1 3.2 E’
gi| 109148503 |ref|XP 001117647.1| PREDICTED: similar to HLA ecl... 33.1 3.5 EI
gi| 83130458 |ref| 2P 00112267.1] COG0270: Site-specific DMA met... 33.1 3.7
gi| 154592586 | gh| LALOO420.1 | Jucrose-6-phosphate hydrolase [3tr... 32.0 g.3 Eﬂ
gi| 567515345 | ref| ¥P 172046.1) ammoniuwm transport protein [3yne... 32.0 g.4 EI

Figura 10. Analisis por BLAST del ORF 5

En este andlisis blast se puede observar que el ORF5 presenta un score (entre 50-
80) con las metiltransferasas tanto de fagos como de bacterias. Posteriormente se

realizo el analisis psi-blast (Fig 11).
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gi|85058722 |ref |YP 454424.1| phage DNA mechyltransferase [Sod...
gi|85059158 | ref |YP 454860.1| hypothetical protein SGL180 [Sod...
gi|B85059672 |ref |YP 455374.1| hypothetical protein 5G16%4 ([Seod...
gi|85058707 | ref |YP 454409.1| hypothetical protein 5G0729 [Sod...
gi|26107825|gb|AANBO024.1] Putative DNA N-6-adenine-methyltra...
gi|75436969 | ref |ZP 00733375.1] hypothetical protein AsucDRAFT...
gi|71467694 |emb|CAJ19990,1| putative methyltransferase [Bacterio
gi|31544017|ref [NP £52742.1| DNA adenine mechylase (Bacteriop...
gi|9634205 | ref NP 037744.1| CGp62 [Bacteriophage HK97] >gi|690...
gil75234681 |ref |ZP 00719001.1| hypochetical protein EcolEl 01003
gi|75256367|xef|ZP 00728037.1| hypothetical protein EcolE2 0l...
gl|23343464 |emb|CAC35095.1| hypothetical protein [Bacteriophage

gi|73476163 |emb|CAJ26400,1| putative mechylcransferass (Bacterio
gi|15632235 |ref |NP 311008.1] putative DNA methylase [Escheric...
gi|15830450 | ref |NP 309223,1| putative DNA methylase [Escheric...
gi|23343496|emb|CACS5062.11 hypothetical protein [Bacteriophage

gi|15800954 | ref |NP 286970.1] putative DNA N-6-adenine-methylt...
gi|9628617 |ref NP 043482,1| orfl3 [Haemophilus phage HP1] >gi...

gi|17981827 |ref |NP 536818.1] dam [Haemophilus phage HP2] »gil...

gi|15802651 | ref |[NP 288678,1| putative DNA methyltransferase e,,.

gi|75231363|xef [ZP 00717751.1| hypothetical protein EcolB7_01000

gi|23468089 | ref|2P 00123655.1| hypothetical protein Hsom02002467

gi|37787975|gb|ARP49979,1| Dam methylase [Entercbacteria phag...
gi|73918073|gb|ARZ93651,.1| Dam [Bacteriophage F108)

gi|53728275 ref |2P 00133506.2| hypothetical protein Haso02002008
gi| 66396299 |ref |YP 240658.1| ORF032 [Bacteriophage 52A] >gi|6...

Figura 11. Analisis PSI-BLAST del ORF 5.
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En donde se puede observar que tiene un score alto (entre 80-200) cuando es

comparada con las metiltranferasas de bacteriofagos como HK97, HP1 y BP-

933W entre otros y con bacterias como: Shigella, Salmonella y Haemophillus

entre otras al igual que los resultados del blast. Lo que indica que si presenta una

gran identidad con las metiltransferasas provenientes de fagos y de bacterias

patogenas.
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Figura 12. Homologia de la secuencia de aminoacidos del ORF5 con otras metiltransferasas.
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Los que presentaron un alto indice de expectacion se tomaron para hacer un alineamiento de la secuencia de aminoéacidos y determinar las
secuencias conservadas (Fig. 12), las cuales se pueden ver en color rojo. La regiéon mas conservada es NPPY (corresponde al sitio
catalitico) consistente con lo reportado por Lauster et al en 1987, encontrada en enzimas de restriccion como Dpnll, ECORV y la dam del
bacteriéfago T4 entre otras indicando asi que este es uno de los motif del sitio activo de las metiltranferasas. Los aminoacidos de color
azul son los que se encuentran relacionados en carga y tamafo y que en su mayoria presentan una similitud de estructura fuerte en esas
regiones para los organismos o elementos que dan un mejor score. Es por esto que se analizaron los diferentes motif en algunas

metiltranferasas de fagos como Hpl, Stx2, Bp-933W y Cp-933V comparadas con el ORF5 (Fig 13).
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Figura 13. Alineamiento de las metiltransferasas para visualizar los motifs de las metiltransferasas Dam que son similares al ORF5
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En este analisis se encontraron 6 motif de los 8 observados con una identidad del
54-57% para el ORFS5. Los primeros tres motifs corresponden al ensamble de
AdoMet y del 4-8 corresponden al sitio activo segun lo reportado por Bujnicki et
al., 2001. Implicando asi que el ORFS5 tiene estos motif correspondientes a las
metiltranferasas provenientes de fagos. Sin embargo le faltan el 1 y el 8 los que
podrian ser importantes para su funcion. Parte del analisis consistio también en la
determinacion del punto isoeléctrico, del peso molecular, de la ubicacion de la
proteina, la determinacién de la familia a la que pertenece y su estructura
secundaria. En los cuales se encontré que tiene un punto isoeléctrico de 5.17 (ver
anexo 1) lo cual indica que se podria purificar a futuro si se le comprueba su
funcién. Tiene un peso molecular de 12.1KDa (ver anexo 2), es decir, que es una
proteina pequefia, su localizacion fue citoplasmatica (ver anexo 3). Se encontrd
que a la familia que pertenece esta proteina es la DNA N-6-adenina-
metiltransferasa (Dam) (ver anexo 4) de acuerdo a los resultados obtenidos con el
programa interactive 3D-JIGSAW vy el andlisis de la estructura secundaria mostrd
que tiene dentro de su estructura por lo menos 3 alfa hélice. Entre las dos primeras
alfa hélices se encuentra el sitio activo de esta metiltransferasa, lo que nos
permitié inferir que esta metiltransferasa pudiera ser activa. PoSteriormente al

analisis bioinformatico se procedio al disefio de oligonucledtidos.

6.2 Disefio de oligonucleotidos

Para el disefio de los oligonucledtidos primero se verific6 mediante métodos
bioinformaticos, que la secuencia a clonar no contuviera los sitios de las enzimas
a utilizar para la clonacioén dirigida. En este caso el programa utilizado fue el
NebCutter  Version 2 disponible en la  pagina de  Biolabs
(http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php) (ver resultados). Por los resultados

obtenidos se determind que los sitios para las enzimas ECORI y HindIII se podian
utilizar en el disefio de los oligonucleodtidos, ya que la secuencia de DNA del

ORFS5 no los contiene (Fig. 14).
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Figura 14. Determinacion in silico del patrén de restriccion de la secuencia de DNA del ORF5.
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Después de confirmar que estos sitios no existian en la secuencia a amplificar, se
disefiaron los oligos con el programa (OLIGO DNA/RNA PRIMER ANALYSIS
SOFTWARE VERSION 4.1). Se adicionaron las secuencias de los sitios de
restriccion de cada enzima para producto final de 348-pb (Figura 15). Otras
condiciones que se tuvieron en cuenta para amplificar fueron el porcentaje de GC
de met-F de 48% y de met-R de 52% para un promedio de 50.9%, una
temperatura de alineamiento de 58.9, con una diferencia entre los iniciadores de
3.2 y un producto con una longitud original de 327pb datos obtenidos por el

programa Oligo version 4.1.

Secuencia de DNA (348 pb)

£coRl
met-F  5'CGGAATTCATGGACCGCG AATTTGA

5 ATGGACCGCG AATTTGAATT TGTCGCTGAC
GTGGCGGCAA ACAAGGAAAA TGCGCTAGTT CCTCGGTATA TAACCGAAGA
AATGGACACG TTGCATTATC CGTGGGGAGC TGTGGCAATG CCTGGTGAGT
ATGTCTGGCT TAATCCGCCA TATTCTAAAC CGGGGCCATT CGTTGAGAAG
GCGGCATTAG AACATCAACG AAATCACATT GGCTGTGTAA TGCTGTTGCC
CGCTGACATT CTCGTTAGCT GGTTTATGAA CGGCGTGGAT ACGGCAAACG
AATGCCATTA TCACGCCCCG GCCGGTGGCT TACATGCTGC ACGGTAA 3

AATGTACGACGTGCCATTCGAACCC 3’

Figura 15. Oligonucle6tidos disefiados para amplificar al ORFb5.
Una vez disefiados los oligonucleodtidos se procedio a purificar el bacteriofago

mEp021 para la utilizacion de los mismos.

6.3 Purificacion del bacteriéfago mEp021

Para la purificacion de los fagos mEp021 y lambda, se determiné el titulo de los

mismos para su amplificacion como se describié en la metodologia (figura 16).



Figura 16. Placas liticas de los fagos mEp021 y Lambda en la cepa W3110. mEp021 (A) y lambda
(B) en un tapiz de la cepa de E. coli W3110

Se pueden observar las placas liticas de los fagos a utilizar en este trabajo, asi
como el titulo que fue de 4x10°UFP/ml para mEp021 y de 5x10'°UFP/ml para
lambda. Una vez confirmada la viabilidad de los mismos se realizaron lisados, que

fueron titulados (los titulos se muestran en la tabla 2).

TITULACION
Por

Fecha Fago Duplicado Titulo
13-Jul-06 ~ |[Lambda (1) 27x10°UFP/ml
14-Jul-06  |mEp021 32x10"UFP/ml

18-Jul-06  |mEp021 X 1x10°UFP/ml

(T Marco) 8x10°UFP/ml

18-Jul-06  |mEp021 X 5x10°UFP/ml
19x10°UFP/ml
18-Jul-06  |[Lambda (1) X 4x10""UFP/ml
5x10"'UFP/ml

21-Jul-06 ~ mEp021 1x10°UFP/ml

Tabla 2. Titulos de los lisados de los bacteri6fagos mEp021 y lambda.



Los titulos mas altos de mEp021 y lambda y con los que se trabajo fueron los del

20 de Julio marcados en azul.

6.4 Aislamiento y clonacién del fragmento de 348-pb correspondiente al
ORF5 del bacteriéfago mEp021 responsable de la metilacion del DNA.

Luego se extrajo el DNA del bacteriofago mEp021 para amplificar el gen de la
metiltransferasa por PCR (figura 17).

400pb +—
300pb<+—

200pb +—
100pb*+—

348 pb

Figura 17. Electroforesis del producto de PCR (DNA del bacteriéfégo mEp021) en gel de Agarosa
al 1%. Carrill, MPM 100 pb plus(Invitrogen). Carril2, Control negativo (Oligos). Carril3,
producto amplificado de 348pb.

Observandose del producto de PCR en el carril 3 un fragmento amplificado de
348-pb, correspondiente al inserto esperado del gen de la metiltransferasa y en el

carril 2 como control negativo (inicamente oligos).

Una vez obtenidos los fragmentos tanto del vector como del inserto, se procedi6 a
la clonacién del inserto en un vector transitorio (TOPO TA, Invitrogen) debido a
que la Taq polimerasa le adiciona al producto de PCR adeninas para que se una de
forma eficiente a las timinas del vector y asi facilitar la subclonacién en pKQV4.
Este vector no requiere de ligasa, porque contiene unida covalentemente en sus
extremos, una Topoisomera encargada de hacer la uniéon ya que rompe el enlace

fosfodiester y forma un enlace covalente entre su residuo de tirosina y el fosforo



pero en el momento en que se encuentra con el grupo OH del inserto se desprende
dejando el inserto ligado al vector. Mediante esta estrategia se lograron distinguir
las clonas que tenian el inserto de las que no debido a que este vector posee un
gen de resistencia ampicilina y el gen Lazo de la [-galactosidasa que al
expresarse por la adicion del inductor IPTG tomo el sustrato X-gal y dio una
coloracion azul, pero al interrumpirse la expresion de este gen por el acoplamiento
del inserto al vector tomo una coloracion blanca por lo cual se seleccionaron los
candidatos que presentaban una coloracion blanca (Fig. 18). Se realizaron dos

clonaciones en este vector iguales, una llamada TOPO TA y la otra TOPO N.

TOPO TA

(A)

Figura 18. Clonacion en vector transitorio TOPO TA, transformada en bacterias competentes

DH5a y espatulada es cajas de LB-Ampicilina (100 wg/ml).) Con circulo rojo se indican A) 4
Candidatos blancos de un fondo de 85, (B) 8 Candidatos blancos de un fondo de 45.



De la clonaciéon en TOPO TA se encontraron 4 candidatos blancos debido a la
interrupcion de la expresion del gen de la [-galactosidasa de un fondo de 85
azules correspondientes a la expresion del gen y su crecimiento fue debido al gen
de resistencia a ampicilina y a que el genotipo de las bacterias DH5a en las cuales
se transformaron son recA” y por lo tanto no hibrida o recombina el DNA
permitiendo asi que la clonacion original permanezca en la bacteria, al igual que
el IPTG inductor de la expresion del gen de la metiltransferasa el cual metila el
DNA vy asi la bacteria lo reconoce como propio y no como exdgeno y por lo tanto
no lo degrada. Y en TOPO N se encontraron § candidatos blancos de un fondo de

45 azules. Obtenidos los candidatos blancos con el posible inserto se procedio a la

extraccion de DNA plasmidico de cada uno (Fig 19).
MP 1 2 3 4 5 C

12000pb

(A)
5000pb

(B)

Figura 19. Extraccion de DNA plasmidico de los candidatos por miniprep. (A)Carrill, MPM 100
pb DNA plus (Invitrogen). Carril 2-5 candidatos blancos de TOPO TA. Carril 6, candidato entre
azul-blanco. Carril 7, Control (colonia azul). (B) Carril 1, MP. Carril 2-9, Candidatos blancos de
TOPO N. Carril 10, Control (colonia azul).



En los cuales se pueden ver claramente la diferencia en migracion por lo cual se
escogio en TOPO TA el candidato 4 y en TOPO N los candidatos 6 y 8 y se corrid

otro gel de los seleccionados (Fig. 20).

Figura 20. DNA plasmidico de los candidatos seleccionados. Carrill, MPM 100 pb DNA plus
(Invitrogen). Carril 2, Candidato 6 de TOPO N. Carril 3, Candidato 8 de TOPO N. Carril 4,
Control (colonia azul) de TOPO N. Carril 5, Candidato 4 de TOPO TA. Carril 6, Control (colonia
azul) de TOPO TA.

Obteniéndose como resultado que el candidato 4 de TOPO TA fue el que presento
una diferencia mas notoria en migracion. Sin embargo para hacer mas evidente la
diferencia se linearizo el plasmido con la enzima Xhol ya que solo tiene un sitio

de corte en el vector. (Fig. 21).



1 2 3 45 6 7

12000pb

2000pb

Figura 21. Linearizacion de candidatos mediante restriccion con Xhol. Carrill, MPM 100 pb
DNA plus (Invitrogen).Carril 2, Candidato 6 de TOPO N. Carril 3, Candidato 8 de TOPO N.
Carril 4, Control (colonia azul) de TOPO N. Carril 5, Candidato 4 de TOPO TA. Carril 6,
Control (colonia azul) de TOPO TA. Carril 7, DNA restringido con Xhol.

Y al cortarse con esta enzima el plasmido queda lineal y aquel candidato que
contiene el inserto presenta un mayor peso molecular, es por ello que se escogio el
candidato 4 de TOPO TA. Se realizo el corte con las enzimas de restriccion ECORI

y HindIII para determinar la presencia del inserto (Fig. 22)

MP 4 Control

12000 pb
5000 pb

500 pb
400 pb
300 pb
200 pb
100 pb

Figura 22. Restriccién con las enzimas EcoRI y Hindlll del candidato 4 de TOPO TA y su control.
Carril 1, MPM 100 pb DNA plus (Invitrogen). Carril 2, Candidato 4 de TOPO TA. Carril 3,
Control (colonia azul) de TOPO TA.

348pb inserto



El cual se encontré entre 300y 400-pb, la banda obtenida se cortd y purifico para

ser clonado en el vector pKQV4 y cortado posteriormente con ECoRI (Fig 23).

12000pb

Figura 23. Clonacion del fragmento de 348-pb en pKQV4 y restriccién con EcoRl. Carril 1,
AHindlIll. Carril 2-5, Candidatos. Carril 6, pKQV4. Carril 7, MPM 100 pb DNA plus (Invitrogen).

De la clonacion se obtuvieron 4 candidatos de los cuales al cortarse con ECORI el
que demostr6 tener un mayor peso molecular fue el candidato 3. El cual se tomo y

se realizo una amplificacion por PCR del inserto (Fig 24).

12 3 4

Inserto
348pb

NW-AO1
o000
OO0
TOOoOOO
OOOCOTT

Figura 24. PCR del candidato 3 para determinar la presencia del inserto. Carril 1, MPM 100 pb
DNA plus (Invitrogen). Carril 2, Vector (Control). Carril 3, Candidato 3. Carril 4, Oligos.



Obtenido el inserto en el candidato 3 para comprobar la construccion pFMM

(plasmido Fago Metiltransferasa Mexican) se secuencio (ver anexo 6y 7).

Para descartar que la expresion de la metilasa del fago no fuera toxica para la
bacteria, las cepas dam’ (GM271) y dam  (GM2163) transformadas con p.m.
fueron crecidas con y sin IPTG para determinar por medio del montaje de una

curva si la proteina era toxica (Fig. 25).
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Figura 25. Curva de crecimiento de las cepas de E. coli transformada con el plasmido pFMM e
inducidas con IPTG. En Azul con IPTG y en Rosado sin IPTG. (A) p.m. en la cepa dam+

(GM271). (B) p.m. en la cepa dam™ (GM2163).

Pero como indican las graficas de la proteina en ambas cepas, con o sin induccion
de la expresion de esta por IPTG desde la hora 0 hasta la hora 5 crece sin causar
algtn dafo a la bacteria al menos en crecimiento. Infiriendo asi que la proteina no

es toxica.



Luego se procedi6 a cortar tanto el vector como el inserto con las enzimas de
restriccion ECORI y HindIII (Fig 26) para determinar si el inserto correspondia al
tamafio del ORFS5 que es de 348 pb. Se observo en el carril 2 un fragmento de
5700-pb del vector pKQV4 y en el carril 3 un fragmento de 348-pb,
correspondiente al inserto cortado con ECORI y HindIII (ORFS5).

123

<4—

5000 pb «— 5700 pb

400 pb
300 pb
200 pb

100 pb

348 pb

Figura 26. Electroforesis del corte con enzimas de restriccion (EcoRI y Hindlll) del vector pKQV4
y del inserto (348-pb) en gel de Agarosa al 1%. Carrill, MPM 100 pb DNA plus (Invitrogen).
Carril2, pKQV4. Carril3, inserto de 348-ph.

El inserto obtenido se ligd con el vector pKQV4, sin embargo la secuencia no fue
del todo parecida a la ya determinada (secuencia del ORFS5) y también la region
Shine-Dalgarno (SD) no quedo a la distancia adecuada (ver anexo 6). Esto debido
a que al realizar la doble digestion en el vector transitorio (TOPO TA) con las
enzimas de restriccion se genero un corte parcial del inserto que permitid que se
arrastraran bases de mas que no permiten una buena traduccion del transcrito. Para
obtener una mejor contruccion se obtuvieron los fragmentos de novo y se religo el
plasmido pKQV4 y el inserto proveniente del vector transitorio. De las clonas
obtenidas se seleccionaron dos candidatos, para ser secuenciados de acuerdo a la
metodologia ya descrita. Una de las clonas mostrd una secuencia igual a la ya

determinada para el ORF5 y una distancia adecuada a la region SD (ver anexo 8).



Desafortunadamente la actividad de esta nueva contruccion no pudo ser

determinada.

6.5 Comparacion de los diferentes patrones de restriccion con dos enzimas

gue reconozcan regiones GATC metiladas y sin metilar.

Con el objeto de establecer el patron de restriccion del fago lambda obtenido de
cepas dam- y dam+ transformadas con la posible metilasa del fago, estas fueron
transformadas con el pFMM para luego infectar con lambda y analizar por
patrones de restriccion la modificacion con enzimas cuyo corte dependa de que el

DNA este metilado (Dpnl) o no este metilado (Mbol) del DNA (Fig. 27)

Construcciones:

1 pPKQV4-dam-

2 pFMM-dam-

3 pPEM-067-dam-
4 pKQV4-dam+
5 pPFMM-dam+

6 pEM-067-dam+



Dpni Mbol
Dam” Dam

4 N N\ r N N\

MP12 3456 123 4560¢C

12000pb
5000pb
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100pb —
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2

300pb — &
100pb

Fig. 27. Corte del DNA plasmidico con las enzimas de restriccion Dpnl y Mbol. 1Gel: con IPTG,
cortados con Dpnl. Carril 1, MPM 100 pb plus (Invitrogen). Carril 2, pKQV4-dam-. Carril 3,
pFMM-dam-. Carril 4, pEM-067-dam-. Carril 5, pKQV4-dam+. Carril 6, pFMM-dam+. Carril 7,
PEM-067-dam+. Carril 8, Control (DNA plasmidico pFMM sin enzima). Cortados con Mbol
Carril 1, MPM 100 pb plus (Invitrogen). Carril 2, pKQV4-dam-. Carril 3, pFMM-dam-. Carril 4,
pPEM-067-dam-. Carril 5, pKQV4-dam+. Carril 6, pFMM-dam+. Carril 7, pPEM-067-dam+ .Carril
8, control (DNA plasmidico pFMM sin enzima y sin IPTG) En el gel 2 se muestran las mismas
construcciones pero sin IPTG.

Para ver la expresion del gen y consecuentemente la funcion de la metiltransferasa
se probaron las bacterias que contienen los plasmidos pFMM y pEM-
067(plasmido que contiene los 5 marcos de lectura incluyendo al ORF 5,
Martinez-Penafiel et al., 2005) fueron cultivadas con y sin IPTG con todos los

controles correspondientes. Posteriormente el DNA del fago fue extraido de estas



bacterias para someterlo a restriccion con las enzimas cuya restriccion depende de
metilacion o depende de ausencia de metilacion. De esta manera se utilizd la
enzima de restriccion Dpnl la cual corta el DNA metilado (Calmann et al., 2003).
Sin embargo los resultados muestran que en las cepas dam- que contenian la
posible metilada la enzima Dpnl no restringio al DNA de lambda lo que indicaria
que el gen de la metiltransferasa tanto en la construccion de pFMM como en la
pEM-067 no es funcional (carril 3 y 4). La actividad enzimatica fue verficada
mediante la exitosa restriccion observada en el DNA de fago proveniente de las
cepas cepas dam+ las cuales si se cortan porque la cepa tiene la metiltransferasa

cromosomal.

La confirmacion de que el DNA no se metilo, se muestra con la enzima Mbol ya
que corta el DNA no metilado y por tanto en las cepas dam- si lo corté6 mostrando
claramente que el DNA no se encuentra metilado y en las cepas dam’ el DNA
proveniente del fago no fue restringido debido al gen cromosomal anteriormente
mencionado. En el control sin IPTG se observo lo mismo ya que no hay expresion

de la metilasa del fago.

Para corroborar este resultado se realizo un gel de proteinas en las mismas

condiciones con y sin IPTG (Fig. 28).

Fig 28. Gel de proteinas. Carril 1, 3,5,y 9, sin IPTG. Carril2, 4, 6,8 y 10 con IPTG



El cual mostro que con y sin inductor no hay producto de traduccion que
correspondan al tamafio de la metilasa, por lo que se infiere que las bases de mas
agregadas al inserto por el corte parcial de este influyeron para que no hubiera una
eficiente traduccion del producto. Otro ensayo realizado fue el transcripcion-
traduccion in vitro en donde tampoco se pudo observar la proteina esperada de
12.1KDa (Fig 29). Es por esto que, ain no se puede determinar si el gen de la

metiltransferasa es funcional.

Beta lactamasa

32KDa

Fig 29. Transcripcion-traduccién in vitro. Carril 1, vector (pKQV4). Carril 2, vector-inserto.

Aunque tradicionalmente las enzimas de restriccion se han utilizado para
clonacion de genes, en anos recientes muchos de estos mismos genes de
restriccion han sido clonados. Algunos de estos genes solo son clonados con fines
comerciales, sin embargo otros estan siendo estudiados por los efectos que tienen
en otros procesos de importancia en la fisiologia y patogenicidad de varios

organismos (Wilson, 1991; Wion, et al, 2006).

La modificacion de DNA mas comun es la metilacion, la formacion de C5- metil

citocina (m5C) y N6- metil adenina (m6A) es muy comun en los genomas de



hongos, bacterias y protistas, mientras que la produccion de N4- metil citocina
(m4C) solo es encontrada en bacterias. La modificacion de bases en los genomas
bacterianos es llevada a cabo por dos metiltransferasas: aquellas asociadas a
sistemas de restriccion modificacion y metiltransferasas solas que no contienen

una contraparte de restriccion.

Diversos grupos de proteobacterias usan la m6A como parte de defensa del
genoma, en su replicacion, reparacion, segregacion nuclear, regulacion de la
expresion de algunos genes, control de la transposicion e interacciones patdégeno-

hospedero.

De estos dos sistemas, el sistema R-M es el mas estudiado, fue descubierto como
consecuencia de los experimentos hechos en 1950 con bacteriofagos, cuando
observaron las variaciones en las cantidades liberadas de fagos. La explicacion
molecular a este fenémeno llegd anos mas tarde, cuando se demostrdo que los
fagos no concluian su desarrollo debido a que el DNA no metilado, era degradado
por endonucleasas, mientras que el DNA bacteriano era protegido por un patrén

de metilacion.

Para este sistema se han descrito por lo menos tres grupos importantes de
metiltransferasas que incluyen a aquellas metiltransferasas que se encargan de
formar a m6A, m5C y m4C. Se piensa que la funcion principal de estos sistemas
es la proteccion del DNA bacteriano contra los diferentes elementos de

transferencia, como los bacteriofagos.

Por otro lado las metiltransferasas menos estudiadas son las que estan
involucradas con diferentes sefiales y que tienen una importancia fisiologica. Este
tipo de proteinas no forman parte de un sistema y trabajan en “solitario”. Dentro
de las mas interesantes se encuentran aquellas que se encargan de producir m6A,
ya que al parecer estas se encargan de reducir la mutabilidad del DNA, esto
debido a que ésta no se desamina con tanta frecuencia como m5C que es llevada a

timina. Son importantes también porque estan involucradas en el control de la



expresion de factores de virulencia, lo que implica su posible aplicacion como

antimicrobianos o inhibidores.

Se sabe que varios bacteriéfagos contiene en su genoma a la metiltransferasa Dam
(m6A), tal es el caso de el fago T4 que contiene una proteina que presenta varias
regiones conservadas. Las regiones conservadas que comparte con la Dam de E.
coli, son la region I, II, Il y IV, con una identidad del 45 al 64%. Aunque esto
sugiere un ancestro comun, los cambios que esta presenta no han sido suficientes
para modificar su accidén (Hattman, et al, 1985). Otro ejemplo es la codificada en
el fago T1, que comparte las regiones II, III y IV con el fago T4 (Schieider-
Scherzer, et al, 1990).

En nuestro andlisis bioinformatico observamos que la posible metiltransferasa
proveniente del bacteriofago mEp021, presenta una similitud significativa con las
metiltransferasas de fagos relacionados con cepas patdogenas de E. coli como es el
caso de la cepa 933, 933W y Shiga, entre otras. Otra de las similitudes
importantes esta dada con la proteina Dam del fago T1, que presenta un valor de
E=7e-05. Estudios relacionados con esta proteina la relacionan con la produccion
de mo6A en los diferentes DNA, contra los que se ha probado (Schieider-Scherzer,
et al. 1990; Aure, et al. 1984). Lo que relaciona la posible funcion de la proteina
proveniente del fago mEp021 con la produccion de m6A. El andlisis de la Dam
del fago mEp021 nos permitié determinar por lo menos 6 de los 8 dominios que
podrian ser suficientes para conservar esta funcion, ya que de acuerdo a lo
publicado para las provenientes de los fagos T4 y TI, no es necesaria una

identidad fuerte de todos los dominios para su funcion.

De no encontrar una actividad de metiltransferasa para esta proteina se podria
pensar que en algiin momento el fago obtuvo este gene del su hospedero (E. coli)
y que en las posteriores replicaciones se perdio funcion. El hecho de que se
asemeje mas a las proteinas Dam de fagos provenientes de cepas patogenas es
interesante, ya que el fago fue aislado de materia fecal humana. Esto nos llevaria a

pensar que en algin momento tomo este gen de cepas potencialmente patogenas.



7. CONCLUSIONES

El ORF 5 del fago mEp021 presenta una similitud significativa con otros

marcos de fagos relacionados con cepas patogenas.

El ORFS5 presenta por lo menos 6 de las 8 regiones importantes para las

metiltransferasas con las que presenta identidad.

E1 ORF contiene el sitio catalitico identico NPYY

El analisis bioinformatico la ubica dentro de las metiltransferasas

productoras de m6A.

La construccion obtenida en pKQV4, no se encuentra en fase, lo que no

permite la produccion de una proteina.

De no determinar la funciéon de la metiltransferasa, es probable que las
regiones ausentes sean importantes en su funciéon o que se trate de un gen
que obtuvo de su hospedero y que con el proceso evolutivo la funcion se

haya perdido.



8. PERSPECTIVAS

Obtener un mayor nimero de clonas, para asegurar que puedan expresar la

metilasa.

De ser necesario, expresar esta proteina en un vector de baja copia para

asegurar la expresion.
Determinar la presencia de esta secuencia de DNA en los fagos del grupo
no lambdoide, para determinar que porcentaje de este grupo contiene este

fragmento.

Secuenciar los productos amplificados para determinar una posible

relacion evolutiva.

Delimitar y clonar los marcos de lectura abiertos de los fagos que

presenten este fragmento.

Determinar si tienen o no una funcion de metiltransferasa.
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ANEXOS

ANEXO 1 Determinacion del punto isoeléctrico.

5 Protéine composition : - Mozilla {Build 1D: 2004052009}

E?\;k - Fo%m - H;?ad §§; I@ http:/ Ao iut-ares . up univ-mrs fr/cgi-w 3bb/a-compop pl

=

" 7 Home | b Bookmarks

booc

Protéine : M.M., plI, compo=sition, titrage

Longueur de la séquence - 108 amino acides
Masse moléculaire - 12108,74

Coefficient d'extinction molaire a 280 nm (1lcm) - 23470
- en prenant en compte toutes les cystéines - 23590

Absorption 0.1% (1g1) a 280 nm (lcm) - 1,938

- en prenant en compte toutes les cystéines - 1,948

Point isoclectrique theorique :
- classique : 5,03
- en prenant en compte toutes les cystéines © 5,03

Index aliphatique : 76,83
MDEEFEFVAD VAANEENALY PRYITEEMDT LHYPWGAVAM PGEYVWLNEE

YSKEPGPEFVEE ALGLFEHQRENHY GCVMLLPADT LVSWFMNGVD TANECHYHAP
AGGLHARAR




ANEXO 2 Determinacion de la masa molecular y comprobacion del punto

isoeléctrico

i ExPASy: get pl/Mw - Mozilla {Build 1D: 2004052009}

_ s EXPASy Home page | SiteMap |  SearchExPASy | Contactus | Proteomics tools

for _Go | _Cear |

Search | Swiss-Proy TrEMBL

Compute pl/Mw

Theoretical pl/Mw (average) for the user-entered sequence:

10 20 30 40 50 60
MDREFEFVAD VAANKENALV PRYITEEMDT LHYPWGAVAM PGEYVWLNPP YSKPGPFVEK

70 g0 90 100
AALEHQRNHI GCVMLLPADI LVSWEMNGVD TANECHYHAP AGGLHAAR

Theoretical pUMw: 5.17/12108.77



ANEXO 3 Determinacion de la ubicacion de la proteina.

zilla {Build 1D: 2004052009}
Qﬁ. hittp://www psort.omg/psorth/results pl |_

Submit Sequences | Documentation | Resources | Contact | Updates

PSORTh Results (Click here for an explanation of the output formats)

3eqglD: ORFS.
knalysis Report:
I Unknown [No details]
CytodV- Cytoplasmic [Fo details]
ECIvM- Unknown [Fo details]
HToE- Unknown [Ho internal helice= found]
Motif- Unknown Yo motif= found]
OMFMotif- Unknown [Wo motifs found]
I Unknown [Ho details]
PPIVH- Unknown [Fo details]
Profila— Unknown [¥o matches to profiles found]
3CL-BLA3T- Unknown [¥o matche= against databasze]
3CL-BLASTe— Unknown [Wo matches against database]
dignal- Unknown [Wo signal peptide detected]
Localization 3cores:
Cytoplasmic B.59€
CytoplasmicMembrane 0.51
Periplasmic 0.2¢&
Outerdembrane 0.01
Extracellular 0.2€

Final Prediction:
Cytoplasmic B.%€




ANEXO 4
Determinacion de la familia a la que pertenece la proteina del ORFS.

—

truncated alignments?.

el A iEnment=?PDB code (leco) [ |chain (-] [rstresidue [




ANEXO 5 Analisis de la estructura secundaria de la proteina pFMM

ricgi-binizecpred_hnn pl

Hierarchical Neural Network result for : UNK 76580

Abstract Guermeur, Y. PhD Thesis

View HNN in: [MPSA (Mac, UNIX) , About...] [AnTheProt (PC) , Download...] [HELP]

10 20 30 40 50 &0 70
I | | | | | |
MDREFEFVADVAANKENALYPRYITEEMDT LHY PWGAYAMPGEY VIWWLNPPY SEPGPFVERAALEHQRNHI
hhhhhhhhhhhhhhhh hehh = gee hhhhhhhhhhhh
GCYMLLPADILVSWEMNG VD TANECHYHAPAGG LHAAR
hhhhochhhhhhhhh

Sequence length : 108
HNW
Alpha helix {Hhy : 44 i3  40.74%
31D helix {Gg) : 0 is 0.00%
P1i helix (Ii) 0 is 0.00%
Beta bridge [Bb) 0 is 0.00%
Extended strand (Ee) 5 iz 4.63%
Beta turn [Tt 0 is 0.00%
Bend region {53) 0 is 0.00%
Random coil (T 5% is 54.63%
Ambigous states (2?) 0 is  0.00%
Other states 0 is 0.00%
“H‘H‘H‘H‘HIHI“‘LIHIHIHIMIHIH‘HIHIHIW‘H “H‘LIW‘HIW“ H‘LIHIHIHIHIHIHIH
éB ‘ItEi =15 26 IIBB



ANEXO 6 Secuencia con el oligo Met-Rev del candidato 3 clonado en pKQV4

Doko Callection

File:
Sample:

InI. Numbar:
Numbap of Polpke:

Langth:

Start Fun

(ORFEMETILASASamp 125
ORFIMETILASA v
5

1 Flsin

827

La/10/2006, 2{:16

Stap Run

Start Collection
Stop (ollection
Dyasat/ Primer:
Madium Lot #:
Medium Exp Date:
Instrument Nome:
Callact Vars.:

Data Analysis
Base {all Gtart:
Bas= Call End:
Fenk 1 Locatian:

14/28/2086, 01:02
18/19/2006, 23:02
18/78/2086, @1:02
DT318POPE{EDVI}v]. mob

BBI PRISM™ 318
MBI PRISM 31@ Callection 1.2.2

1769
16208
1769

dva. Sipnal Intensity:

Matri Hoe:
Bagacal lar:

Basecaller Version:

Bose Spacing Used:

Bage Spocing Calculated:
Length to Detecter:

Tube Position:
Module File Heme:

61
121
181
41
L)
361
421
481
341
601

NNGCGOGCCE
TCAGCLGGTA
TCAACCAATE
GOCACAGLTC
TAGLGLATTT
ATTCTGTTTL
GATTAATTET
ARARACATTA
TTTACGACCT
GTGGCA CCAT
COUCANTCALC

G (2963, A (351), T (338D, € C401)
Motrix 17705585

BEI-CE1

Warsion 3.7

13.3@

13,38

30

&y

Geq POPE (1 ml) E

GTGNTATCGG TTCGTTGCGT ACCCGLCGTT CATALCCAGE TRALAGAATG
ACAGCATTAC ACAGCCAATG TGATTTCGTT GATGTTCTAR TGCCGECTTC
GEOCCGETTT AGRATATLOC GLATTAAGCC ACACATACTC ACCAGLTATT
CCCACGGATA ATGCAACGTC TCCATTTCTT CGGTTATATA CCGACCAAAC
TCCTTGTTTG CCGCCACGTC AGCGACARAT TCAMATTCGC GGTCCATGNA
(TOTGTGAAA TTGTTATCCG CTCACAATTC CACACATTAT ACGAGCCGAT
CAACAGCTCA TTTCAGAATA TTTGCCAGAM CCGTTATOAT GTCGGCGLCA
TCCAGAACGOG GGAGTGCGLC TTOGAGCGAA CACCGAAATT ATGLAGTGGA
GCACAGCCAT ACCACAGETT CCGATOGCTG CCTOACGCCA GRAGCATTLG
GCAATCCGAA TAAGCCCGGG ATCCTCTTAC GCCGEMACGT ATCGTGGGLC
CCGGLIGNCT ACAMNGLT

1]

120
180
240
310G
gL
420
440
340
il
660
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Model 310 ORF5METILASASample5 Signal G:296 A:351 T:338 C:401 Page 2 of 2

D Version 3.4.1 DT310POP&{BDV3}v1.mob Fri, Oct 20, 2006 1:02 AM
? ABI-CE1 ORF5METILASA Matrix_17/05/05 Thu, Oct 19, 2006 10:16 PM
Version 3.2 Lane 5 Points 176910 10200 Pk 1 Loc: 1769 Spacing: 13.30{13.30}

T.._.n CAGAACG GGG AGTG CGCC T TGGA G CGAACACCGAAAT TATG CAGTGGATT TACGACCTG CACAGCCATACCACAGCTTCCGATGG CTG C(C
30 440 450 460 470 480 490 500 510 520

__ Uiy »f.,?..,’#&.»'e.p..?.po,..».B..».......:..P..a,..&!babmel.__bp.bp?a.r’..&w.b%. |

TTGACGCCAGAAGC ATT GGGTGGC ACCGTG CAATCCGMTAAGCCCGGGATCCTCTTACG C CGGNACGCAT CGT GGG CACGG C AN CAC CCGGC
53@ 540 550 560 570 580 590 600 610

hCGN C CA CA NGGT
620




ANEXO 7 Secuencia con el oligo Met-Fwd del candidato 3 clonado en pKQV4

Pata Collection

Flle:
Sampla:

arf Smetilososamplel?
arf Smatilosa

Inj. Number:
Humber gf Points:
Length:

Start Run

Stop Run

Ctart Collaction
Stop Collection
Oyeset/Primer:
Medium Lot #:
Medium Exp Date:
Instrumant Momae:
Collect Vers, :

Data Analysis
Basa {all Start:

Base Call End:
Pegk 1 Locotion:

Ave. Sighal Intensity

Matrix Mame:
Basecaller:

Basecaller Yersion:

Base 3dpocing Used:

Bose Spacing Calculoted:
Lergth te Detector

Tube Fositiom:
Module Fila Mama:

12

18204

21

Las282006, L7012
18/26/2006, 19:57
182872806, L7:57
1072872006, 19157

OT318P0PE{ ADw3iv] . mab

ART PRIGM™ 318

ABI PRISM 318 (pllection 1.2.2

38a
10200
389

G (955, A (B66), T (8689), C (755}

Motrlix_L7/ /05,035
ABI-CE1

Version 3.2

12.4%

12.44

34

Bl@

Sag POPE (1 mL) E

Bl
121
181
241
i1
361
421
481
541
BE1
bol
TZl
781

NN RMHNNR
HIMMH NMMN NN
COLCAALCAN
TTATCCGTOG
CTARACCGOOG
GCTOTGTAAT
TACGOCARAD
AMGCTTGCT
BACCLAAGAA
GUTCLCACCY
GLETHAGTET
AMATARAMAL
HETTTNGNCC
MAATTTTALA

B bi bt W
NRHMHNNKHR
GLCAATGCGE
GLAGCTGTGG
GLCATTCGTT
LOTGTTCLLE
GAATGLCGAT
GTTTTOGCGE
GLOGTLCTGA
GUAACCLCAT
GREGGETCTL
GAAMAAGGCT
GOLGGARACT
COLTTTLCGA

HNNNNNNNNN
WHNHNNNNKN
TAGTTCCTLG
CAAATGECTG
GAAGRAGLLE
SLTGACATTT
TAATCACGCG
ATGAAGAGAR
TAAAACAGAA
GCCGAAACTE
CCCATGLLGA
CCAGTCCAMA
CTTCTNCCTG
ARLCNACCCG

PN RN HRMNN
NN RMN HAMMNN
GTATATHACL
GTOAGTATGT
GEATTAGAAL
CTOTTAGCTE
COOLGCGLETG
GATTTTCAGE
ATTTGLCTGSE
AGARAGTGGA
ACAGT TAMGE
ARGACTGOGE
ARGTAGGOAL
NECCDGOGANM

W WP NN
NHNNNNA TAA
GAANMAA NLL
CTOLETTAAT
CATCAACGAA
GTTTATGARA
GCGTTTACAT
CTGATACAGA
GLGOCCAAGT
ARACGCCCLT
CAAACCTTLE
HCLTFTOGGT
MATCCGCCE
G

NI NN NN
GCCTGEATGG
ACACGTTGCA
CCOCCATATT
AATCACATTG
CLOCCTLOAA
GETLEACLLT
TTAAATECAG
AGELCGEGET G
ARCLICGAAT
CAGGCATCCA
TTTATCTGOT
GLGGNACCOG

i

17@
184
249
3@
LT
420
488
S4l
il
G6e0
7l
7E@
E4D
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ANEXO 8 Secuencia con el oligo Met-Rev de la clona religa

'

n Appuea
wnw Biosystems

S/N G:141 A:94 T:111 C:151

Metasa-5 (3.1)12-14-06-3-17 PM

Metasa-5(3.1)

KB_310_POP6_BDTv3_36Rapid.mob

Inst Model/Name 310 /ABI PRISM 31(C
Dec 14,2006 03:17PM, GMT-06:0C
Dec 14,2006 03:38PM, GMT-06:0C

KB.bcp Pts 1414 to 8495 Pk1 Loc:1414 Spacing:12.6°
KB 1.2 Cap:2 Version 5.2 Patch2 HISQV Bases: 576 EVA Plate Name: Unassignec

1 CACGCCAGCC GCCCGCGCGT GATTATCGGC ATTCGTTTGC CGTATCCACG CCGTTCATAER ACCAGCTAAC 70

71 AGARATGTCA GCGGGCRACAR GCATTACACA GCCAATGTGA TTTCGTTGAT GTTCTAATGC CGCCTTCTCA 140

141 ACGAATGGCC CCGGTTTAGA ATATGGCGGA TTAAGCCAGA CATACTCACC AGGCATTGCC ACAGCTCCCC 210

211 ACGGATAATG CAACGTGTCC ATTTCTTCGG TTATATACCG AGGAACTAGC GCATTTTCCT TGTTTGCCGC 280

281 CACGTCAGCG ACAAATTCAAR ATTCGCGGTC CATGAATTCT GTTTCCTGTG TGAAATTGTT ATCCGCTCAC 350

351 AATTCCACAC ATTATACGAG CCGATGATTA ATTGTCAACA GCTCATTTCA GAATATT TGC CAGRACCGTT 420

421 ATGATGTCGG CGCAAAAAAC ATTATCCAGA ACGGGAGTGC GCCTTGAGCG ACACGAATTA TGCAGTGATT 490

491 TACGACCTGC ACAGCCATAC CACAGCTTCC GATGGCTGCC TGACGCCAGA AGCATTGGTG CACCGTGCAG 560

561 TCGATAAGCC CGGGATCCTC TACGCCGGAC GCATCGGGCC GGCATCACGGE CGCCACAGGT GCGGTTGCTG 630

631 GCGCCTATAT CGCCGAACTT CACCGATAGA GGGAAATCCG GGCTCGCCAC TTCCGGGCCT CTATGAACCC 700

Printed on: Fri Dec 15,2006 02:07PM, GMT-06:00

Sequence Data Page 1 of 1



mu-_\-\...u‘ Maetasa-5 (3.1)12-14-06-3-17 PM Insl Model/Name 310 /ABI PRISM 310
osystems

! v Melasa-5 (3.1) Dec 14,2006 03:17PM, GMT-06:00
aiN G141 A:94 T:111 C:151 KB_310_POP6_BDTv3_36Rapid. mob Dec 14,2006 03:38PM, GMT-06:00
KB.ocp Pls 1414 10 8485 Pk1 Loc:1414 Spacing:12.61 Pis/Panel1500
KB 1.2 Cap:2 ‘Version 5.2 _uu,n:u HisQv mnu-m 576 EVA Plate z.-:.i _..Swao.naon
CACG CCA G CCGCCCGCGCAGT GFTT TCGCCrsTTCGT TTCCCGTITCCRC GO GY TCAT *NCCAGCT GAMT (T CAGCGEGEC FACAGCATTACACAGCCAAT GTGATTTCO

B 13 25 17 ' 61 73 E5 87 108 121

EAGGARCTAGE CCATTT
| 233 265

277 28% 3oy 33 3z5 337

Printed on: Fri Dec 15,2008 02:07PM, Gz_,_.g 8

m_eﬁ_dv:wana_._.. D!h vluu ._ o..u



r
_applied
= Bilosystems
SIN G141 A:94 T:111 C:1151

Metasa-5 (3.1)12-14-06-3-17 PM
Metasa-5 (3.1)
KB_310_POP6_BDTv3_36Rapid.mob

Inst Model/Name 310 /ABI PRISM 310
Dec 14,2006 03:17PM, GMT-06:00
Dec 14,2006 03:38PM, GMT-06:00

KB.bep Pts 1414 to 8495 Pk1 Loc:1414 Spacing:12.61 Pts/Panel1500
KB 1.2 Cap:2 Version 5.2 Patch2 HIiSQWV Bases: 576 EVA Plate Name: Unassigned
ﬂd 3 CCACAGCT 1CC GRTGECTGCCTGACGLCACA, G CACCEGTGCAGTCGATAA BCICGRBIT CCTCT/C GCT CG FCGCATCG G cGGC C GGCGCCACA GCTCECGGE TTGCT GG
pos 517 529 541 553 565 577 539 601 g13 625

Printed on: Fri Dec 15,2006 02:07PM, GMT-06:00

Electropherogram Data Page 2 of 2



AISLAMIENTO Y CARACTERIZACION DE UNA POSIBLE
METILTRANSFERASA DAM PROVENIENTE DEL BACTERIOFAGO NO
LAMBDOIDE mEp021

Edith Alvarado edith.alvarado@)javeriana.edu.co, Eva Martinez
evamartinez@cinvestav.mx, Rosa Bermidez roberm@cinvestav.mx.

Departamento de Genética y Biologia Molecular, Centro de Investigacion y Estudios

Avanzados del IPN, México D.F.- Pontificia Universidad Javeriana. Carrera 7 No. 40
— 62, Bogota, Colombia.

RESUMEN

En el presente trabajo se caracterizd el marco de lectura abierto 5, del bacteriéfago
mEp021 no lambdoide, el cual presento una identidad significativa (E=5e-14, E=7e-
11 y E=4e-10por blast regular) con las secuencias de metiltransferasas de fagos. Por
tanto se extrajo el DNA del fago mEp021. Se disefiaron los oligonucleétidos a partir
de la secuencia correspondiente y se amplifico por PCR el gen de la metiltransferasa
con un tamano esperado de 348 pb, fue clonado en un vector transitorio TOPO TA.
La identificacion de clonas positivas se realizd por patrones de restriccion y PCR.
Una vez verificada la presencia del inserto en este vector se purifico del gel y se
clono en el vector pKQV4. Se obtuvo una clona que contenia el fragmento, pero se
encontraba lejos de la regién Shine-Dalgarno, razén por la cual, no permiti6 la
expresion de la posible proteina. Posteriormente, se reclono este producto y se realizo
la induccion con IPTG de las clonas positivas y se monto un gel de proteinas totales
para observar la presencia de la proteina. Se aislo el DNA plasmidico comprobando
asi por patrones de restriccion la modificacién del DNA generada por la expresion del

gen de la metiltransferasa. Pero, nuevamente cotejamos por geles de acrilamida tipo
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SDS/PAGE la ausencia de la metiltranfesasa. Estos resultados nos indican que el
trabajo no esta concluido y servird para analisis posteriores que nos permitan
confirmar la funcion de este gen.

Palabras claves: Bacteriofago, metiltransferasa, no lambdoide.

ABSTRACT

In this work was determined the frame of open lecture 5, of bacteriophague mEp021
not lambdoide, which show a significant identity (E=5e-14, E=7e-11 y E=4e-10 by
regular blast) with the sequences methyltransferases of phagues. Therefore it was
extracted the DNA of phagues mEp021. The primers was designed from its
corresponding sequence then simplified by PCR the methyltransferase gen with am
awaited size of 348 pb, it was cloned in a transitory vector TOPO TA. The
identification of positive clones was made using patrons des restriction and PCR.
Once verified the presence of insert in this vector the gel was purified and then cloned
in the pKQV4 vector. A clone was obtained which contained the fragment, but it was
far from the Shine-Dalgarno region, due to this, it didn’t allow the expression of the
possible protein. Afterward, this product was cloned again and an induction with
IPTG of the positive clones was done, and a gel of total proteins was used to observe
the presence of the protein. The plasmid DNA was isolated verifying in this way that
using patrons of restriction the modification of DNA generated by the expression of
the gene of methyltransferase. A new collate was made using gel of acrilamida
SDS/PAGE kind, and the absence of the methyltransferase was observed. These
results shows that this work isn’t finished, but it’ll be useful for further analysis

which allow to determinate the function of this gene.



INTRODUCCION

La metilacion del DNA es un proceso llevado a cabo en diferentes organismos, por un
grupo de proteinas conocidas como metiltransferasas. En procariontes este tipo de
proteinas forman parte de los sistemas de restriccion modificacion y por lo general
dependen de las enzimas de restriccion para la funcion del sistema. Sin embargo,
algunas de éstas no estan asociadas a enzimas de restriccion, tal es el caso de la DNA
adenina Metiltransferasa (Dam) de Escherichia coli. Estas reconocen a la secuencia
de DNA, GATC (preferentemente) y metilan el atomo de nitrogeno del grupo amino
de la adenina en la posicion N6, lo que permite a la bacteria distinguir entre su propio
DNA y el DNA ex6geno, ya que al no estar metilado es degradado por las enzimas de
restriccion.

Otras funciones importantes de algunas Dam bacterianas es regular algunos procesos
vitales tales como la replicacion del DNA, la reparacion por apareamiento erroneo y
la expresion de genes, entre otras. Es por esto que nos interesa analizar y caracterizar
a la posible enzima dam del fago mEp021, ya que este fago no comparte homologia
con los fagos lambdoides. En un estudio previo, se clond un fragmento del genoma de
este fago y se encontraron 5 marcos de lectura abiertos. De los 5 marcos solo el 5
presento una similitud significativa con secuencias de la metiltransferasa de fagos.
Por lo tanto el objetivo del presente trabajo es estudiar esta enzima Dam y sus
propiedades, mediante su aislamiento por medio de técnicas moleculares como PCR,

clonacion y secuenciacion, asi como la confirmacién de su funcion.



MATERIALES Y METODOS

Preparacion de lisados bacteriofagicos

Se tomo una placa aislada del fago y se coloco en un Erlenmeyer con 0.5 ml de la
cepa W3110. Después de 15 minutos se adicionaron 10 ml de medio TB liquido y se
incubo durante 6 a 8 horas en agitacion a 200rpm hasta obtener lisado celular.
Posteriormente se agrego 0.1ml de cloroformo al sobrenadante y se agito de nuevo
durante 5 minutos. La muestra se centrifugo a 7,150g por 10 minutos. Se transfirio el
sobrenadante libre de restos celulares a un tubo estéril y se almaceno a 4°C.
Aislamiento del DNA del bacteriofago

Se tomaron 25 ml del lisado fagico (con un titulo aproximado de 10'°UFP/ml), se le
agrego una soluciéon DEAE celulosa (pH 7) y se agito por 30 minutos. Se elimino la
DEAE celulosa por centrifugacion a 16,090 g por 5 minutos. El sobrenadante se
transfirid a un tubo estéril y se le agregaron 6.5g de (NH4),SO4 hasta la disolucion
total, luego se centrifugo a 11,180g durante 30 minutos a 4°C. La pastilla se
resuspendié en TE 1X (Tris-HCI 10mM, EDTA 1M pH 8). Se adiciono un volumen
igual de fenol:cloroformo y se mezclo en vortex, luego se centrifugo a 7,150g por 5
minutos. Se tomo la fase acuosa y se resuspendi6 en vortex con un volumen igual de
cloroformo, se centrifugo a 7,150g durante 5 minutos. Se tomo la fase acuosa y se
ajusto a una concentracion de 0.3M con acetato de sodio 3 M y se resuspendid en dos
volimenes iguales con etanol o con uno de isopropanol. Se centrifugo a 11,180g por
30 minutos para recuperar la pastilla de DNA y luego la pastilla se lavo con etanol al

70% y se dejo secar a baja temperatura. Después se resuspendid en 50 ul de TE 1X.



Aislamiento del DNA plasmidico

Se inoculo una colonia de la bacteria conteniendo el plasmido pKQV4 en 5 ml de
medio LB con antibidtico (ampicilina 100 pg/ml), se incubo en rotacién continua a
200 rpm a 37°C durante toda la noche. Se centrifugo 1.5 ml del cultivo a 6,280g
durante 5 minutos. La pastilla se resuspendié en 100ul de la solucion I fria (glucosa
50mM, Tris —HCI 10nM (pH 8), EDTA 10mM (ph8)). Se mezclo hasta formar una
emulsion homogénea y se mantuvo en hielo hasta agregar la solucion IT (SDS al 1% y
NaOH 0.2N). Se agregaron 200 pl de la solucion II. Se mezclo en hielo hasta agregar
la solucién III (acetato de potasio SM, 11.5 ml de acido acético glacial). Se
agregaron 10ul de RNasa A (10 mg/ml) por 15 minutos. Se agregaron 150 pl de la
solucion III. Se mezclo por inversion y se dejo reposar en hielo por 10 minutos. Se
centrifugo a 11,180g durante 15 minutos. Se tomo la fase acuosa y se agrego volumen
a volumen una mezcla de fenol:cloroformo. Se mezclo por 30 segundos con vortex y
se centrifugo a 16,090g durante 5 minutos. La fase acuosa se mezclo con cloroformo
volumen a volumen y se centrifugo a 11,180g durante 5 minutos. La fase acuosa se
equilibro con acetato de potasio 3M hasta una concentracion de 0.3M de acetato de
potasio. El DNA se precipito con dos volumenes de etanol absoluto. Se mezclo
suavemente y se dejo reposar a temperatura ambiente por 10 minutos. Luego se
centrifugo a 16,090g durante 15 minutos. El sobrenadante se decanto y el DNA se
lavo con etanol al 70%. Se centrifugo a 11,180g durante 10 minutos. La pastilla se
dejo secar y se resuspendio en 100 pl de TE 1X estéril (Tris-HCI 10mM y EDTA

ImM, pH 8).



Amplificacion por PCR del marco de lectura abierto (ORF) 5 a partir del DNA
del fago mEp021.

El ORF 5 se amplifico y clono: para la amplificacién se preparo una mezcla que
contiene 23.3 pul de agua destilada estéril, 5.0 ul del regulador 10X (Tris-HCI pH 8.4
200mM, KCI 500mM; Invitrogen® ), 2.0 pl de MgCl, 50mM (Invitrogen®), 1.5 pl
de la mezcla de desoxinucleotidos (ANTP’s GibcoBR® ) 2.5mM, el iniciador Met-
Fwd (500 ng), el iniciador Met-Rev (500 ng), 0.2 pl de Platinum Taq DNA
polimerasa (Applied Biosystem®) 5 U/ul y 2 ul de DNA, en un volumen final de 50
ul. Las mezclas de reaccion se colocaron en el termociclador (Perkin Elmer Gene
Amp PCR System 2400) y se sometieron a un ciclo inicial de 94°C/5minutos.
Posteriormente se realizaron 35 ciclos de 94°C/60 segundos, 58.9°C/30segundos y
72°C/45 segundos. Mantener a 4°C. Luego se realizo un corrimiento electroforético
de las muestras junto con un marcador de peso molecular en un gel de agarosa al 1%.
Clonacion del ORF 5 en vector transitorio TOPOTA

El producto de PCR obtenido se clond en el vector TOPO TA (Invitrogen). El cual
contiene la topoisomerasa I. Esta enzima permite la union de las bases de adenina al
producto de PCR, con los extremos del vector que contienen timinas. Para esto se
hizo una mezcla de reaccion que contenia: 4ul del producto de PCR, 1ul de solucion
de sales y agua estéril para un volumen final de 5ul, posteriormente se adicion6 1ul
del vector TOPO TA. Se incubo por 5 minutos a temperatura ambiente, para
transformar en quimiocompetentes de DH5a 3 pl de la mezcla de reaccion. Para la

transformacion se incubo en hielo durante30 minutos y se le dio un shock térmico a



42°C por 30 segundos. Se le adiciono LB y se dejo incubando en agitacion a 37°C
por 1 hora, se centrifigd por 2 minutos, se resuspendié la pastilla y se plaque6 en
cajas de LB ampicilina, para incubarla toda la noche a 37°C.

Clonacidon del ORF 5 en el plasmido pKQV4

Se empleo el vector pPKQV4 y las clonas se seleccionaron por PCR y por corte con
enzimas de restriccion.

Digestion del vector

El DNA del plasmido pKQV4 se corto con ECORI y con HindIIl. La reaccion
consistio en: 3 pg del vector, 2.0 ul del regulador (50mM de acetato de potasio,
20mM de Tris- acetato, 10mM de acetato de magnesio. ImM de ditiotritol), 1.0 ul de
la enzima (5 U/ul) y agua estéril para llevar la mezcla a un volumen final de 20 pl. La
reaccion se incubo a 37°C durante toda la noche.

Extraccion fenolica

El vector digerido y linearizado se sometid a una extraccion fendlica con un volumen
igual de fenol:cloroformo (volumen a volumen), y finalmente se precipito con dos
volumenes de etanol absoluto frio y se centrifugo a 21,910g durante 20 minutos. La
pastilla se lavo con etanol al 70% frio, se centrifugo nuevamente y se resuspendio en
el regulador TE 1X.

Digestion del producto de PCR del ORF 5

El fragmento de DNA amplificado por PCR que contiene el ORF 5 del fago mEp021
fue digerido con las enzimas ECORI y HindIII de la siguiente forma: se mezclaron 300
ng de DNA del fago, 1ul del regulador 10 X (50mM de acetato de potasio, 20mM de

Tris-acetato, 10mM de acetato de magnesio, ImM de ditiotreitol), 1ul de enzima



(1U/ul) y agua estéril hasta un volumen final de 20 pl. Se incubo durante 2 horas con
1U/ul de la enzima EcoRI y 2 horas mas con 1U/ml de la enzima HindIII.

Reaccion de ligacion

Se tomaron 50 ng del plasmido pKQV4, 5.72 ng del producto de PCR amplificado a
partir del DNA del fago mEp021: 4.0 pul del regulador de ligacion 5X (Tris-HCI (pH
7.5) 50mM, MgCI2 10mM, dithiotreitol 10mM, ATP 1mM, 25 pg/ml de albimina
sérica bovina) y agua estéril para llevarla a un volumen final de 20 pl, se adiciona 1
ul de la enzima ligasa del fago T4. Se incubo a 28°C por toda la noche. La cepa de
E.coli DH5a, tratada con cloruro de rubidio, se transformé con la mezcla de ligacion
y se sembr6 en cajas de agar LB con ampicilina al 100 ug/ml para la selecciéon de
recombinantes.

Preparacién de células electrocompetentes y electroporacion

Se inoculo una colonia de la cepa DHS5a en 10 ml de caldo LB y se dejo incubar toda
la noche a 37°C a 150rpm. Se inocularon 4 ml del cultivo de toda la noche, en 400 ml
de caldo LB, se mantuvieron en agitaciéon hasta que alcanzo una DOss5y=0.8. Las
células se obtuvieron por centrifugacion a 5,470g durante 10 minutos. Dichas células
se resuspendieron en 500 ml de glicerol al 10% a 4°C. Este proceso se repitid 2 veces,
para posteriormente resuspender la pastilla en un volumen final de 2 ml. Estas células
se guardaron en alicuotas de 120 ul a -70°C. Para la transformacion se colocaron
alicuotas de 20 pl de las células previamente tratadas en tubos estériles de
microcentrifuga, se agrega 1ul de DNA y se mezcla con una micropipeta. Se coloco
cada mezcla de células y DNA entre los electrodos de la camara de electroporacion.

Las condiciones de pulso que se utilizaron fueron 2.4kV y 4kQ.



Preparacién de las células quimiocompetentes con cloruro de rubidio vy
transformacion

Se tomo una colonia de la cepa DH5a y se crecio en medio liquido SOB con
Magnesio (20mM) durante toda la noche. Se inoculo 1ml en medio SOB con
Magnesio (20mM) en 100ml de medio, hasta una densidad de 0.3-0.4 a 550nm. Se
incubo en hielol5 minutos, y se centrifugo a 4,020g durante 5 minutos a 4°C. La
pastilla obtenida se resuspendid en 16 ml de la solucion TFB I (RbCI 100mM, MnCl,
50mM, KAc 30mM, CaCl, 10mM, glicerol 15%, pH 5.8), se incubo a 4°C durante 15
minutos. La mezcla se centrifugo a 4,020g a 4°C durante 10 minutos y la pastilla
obtenida se resuspendidé en 4ml de la solucion TFB II (MOPS 10mM, RbCI 10mM,
CaCl, 75mM, glicerol al 15% pH 8). Se hicieron alicuotas de 200 ul y se congelaron
a -72°C hasta su uso (Hanahan et al., 1983).

Determinacion de candidatos positivos mediante PCR y corte con enzimas de
restriccion enzimatica

La seleccion se hizo por PCR y la identidad se confirmo mediante corte con enzimas
de restriccion. Tomando 10ul del DNA del candidato, 2ul del buffer de la enzima
(10x), 1U/ul de la enzima ya sea ECORI (Biolabs) 6 HindIII (Biolabs) y 7ul de agua
para un volumen final de 20ul. Luego se dejo cortando a 37°C por toda la noche.
Secuenciacién del fragmento clonado en el plasmido pKQV4

Se colocaron 500 ng de plasmido pKQV4 con el inserto (ORFS), el iniciador Met-
Rev a una concentracion final de 10 pM, 8 ul de la mezcla de secuenciacion
(terminador Dye-A marcado con dicloro (R6G), terminador Dye-C marcado con

dicloro (TAMRA), terminador Dye-G marcado con dicloro (R110), terminador Dye-



T marcado con dicloro (ROX), desoxinucledsidos trifosfato (dATP, dCTP, dITP, y
dTTP), Ampli Taqg DNA polimerasa con pirofosfatasa termoestable, MgCl, 3 mMy
Tris-HCI 10 mM a pH 9) y agua estéril para llevarlo a un volumen final de 20 pl
(protocolo para ABI PRISM™ "dRhodamine Terminador Cycle Sequencing Ready
Raction Kit”). Posteriormente se llevaron a 30 ciclos de: 96°C/10segundos, 45°C
durante 5 segundos y 4°C por 7 minutos. Los productos de secuenciacion se
purificaron con columnas CENTRI SEP (Princeton® Separations, Applied
Biosystems) y se secaron al vacio durante 30 minutos. Los productos ya purificados
se analizaron en un secuenciador automatico Perkin Elmer™ ABI PRISM ™310 (En
la unidad de 4cidos nucleicos del Departamento de Genética y Biologia Molecular del
CINVESTAV).

SDS-PAGE de proteinas citoplasmaticas

Se inoculo una colonia de la cepa DH5a que contenia el vector vacio pKQV4 en
tubos con 5 ml de LB-ampicilina (100 pg/ml), durante toda la noche. La bacteria se
centrifugo por un minuto para empastillar; y se agregaron 50 pl del amortiguador de
muestra (Tris-HCI 50mM, pH 6.8, glicerol al 10%, B-mercaptoetanol al 5%, SDS al
2%, azul de bromofenol al 0.05%). Dichas muestras se hirvieron a 100°C durante 4
minutos. Finalmente las muestras se corrieron en un gel de poliacrilamida al 10%, el
cual se preparo de acuerdo con lo descrito por (Sambrook et al., 1989) y se tifio con

una solucién de azul de Coomassie.



RESULTADOS Y DISCUSION

Disefio de oligonucledtidos

Para el disefio de los oligonucledtidos se verifico mediante métodos bioinformaticos,
que la secuencia a clonar no contuviera los sitios de las enzimas a utilizar. En este
caso el programa utilizado fue el NebCutter Version 2 disponible en la pagina de

Biolabs (http://tools.neb.com/NEBcutter2/index.php. Por los resultados obtenidos se

determiné que los sitios para las enzimas ECORI y HindIII se podian utilizar, ya que la
secuencia de DNA del ORF5 no los contiene. Luego se disefiaron los oligos con el
programa (OLIGO DNA/RNA PRIMER ANALYSIS SOFTWARE VERSION 4.1).
Se adicionaron las secuencias de los sitios de restriccion de cada enzima para
producto final de 348-pb (Fig. 1). Otras condiciones que se tuvieron en cuenta para
amplificar fueron el porcentaje de GC de met-F de 48% y de met-R de 52% para un
promedio de 50.9%, una temperatura de alineamiento de 58.9, con una diferencia

entre los iniciadores de 3.2 y un producto con una longitud original de 327pb.

Secuencia de DNA (348 pbh)

£coRl
met-F Fwd 5'CGGAATTCATGGACCGCG AATTTGA

5"ATGGACCGCG AATTTGAATT TGTCGCTGAC
GTGGCGGCAA ACAAGGAAAA TGCGCTAGTT CCTCGGTATA TAACCGAAGA
AATGGACACG TTGCATTATC CGTGGGGAGC TGTGGCAATG CCTGGTGAGT
ATGTCTGGCT TAATCCGCCA TATTCTAAAC CGGGGCCATT CGTTGAGAAG
GCGGCATTAG AACATCAACG AAATCACATT GGCTGTGTAA TGCTGTTGCC
CGCTGACATT CTCGTTAGCT GGTTTATGAA CGGCGTGGAT ACGGCAAACG
AATGCCATTA TCACGCCCCG GCCGGTGGCT TACATGCTGC ACGGTAA 37

AATGTACGACGTGCCATTCGAACCC 3~
Hind T11 Rev

Figura 1. Oligonucledtidos disefiados para amplificar al ORF5. met-R
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Aislamiento y clonacion del fragmento de 348-pb correspondiente al ORF5 del
bacteriofago mEp021 responsable de la metilacion del DNA.
Luego se extrajo el DNA del bacteriofago mEp021 para amplificar el gen de la

metiltransferasa por PCR (fig. 2). 1 2 3

400pb +—
300pb «—

200pb «— |
100pb «—

348 pb

1%. Carrill, MPM 100 pb plus (Invitrogen). Carril2, Control negativo (Oligos). Carril3, producto
amplificado de 348pb.

Observandose del producto de PCR en el carril 3 un fragmento amplificado de 348-
pb, correspondiente al inserto esperado del gen de la metiltransferasa y en el carril 2
como control negativo (inicamente oligos).

Una vez obtenidos los fragmentos tanto del vector como del inserto, se procedio a la
clonacion del inserto en un vector transitorio (TOPO TA, Invitrogen) debido a que la
Taq polimerasa le adiciona al producto de PCR adeninas para que se una de forma
eficiente a las timinas del vector y asi facilitar la subclonacion en pKQV4. Este vector
no requiere de ligasa, porque contiene unida covalentemente en sus extremos, una
Topoisomera encargada de hacer la uniéon ya que rompe el enlace fosfodiester y

forma un enlace covalente entre su residuo de tirosina y el fosforo pero en el



momento en que se encuentra con el grupo OH del inserto se desprende dejando el
inserto ligado al vector. Mediante esta estrategia se lograron distinguir las clonas que
tenian el inserto de las que no debido a que este vector posee un gen de resistencia
ampicilina y el gen Laza de la -galactosidasa que al expresarse por la adicion del
inductor IPTG tomo el sustrato X-gal y dio una coloracion azul, pero al interrumpirse
la expresion de este gen por el acoplamiento del inserto al vector tomo una coloracion
blanca por lo cual se seleccionaron los candidatos que presentaban una coloracion

blanca (Fig. 3). Se realizaron dos clonaciones en este vector iguales, una llamada

TOPO TA y la otra TOPO N.
' |
TOPO TA “ e &, . ..)&,+‘
o 0 “.‘q:ﬂo%g
() b 13 Qo8O T 4
4 e 2 (JS # 0 '- 4
Y .. [ ] .C‘.O
:. ".. ‘.O‘:O . *
U yee \ ' b

Figura 3. Clonacion en vector transitorio TOPO TA, transformada en bacterias competentes DH5a y
espatulada es cajas de LB-Ampicilina (100 wg/ml) Con circulo rojo se indican A) 4 Candidatos
blancos de un fondo de 85, (B) 8 Candidatos blancos de un fondo de 45.

De la clonacion en TOPO TA se encontraron 4 candidatos blancos debido a la
interrupcion de la expresion del gen de la B-galactosidasa de un fondo de 85 azules
correspondientes a la expresion del gen y su crecimiento fue debido al gen de
resistencia a ampicilina y a que el genotipo de las bacterias DH5a en las cuales se
transformaron son recA” y por lo tanto no hibrida o recombina el DNA permitiendo
asi que la clonacion original permanezca en la bacteria, al igual que el IPTG inductor

de la expresion del gen de la metiltransferasa el cual metila el DNA y asi la bacteria



lo reconoce como propio y no como exogeno y por lo tanto no lo degrada. Y en
TOPO N se encontraron 8 candidatos blancos de un fondo de 45 azules. Obtenidos
los candidatos blancos con el posible inserto se procedid a la extraccion de DNA
plasmidico de cada uno y se seleccionaron el 6 y el 8 de TOPO N y el 4 de TOPO
TA. Los cuales se cortaron con la enzima Xhol ya que solo tiene un sitio de corte en

el vector. (Fig. 4).

12000pb

2000pb

Figura 4. Linearizacion de candidatos mediante restriccion con Xhol. Carrill, MPM 100 pb DNA plus
(Invitrogen).Carril 2, Candidato 6 de TOPO N. Carril 3, Candidato 8 de TOPO N. Carril 4, Control
(colonia azul) de TOPO N. Carril 5, Candidato 4 de TOPO TA. Carril 6, Control (colonia azul) de
TOPO TA. Carril 7, DNA restringido con Xhol.

Y al cortarse con esta enzima el plasmido queda lineal y aquel candidato que contiene
el inserto presenta un mayor peso molecular, es por ello que se escogi6 el candidato 4
de TOPO TA. Se realizo el corte con las enzimas de restriccion ECORI y HindIII para

determinar la presencia del inserto (Fig. 5)



NrAantral

12000 pb
5000 pb

348pb inserto

Figura 5. Restriccion con las enzimas EcoRI y Hindlll del candidato 4 de TOPO TA y su control.
Carril 1, MPM 100 pb DNA plus (Invitrogen). Carril 2, Candidato 4 de TOPO TA. Carril 3, Control
(colonia azul) de TOPO TA.

El cual se encontr6 entre 300y 400-pb, la banda obtenida se cortd y purifico para ser

clonado en el vector pKQV4 y cortado posteriormente se realizo una amplificacién

por PCR del inserto (Fig 6). 1 2 2 4
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Figura 6. PCR del candidato 3 para determinar la presencia del inserto. Carril 1, MPM 100 pb DNA
plus (Invitrogen). Carril 2, Vector (Control). Carril 3, Candidato 3. Carril 4, Oligos.

Obtenido el inserto en el candidato 3 para comprobar la construccion pFMM

(plasmido Fago Metiltransferasa Mexican) se secuencio.



Luego se procedi6 a cortar tanto el vector como el inserto con las enzimas de
restriccion ECORI y HindIIl (Fig 7) para determinar si el inserto correspondia al
tamafio del ORF5 que es de 348 pb. Se observo en el carril 2 un fragmento de 5700-
pb del vector pKQV4 y en el carril 3 un fragmento de 348-pb, correspondiente al

inserto cortado con ECORI y HindIII (ORF5). 123
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Figura 7. Electroforesis del corte con enzimas de restriccion (EcoRI y Hindll1l) del vector pKQV4 y del
inserto (348-pb) en gel de Agarosa al 1%. Carrill, MPM 100 pb DNA plus (Invitrogen). Carril2,
pKQV4. Carril3, inserto de 348-pb.

El inserto obtenido se ligo con el vector pKQV4, sin embargo la secuencia no fue del

todo parecida a la ya determinada (secuencia del ORFS5) y también la region Shine-
Dalgarno (SD) no quedo a la distancia adecuada. Esto debido a que al realizar la
doble digestion en el vector transitorio (TOPO TA) con las enzimas de restriccion se
genero un corte parcial del inserto que permitidé que se arrastraran bases de mas que
no permiten una buena traduccion del transcrito. Para corroborar este resultado se

realizo un gel de proteinas con y sin IPTG (Fig. 8).



Fig 8. Gel de proteinas. Carril 1, 3,5,y 9, sin IPTG. Carril2, 4, 6,8 y 10 con IPTG

El cual mostrd que con y sin inductor no hay producto de traduccion, por lo que se
infiere que las bases de mas agregadas al inserto por el corte parcial de este
influyeron para que no hubiera producto. Para obtener una mejor construccion se
obtuvieron los fragmentos de novo y se religo el plasmido pKQV4 y el inserto
proveniente del vector transitorio. De las clonas obtenidas se seleccionaron dos
candidatos, para ser secuenciados de acuerdo a la metodologia ya descrita. Una de las
clonas mostr6 una secuencia igual a la ya determinada para el ORF5 y una distancia
adecuada a la region SD. Desafortunadamente la actividad de esta nueva construccion
no pudo ser determinada. Es por esto que, aun no se puede saber si el gen de la
metiltransferasa es funcional.

De no encontrar una actividad de metiltransferasa para esta proteina se podria pensar
que en algin momento el fago obtuvo este gene del su hospedero (E. coli) y que en
las posteriores replicaciones se perdio funcion. El hecho de que se asemeje mas a las

proteinas Dam de fagos provenientes de cepas patogenas es interesante, ya que el



fago fue aislado de materia fecal humana. Esto nos llevaria a pensar que en algin

momento tomo este gen de cepas potencialmente patdogenas.
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