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1. RESUMEN

Streptomyces coelicolor es una especie de bacteria Gram- positiva perteneciente a
las actinobacterias. Esta especie tiene un sistema de restriccidbn metil-especifico,
el cual consta de nucleasas que reconocen DNA modificado y lo degradan. Se
sabe que los sistemas de modificacion-restriccion I, 11 1l asi como los sistemas de
restriccion tipo IV (especificos de DNA modificado) estan presentes en un amplio
espectro de bacterias. Existen dos teorias que explican la evolucion de estos
sistemas de restriccion: la primera sugiere que se han mantenido en las bacterias
debido a que es una forma de protegerse contra DNA foraneo, como el de
plasmidos o el de fagos. La otra teoria explica que estos sistemas se han
mantenido en las bacterias debido a que han actuado como genes egoistas; esto
quiere decir que al establecerse en una célula, impiden que otros se establezcan,
ademas de que impiden que la bacteria los pierda. En el momento en que la
bacteria los pierde, muere.

Se han estudiado los sistemas de modificacion-restriccion en diferentes bacterias,
particularmente las de tipo Il. En cuanto a los sistemas de tipo IV, su
comportamiento también se ha analizado, aunque menos, y los estudios se han
centrado particularmente en el comportamiento de las endonucleasas de DNA
metilado. En algunos casos, se ha analizado si funcionan efectivamente como un
sistema de defensa contra plasmidos o fagos, o si han actuado mas bien como
genes egoistas. Se han encontrado evidencias de ambas teorias. En
Streptomyces coelicolor se estudié el comportamiento del sistema de restriccion
con plasmidos cuyo DNA estaba metilado. Los resultados mostraron que
efectivamente, el sistema de restriccidbn actuaba fuertemente contra la entrada de
estos plasmidos. No obstante, las condiciones en que los plasmidos fueron
metilados e introducidos no fue de una forma que asemejara lo que puede pasar
naturalmente. En éste trabajo, estudiamos si el sistema tipo IV de S. coelicolor
funcionaba efectivamente en contra de la infeccion de fagos cuyo DNA estuviese
metilado en adeninas y citosinas, intentando recrear algo cercano a como podria

ocurrir naturalmente en el suelo. Para ello aislamos fagos directamente de



muestras de suelo, e intentamos metilarlos en sitios de reconocimiento para
metilasas que se encuentran en especies del género Streptomyces,
propagandolos en cepas de Streptomyces lividans que las expresaban. Después
se hicieron pruebas de infeccibn en cepas de Streptomyces coelicolor,
Streptomyces coelicolor IB61 (una cepa mutante multiple carente de varias
nucleasas de tipo V) y Streptomyces lividans (que en forma natural carece de las
nucleasas de tipo 1V) y contamos eficiencia de la infeccion de los fagos en cada
cepa, esperando que la primera fuera mucho menos permisiva que las otras dos.
Ademas de esto, comprobamos si el DNA de cada fago se habia metilado
efectivamente. Para asegurar que las metilasas se expresaban de manera fuerte,
hicimos construcciones para expresar las metilasas bajo el promotor fuerte
inducible por tioesptrepton Pipa. Interesantemente, aun después de propagar los
fagos en las cepas con estas construcciones, el DNA de la mayoria de los fagos
no se metild. Por otro lado, las pruebas de restriccibn mostraron que habia poca o
ninguna restriccion al DNA modificado, y que incluso, la poca restriccion que se
veia podia deberse a otra modificacién causada por S. lividans: la fosforotioacion
del DNA. Para comprobar si esto sucedia, hicimos una mutante de S. lividans que
carecia del cluster dndA-E, responsable de esta modificacién y comprobamos que
efectivamente el sistema de restriccion podia reconocerla.

Todas estas pruebas se hicieron también con el fago ®C31, el més estudiado de
las actinobacterias. Finalmente, también comprobamos si los fagos que aislamos
compartian con ®C31 la necesidad de un receptor glicosilado para poder infectar
a las células, asi como sensibilidad al sistema Pgl (Phage grow limitation) de
limitacion, encontrando que ninguno de los fagos aislados compartian estas

caracteristicas.



2. INTRODUCCION

2.1 Generalidades del género Streptomyces

Streptomyces es un género de bacterias Gram-positivas que pertenecen al orden
de los Actinomycetales, caracterizados por su alto contenido de guanina y citosina
en el DNA (alrededor del 70%) (Keiser et al.,, 2000; Hopwood, 2006). Los
Actinomycetales, a su vez, estan dentro de la clase Actinobacteria (Anderson y
Wellington, 2001).

El género Streptomyces se define por caracteristicas quimiotaxonémicas,
fenotipicas, y principalmente por homologias en el RNA ribosomal 16S (Keiser et.
al., 2000; Anderson y Wellington, 2001). Por otra parte, otra caracteristica del
género es su ciclo de vida complejo; producen un sustrato ramificado y un micelio
aéreo. Las hifas carecen de paredes transversales durante la etapa vegetativa en
la cual el crecimiento se da en el apice de las hifas al mismo tiempo que se
ramifican. Conforme la colonia envejece, el micelio aéreo se desarrolla y se
transforma en cadenas de esporas mediante la formaciébn de paredes
transversales. A esto le sigue la separacién de células individuales en esporas
(Anderson y Wellington, 2001). Estas esporas estan semi- inactivas, pueden durar
durante largos periodos de tiempo en el suelo, son resistentes a condiciones con

poca agua y nutrientes.

Debido a la produccion de enzimas extracelulares los estreptomicetos son
importantes para la biodegradacion del suelo mediante el reciclaje de nutrientes
(Keiser et. al. 2000). Ademéas producen grandes cantidades de metabolitos
secundarios bioactivos tales como antifungicos, antivirales, antitumorales, anti-
hipertensivos, inmunosupresores y antibidticos. Actualmente, 80% de los
antibioticos conocidos se originaron de las especies de éste genero (Lima-



Procopio et. al, 2012). Hasta el 2002 se estimaban 8700 antibiéticos descubiertos

producidos por especies de Streptomyces (Hopwood, 2006).

El arreglo del material genético de este género es, al menos en la mayoria, un
cromosoma lineal (Keiser, et al. 2000). Su tamafio es de 8-9 Mb y contiene una
region central (“core”) con los genes esenciales y a los extremos contiene otros
genes adaptativos (Hopwood, 2006). Una caracteristica particular del género que
en su genoma suele haber grandes deleciones hasta de 1 Mb y amplificaciones en

su cromosoma con una frecuencia alta de manera espontanea.

Actualmente se han secuenciado completamente los genomas de S. catleya, S.
scabiei, S. binchenggensis, S. griseus, S. avermitilis y S. coelicolor (Lima Proco6pio
et. al, 2012).

Streptomyces coelicolor A3(2) es una especie representativa del género
Streptomyces, es una de las mas estudiadas y la mas conocida genéticamente. Su
cromosoma mide alrededor de 8.7 Mb. Se han predicho 7825 genes con mas de
20 grupos de genes que codifican para metabolitos secundarios (Bentley et. al.,
2002).

2.2 Generalidades de los fagos de Streptomyces

La morfologia de la mayoria de los fagos de Streptomyces consta de una cabeza
polihédrica, y una cola larga, sin ninguna estructura mas compleja. Su genoma es
una cadena doble de DNA (Lomovskaya et. al., 1980). Pueden ser tanto liticos
como atemperados y pueden tener un rango de hospederos muy amplio o muy
especifico, incluso fuera del género. Se ha observado que estos fagos estan
mayormente activos en esporas que ya contienen tubos germinales ¢ en micelio
joven. Pueden identificarse por las placas que forman en agar suave, sin embargo
tanto fagos liticos como fagos temperados pueden formar placas turbias, por lo
gue puede resultar ambiguo reconocer estos tipos de fagos por medio de las
placas (Kesier et. al. 2000).



Los fagos de Streptomyces se encuentran en el hbitat natural de sus hospederos,
es decir, mayormente en el suelo, y de los que han sido aislados. Los fagos que
se han aislado tienen un amplio rango de hospederos.

®C3L1 es el fago de Streptomyces mas estudiado (Lomovskaya, 1980), ademas de
gue su genoma esta completamente secuenciado. A partir de este fago se han
desarrollado diferentes herramientas genéticas para el estudio de Streptomyces,
como vectores de clonacion, vectores de integracion sitio-especificos y cosmidos
(Smith et. al., 1999).

Los fagos de Streptomyces se han utilizado en métodos de andlisis tradicionales,
como estudios de adsorcion, curvas de crecimiento, aislamiento de fenotipos
mutantes, transduccion, mutagénesis dirigida, para estudiar los sistemas de
modificacién-restriccion de su hospedero (como en el presente trabajo) y otros
mecanismos de “resistencia”, como el sistema de limitacion de crecimiento del
fago (Pgl por sus siglas en inglés: phage growth limitation). Este ultimo mecanismo
se ha estudiado en Streptomyces coelicolor , ya que le confiere resistencia al fago
®C31.

2.3 Sistemas de restriccion:

El fendbmeno de modificacidén-restriccion fue descubierto en la década de los 50s y
su explicacion molecular se encontr6 10 afios después. Ahora se sabe que esta
restriccidon se debe a la degradacion de DNA (Krlger y Bickle, 1993).

Tipicamente, un sistema de modificacidn-restriccion (sistema R-M) se compone de
enzimas con actividades distintas. Una de estas enzimas es una endonucleasa de
restriccion (REasa), la cual reconoce una secuencia de corte especifica en el
DNA. La otra enzima es una metiltransferasa (MTasa) que modifica al DNA en
adeninas o citosinas dentro de la misma secuencia especifica, por lo que protege



al DNA de la escisidon. Las REasas reconocen DNA foraneo (fagos o plasmidos)
gue no ha sido modificado por la MTasa, mientras ésta modifica el DNA celular
poco después de la replicacién protegiéndolo asi de la actividad de la REasa
(Tock y Dryden, 2005).

Las enzimas DNA MTasa catalizan la transferencia de grupos metilo S-adenosil-L-
metionina (SAM) al DNA (Bheemanaik, 2006; Gormley, 2005). La metilacion
puede ocurrir en el N* o C® de las citosinas o en el N° de las adeninas (figura 1)
(Bheemanaik, 2006).

'_“_
“
v

Figura 1: estructuras moleculares de bases nitrogenadas modificadas con un grupo metilo. 1: C°-
metilcitocina. 2: N* —metilcitocina. 3: N®-metiladenina (Buryanov, et. al., 2005).

Por otro lado, las REasas requieren generalmente Mg®* como cofactor, aunque

pueden requerir de algunos otros, como ATP (Gormley, 2005).

Hay cuatro tipos de sistemas R-M, clasificados de acuerdo a las caracteristicas
estructurales de las enzimas, a los cofactores que utilizan y a las secuencias de

reconocimiento dentro del DNA (Bickle y Kriuger, 1993):

- Enzimas de restriccion-modificacion tipo |: las enzimas son complejos
hetero-oligoméricos que se componen por dos subunidades de REasa,
una subunidad para reconocer la secuencia de DNA, y dos subunidades
de MTasa. La actividad de estos complejos depende del estado de
metilacion del DNA. Las MTasas utilizan SAM para metilar las adeninas



en la posicion N°. Las REasas requieren SAM, ATP y Mg?*. El corte de
DNA se da fuera de la secuencia de reconocimiento (Tock y Dryden,
2005).

- Enzimas de restricciéon modificacion tipo Il: estos sistemas generalmente
estan compuestos por una MTasa y una REasa separadas. La MTasa
contiene varios motivos conservados y utiliza SAM como donador de
grupos metilo. La REasa tiene una secuencia de aminoacidos muy
variable y requiere de Mg** como cofactor. Ambas enzimas reconocen la
misma secuencia, la cual generalmente es un palindrome y su tamafio
varia de 4 a 8 pares de bases. El corte que efectia la REasa se da
adyacente o entre la secuencia de reconocimiento (Tock y Dryden,
2005), en ambas hebras.

- Enzimas de restriccion modificacién tipo Ill: estas enzimas también
forman hetero-oligdbmeros, los cuales contienen una subunidad de
modificacién y una de restriccién; éstas s6lo se activan al formar un
complejo uniéndose a otro oligbmero idéntico. La MTasa requiere SAM

mientras que la REasa requiere ATP y Mg®* (Tock y Dryden, 2005).

- Enzimas de restriccibn-modificacion tipo [V: estos sistemas solo
contienen enzimas REasas, las cuales reconocen secuencias de DNA
modificado, ya sea por metilacién, hidroximetilacion o glucosil-
hidroximetilacion. La enzima mas estudiada de este tipo, proveniente de
E. coli es McrBC, la cual requiere Mg?* y GTP. Esta enzima reconoce
dos copias de una secuencia de dinucleotidos: una purina seguida de
una citosina metilada en N* o C°> separadas por 40-3000 nucleotidos
.(Tock y Dryden, 2005).

El descubrimiento de las enzimas de restriccion dependientes de DNA modificado
(metilado, hidroximetilado o glucosil-hidroximetilado) es aun mas reciente que el



de los otros tipos. Como se menciond, estas enzimas reconocen y cortan el DNA
modificado, y por lo tanto, no contienen una enzima de modificacion asociada
(Kruger y Bickle, 1993). Debido a esta diferencia, estos sistemas también han sido
llamados sistemas dependientes de DNA modificado (MIDSs) (Bair y Black,
2007). En E. coli existen tres sistemas de este tipo: McrA, McrBC y Mrr, Ademas
se han encontrado en otras bacterias como Diploccocus pneumoniae,
Acholeplasma laidlawii y son comunes dentro del género Streptomyces, como en
las especies Streptomyces avermitilis (MacNeil, 1988) y Streptomyces coelicolor
(Gonzalez-Cerdn et al., 2009).

2.4 Funcién de los sistemas de restriccion

Los sistemas de restriccion estan presentes en un amplio rango de las especies
de procariotes conocidas (Zheng, et.al. 2010; Gormley 2005). Se han detectado
mas de 3000 sistemas de restriccion- modificacion en mas de un cuarto de las
10000 o mas cepas examinadas de bacterias. Se distribuyen no solo en las
bacterias, sino también dentro de las arqueas. Incluso las bacterias con los
genomas mas pequefios, como los micoplasmas, contienen estos sistemas
(Blumenthal y Cheng, 2002). La prevalencia de los sistemas R-M en estos
organismos indica que participan en mas de una funcion (Tock y Dryden, 2005).
Existen tres hipotesis para explicar la preservacion de estos sistemas, las cuales
son contrastantes pero no excluyentes entre si (Kobayashi, 2001):

- Los sistemas R-M actlan como elementos genéticos egoistas (Tock y
Dryden, 2005; Blumenthal y Cheng, 2002; Kobashi, 2001; Fakuda, et.
al., 2008).

- Los sistemas de restriccion participan en la defensa celular (Gonzalez-
Cerdn, et. al, 2009; Tock y Dryden, 2005; Rifat, et. al., 2008; Blumenthal
y Cheng, 2002; Kobayashi, 2001).



- Hipétesis de la variacién (Kobayashi, 2001).

2.4.1 Sistemas de restriccion como elementos genéticos eqgoistas

Se ha observado que algunos sistemas R-M permanecen en la mediante
mecanismos que les permite mantenerse en las poblaciones de bacterias, los
cuales pueden provocar consecuencias perjudiciales para su hospedero. Esto se
observa cuando un plasmido que contiene uno de estos sistemas no puede ser
desplazado facilmente por otro plasmido que contenga otro complejo R-M. Esto se
observa también en el cromosoma bacteriano cuando un fragmento con uno de
estos sistemas no puede reemplazarse por un fragmento homélogo. La
manifestacion de esto es la muerte celular cuando el elemento R-M se pierde
(Kobayashi, 2001). La muerte celular se da mediante un mecanismo llamado
“muerte post-segregacional” o “adiccion genética’ (Fukuda, 2008). Esto ocurre
cuando un complejo génico de un sistema R-M se pierde debido a la interaccién
con un complejo R-M competidor. Al suceder esto, los descendientes de la célula
tendran cada vez menos cantidad de la proteina MTasa (0 proteina de
modificacidn) hasta que, eventualmente, la capacidad de esta enzima de modificar
y proteger los sitios de reconocimiento en los cromosomas que se sintetizan
nuevamente con cada replicacion sera deficiente, de tal manera que la enzima de
restriccién podra cortar el DNA cromosomal provocando la muerte celular (figura
2a). Aunque la cantidad de REasa también va disminuyendo, es capaz de
provocar la muerte celular con pocas o0 una sola ruptura. En cambio, los
cromosomas deben de estar modificados en cientos de sitios de reconocimiento
para estar efectivamente protegidos. Se les llama genes egoistas debido a este
comportamiento en el que el sistema R-M provocara la muerte celular si es
eliminado por la célula. Asimismo, la competencia de este sistema con otros
elementos elementos genéticos incompatibles sirve para mantener su presencia

en la poblacion de células clonales (Kobayashi, 2001).
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Hay evidencia de que REasas pertenecientes a los sistemas de restriccion
especificos de DNA modificado (por ejemplo, McrBC y sus homélogos) compiten
con los sistemas que metilan DNA. Cuando estos ultimos entran a la célula y
promueven la metilacion del DNA, McrBC reconoce esta modificacion y degrada el
DNA (Figura 2b) (Kobayashi, 2001). McrBC puede proteger a la célula de DNA
metilado de plasmidos o fagos. Sin embargo, estos no son restringidos
fuertemente por esta REasa.

(a) (b)

Sistema de DNasa 'n—tll

modificacion- especifica (McrBC
restriccion O Q
Figura 2: a) Mecanismo de muerte post-segragacional o adiccién genética . b)

Competicién de una enzima REasa especifica de DNA modificado y un sistema de
metilacién del DNA (modificado de Fukuda, 2008).

DNA metil -

) transferasa
Competidor

' o

‘ Aumento de la
O metidacion
Disminucién de
a metilacion

¢

&&

cion
omosoma

Degradacion
del cromosoma

2.4.2 Sistemas de restriccion como una defensa celular:

Las REasas pueden cortar DNA que carezca de una modificacion realizada por
una metilasa. Este DNA puede ser de un plasmido o proveniente de un fago.
Existen numerosos ejemplos que apoyan esta hipétesis en sistemas de metilaciéon-
restricciéon de tipo I, Il y Ill. Se cree que éstos sistemas se han mantenido en las
bacterias como una herramienta de defensa en contra de la infeccion de DNA
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foraneo (Kobayashi, 2001). Este proceso se observa en la figura 3.

B Ataque a DNA foraneo no metilado

Bacteriofapo

P Célula baclenana
\ t“' ‘:\
- l —
L
’ - Cromosoma
Complejo 7 -
- | bacteriano
genico de rn
restricecién- ’
modificacion

Figura 3: se muestra la actividad de los sistemas R-M como defensa celular contra el
DNA fordneo: la MTasa metila el DNA bacteriano, protegiéndolo de la actividad de la
REasa, que en cambio puede reconocer DNA foradneo no metilado y degradarlo
(modificado de Kobayashi, 2001) .

2.4.3 Hipétesis de la variacion

Esta hipotesis propone que los sistemas MR ayudan a generar diversidad entre las
bacterias, promoviendo la recombinacion homologa (Kobayashi, 2001).

2.5 Modificaciones conocidas en el DNA en Streptomyces.
Metilacién

Se han encontrado en Streptomyces diferentes sistemas de metilacion-restriccion
de tipo Il, como Sal I, Sph | y Sac I, entre otros (Alvarez et. al., 1995), de los
cuales al menos éstos ya han sido clonados en E. coli. Estos sistemas de
modificacién-restriiccion  fueron  encontrados en  Streptomyces albus,
Streptomyces phaeochromogenes y Streptomyces achromogenes,

respectivamente.

Se ha observado que la metilasa Sal | protege al DNA gendémico metilando las

adeninas que se encuentran en la secuencia de reconocimiento 5'-GTCGAC-3'
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(Rodicio y Chater, 1988). La modificacion produce que ésta secuencia cambie a
GTCGmM6AC (Rodicio et. al., 1994).

Por otro lado, la secuencia de reconocimiento del sistema M-R Sac | reconoce la
secuencia 5'-GAGCTC-3". La secuencia de aminoacidos de la metilasa indica que
contiene motivos caracteristicos de las metilasas que agregan grupos metilo en el
C5 de la citosina, obteniendo una C*-metilcitosina. De las dos citosinas en la
secuencia de reconocimiento, solamente se metila la primera en cada cadena (5-
GAGMCTC-3") (Xu, 1998).

Sph | reconoce la secuencia 5'-GCATGC-3. La base especifica que modifica la
metilasa adn no ha sido determinada de manera experimental, pero estudios
sugieren que metila N®-adeninas. Adicionalmente, la metilasa M.Sphl muestra
homologia de secuencias con metilasas de adeninas (Guthrie, 1996).

Fosforotioacién

S. lividans presenta un sistema de modificacion del DNA, el cual no esta
relacionado con la metilacion. Inicialmente se sabia que esta modificacién lo hacia
susceptible al rompimiento de doble cadena por escision oxidativa (Kieser et. al.,
2000; Zhou, 2004) debida al peracido Tris producido en el buffer durante la
electroforesis de campo pulsado (Liu, et. al. 2010; Deng et. al., 2004). Al rededor
de 1/6000 grupos fosfato en el DNA gendmico contienen ésta modificacion (Xu, et.
al., 2009).

Esta modificacion con azufre en el esqueleto de DNA , llamada fosforotioacion,
ocurre de manera especifica entre dos nucleétidos de guanina dentro de ésta
especie (Xu, et. al., 2009). La reaccion consiste en intercambiar un oxigeno del
esqueleto de DNA por un azufre (donado por una cisteina). De esta forma se
forman dinucleétidos fosforotioados, y quedan con una configuracion R (figura 4).
Por ello se dice que la modificacién también es estereoselectiva (Eckstein, 2007).
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Figura 4: estructura molecular de un dinucleétido fosforotioado (con un azufre en lugar
de un oxigeno unido al grupo fosfato del esqueleto del DNA) en su conformacion R.
(Ekstein, 2007).

Esta modificacién se lleva a cabo por el grupo de genes dnd, el cual tiene 5
marcos de lectura abiertos dndA-E. (Xu, et. al., 2009) y se localizan en la isla
genomica de 93 kb SLG. (Liu, et. al. 2010), la cual no parece tener una REasa
emparentada. Existen mutantes de S. lividans que carecen de esta modificacidon

(Dnd-) porque han perdido la isla genémica.
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3. ANTECEDENTES

3.1 Streptomyces y los sistemas de restriccion metil-especificos.

Los sistemas de restriccion tipo Il se encuentran presentes en muchas especies
del género Streptomyces. De igual manera, en este género se encuentran
presentes los sistemas de restriccion especificos de DNA modificado como se
menciono anteriormente (Kieser, et. al., 2000).

Se encontrd6 que S. avermitilis restringe la entrada de DNA de plasmidos
provenientes de una cepa de E. coli que contenia los sistemas de modificacion de
DNA Dam (metila adeninas en la posicion N6 dentro de la secuencia GATC) y
Dcm (metila la segunda citosina en la secuencia CCA/TGG en la posicion C5).
También se sabe que la magnitud de la restriccion es proporcional al nimero de
bases metiladas presentes en la molécula de DNA. Las bases que son
reconocidas por este sistema de restriccion son tanto 5- metilcitosina (mC) como
N®-metiladenina, (mA) y aparentemente no tiene una secuencia especifica
(MacNeil, 1988). Este sistema de restriccion es méas fuerte que el sistema de E.
coli.

Otras especies de Streptomyces fueron estudiadas por Mac Neil (1988), muchas
de las cuales mostraron restriccién, pero solo hacia de una de las bases
modificadas.

El grupo del Dr. Luis Servin ha estudiado a detalle la presencia de un sistema de
restriccion metil-especifico presente en Streptomyces coelicolor. Estos estudios
han revelado que esta especie restringe fuertemente DNA proveniente de cepas
de E. coli con los sistemas Dam, Dcm y Hsd (metila la segunda adenina en la
posicion N6 dentro de la secuencia AACNNNNNNGTGC), pero no el DNA
proveniente de una cepa mutante que no metila DNA. Esto implica que este
sistema también reconoce las modificaciones en 5-metilcitocina (mC) y N°-

metiladenina. También se observd que la restriccion actia (disminuyendo la
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eficiencia de transformacién al menos 100 veces) con DNA de plasmidos
modificado in vitro por metilasas como Msp |, Sss I, Hha |, Alu | etc. Asimismo, se
encontrd que la cantidad de restriccion parece no estar relacionada con el nimero

de bases modificadas (Gonzalez-Ceron, et. al., 2009).

Esta investigacion sugiere que estos sistemas de restriccién actian mediante la
suma de actividades de més de una REasa, que varian en especificidad y fuerza
(Gonzélez-Cerdn, et. al., 2009).

Aunque los genomas de S. coelicolor A3(2) y S. lividans presentan un alto grado
de sintenia y comparten un 99.5% de identidad en la secuencia del rRNA 16S, S.
lividans es preferido como hospedero para la expresion de proteinas heterélogas.
Una de los motivos es que presenta un sistema R-M mucho mas débil y es mucho
mas permisivo para la introduccion de DNA (Jayapal, et. al., 2007). Por ello, se le
a usado también como hospedero de DNA proveniente de E. coli K12 (Liu, et. al.
2010).
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4. JUSTIFICACION:

Los estudios de especies pertenecientes al género Streptomyces han cobrado
gran importancia durante las Ultimas décadas, ya que son facilmente manipulables
genéticamente. No obstante, se ha demostrado que en algunas especies como S.
avermitilis y S. coelicolor (entre otras) existen sistemas de modificacion-restriccion.
A causa de este tipo de sistemas, la manipulacién genética puede dificultarse,
debido a que una de las posibles funciones de éstos es defenderse de DNA
foraneo (Gonzalez-Cerdn, 2009). Por esto es importante conocer la funcion del
sistema de restriccion metil-especifico de S. coelicolor, ya que, ademas, ésta es la
especie mas estudiada del género.

Por otro lado, existen diferentes propuestas sobre la evolucion de estos sistemas
de modificacién-restriccion. Aquellos que proponen que es una defensa de la
célula sugieren que hay una co-evolucion de mecanismos de restriccion y anti-
restriccidon entre fagos y bacterias (Bair et. al., 2007). A su vez, quienes defienden
la postura de que han evolucionado como elementos genéticos egoistas proponen
gue los sistemas R-M a veces se comportan como unidades discretas de “vida”
(como virus y transposones) (Kobayashi, 2001). Hay evidencias que prueban una
teoria u otra tanto para plasmidos como para fagos. Sin embargo, nunca se
habian hecho pruebas para observar si el sistema R-M en S. coelicolor funciona

efectivamente contra la infeccion de fagos.
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5. OBJETIVOS:

* Objetivo general: Comprobar si el sistema de restriccion tipo IV de S.
coelicolor funciona eficientemente como un sistema defensivo en contra de

la infeccidn de fagos con DNA metilado.

* Objetivos particulares:

o Aislar fagos de Streptomyces cuyos genomas contengan multiples
sitios de reconocimiento para las metilasas M.Sac |, M.Sal | y
M.Sphl.

o0 Propagar los fagos en cepas que expresen las metilasas M.Sac |,
M.Sal | y M.Sph |, y hacer pruebas de restriccion en S. coelicolor
M145 e IB61 asi como en S. lividans 1326.

o Determinar el efecto de la fosforotioacion del DNA llevada a cabo por
S. lividans sobre la restriccion de los fagos por el sistema tipo IV de
S. coelicolor.

o0 Obtener cepas de S. lividans con los genes saclM, salM y sphM
clonados bajo el control transcripcional del promotor inducible Pipa y
comprobar la metilacion de DNA de fagos propagados en estas

cepas.
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6. METODOS:

6.1 Cepas utilizadas:

En este trabajo se utilizaron cepas de Streptomyces lividans y Streptomyces
coelicolor para realizar en ellas pruebas de restriccién de diferentes fagos.
Asimismo, se utilizaron cepas de S. lividans que expresan los genes de las
metilasas M.Sacl, M.Sall o M.Sphl ya sea bajo el control de su propio promotor (0
bajo el control del promotor fuerte inducible por tioestrepton Piipa.

También se utilizaron cepas de Escherichia coli para la clonacién, clonacion de
diferentes fragmentos, propagacion de plasmidos y la conjugacion con S. lividans.
La descripcién de cada una de estas cepas se incluye a continuacion en la Tabla
1.

CEPA CARACTERISTICAS REFERENCIA

S. lividans 1326 Silvestre Kieser et. al 2000.

S. lividans IB91 Carece del cluster dndA-E Este trabajo.

1326sacM Expresa la metilasa SacIM bajo |Martinez, A., et al. Datos no
SuU propio promotor. publicados.

1326 salM Expresa la metilasa SallM bajo |Martinez, A., et al. Datos no
bajo su propio promotor. publicados.

1326sphM Expresa la metilasa SphIiM bajo |Martinez, A., et al. Datos no
bajo su propio promotor. publicados.

1326plJsacM Expresa la metilasa SacIM bajo |[Este trabajo
el promotor Pypa.

1326plJsalM Expresa la metilasa SallM bajo el|Este trabajo
promotor Pypa.

1326pliJsphiM Expresa la metilasa SphiM bajo |[Este trabajo
el promotor Pypa.

S. coelicolor M145 [Silvestre Bentley, S. 2002.

S. coelicolor IB61 ASCO04631, ASC0O1423, Laboratorio del Dr. Servin. Datos
ASCO02863, ASCO4213, no publicados
ASC03261-SC0O3262,

ASCO5330, ASC0O5333.
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E. coli DH5a

F- endAl hsdRJ7 (r-, mit) supE44 |Grant, 1990
thi-J ArecAl

gyrA96 relAl deoR A(lacZYA-
argF)-

U169 480dlacZAM15

E. coli
ET12567/pUZ8002

conjugativo para transferir

plasmidos por conjugacion a
Streptomyces. Dam-13::Tn9,
dcm-6, hsd-M. Cloran®, Kan®.

Contiene un plasmido McNeil, et. al., 1992.

Tabla 1:Cepas de Streptomyces y Escherichia coli utilizadas en este trabajo.

6.2 Plasmidos utilizados:

Los plasmidos que se usaron para realizar construcciones y hacer clonaciones en

S. lividans 1326 se enlistan en la tabla 2.

PLASMIDO CARACTERISTICAS REFERENCIA
pMS81 Vector replicativo en E. coli e integrativo enGregory, et al., 2003
Streptomyces. Higro®
pBluescript ISK+  Vector replicativo de clonacion para E. coli(Strtagene, La Jolla,
AmpR, gen reportero lacZ, Ori f1. CA, USA.
pUC18 Amp~, gen reportero lacZ. Vector replicativoNorrander et al., 1983.
en E. coli.
plJ6902 Vector de expresién integrativo paraHuang, et. al., 2005.
Streptomyces y replicativo en E. coli.
Promotor PtipA inducible por thioestrepton,
Apra®, sitio att de PC31.
pTG1 Gen saclM clonado en el vector pBluescriptllEste trabajo
SK+.
pTG2 Gen sallM clonado en el vector pBluescriptllEste trabajo
SK+.
pTG3 Gen sphIM clonado en el vector pUC18. Este trabajo
pTG4 Gen saclM clonado en el vector plJ6902 bajoEste trabajo
el promotor PtipA.
pTG5 Gen sallM clonado en el vector plJ6902 bajoEste trabajo
el promotor PtipA.
pTG6 Gen sphlM clonado en el vector plJ6902 bajoEste trabajo
el promotor PtipA.
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pMS81+sco4631

Gen para la nucleasa metil-especificalLaboratorio del Dr.
SCO4631 clonada en el vector pMS81. Servin.  Datos  nQ
publicados.

Tabla 2. Plasmidos utilizados en este trabajo.

6.3 Oligonucleodtidos utilizados:

Se usaron oligonucleétidos para realizar construcciones y para verificar la

presencia de la

region dnd en S. lividans 1326. (Tabla 3).

Nombre Secuencia Referencia

LplF 5" ATGGCGTTCACGGACTGG 3’ Zhou, 2004.
(forward)

EplR 5" CATCCACGACTGGGTCTACG 3 Zhou, 2004.
(reverse)

SacIMHNUp 5 Laboratorio del Dr.
(forward) CCAAGCTTCATATGAACCATGAGCTTCCTGTG |[Servin. Datos no

A3

publicados.

SaclIMERIDown

5" CGGAATTCTACGCCTTCCTCAAAACCTG 3

Laboratorio del Dr.

(reverse) Servin. Datos no
publicados.

SalIMBHINup |CGGGATCCATATGCATAGCGAGGCGAGAGAG [Este trabajo

(forward)

SALI-DOWN GACGAATTCAACACGAATGGCTAGGTTGG Laboratorio del Dr.

(reverse) Servin. Datos no
publicados.

SphiIMXbalNup |CGTCTAGACATATGAATGACCGGATGCCCTGG [Este trabajo

(forward)

SphIMEdown CGGAATTCGAATCGAGCCGACCCGTCT Este trabajo

(reverse)

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados en este trabajo. Los sitios relevantes para la
clonacién se muestran subrayados (Ndel) o en italicas (EcoRl).

6.4 Obtencidon de fagos con sitios de metilacion para M.Sacl y/o M.SalM y/o

M.Sphly su propagacion en cepas que expresan las metilasas.
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6.4.1 Obtencién de fagos.

Se analizaron 8 muestras de diferentes suelos (cada una conteniendo 10 g de
tierra) y, mediante el protocolo para el aislamiento de fagos nuevos de
Streptomyces (ver protocolo 1), lograron aislarse 12 nuevos fagos propagados en
esporas de S. lividans 1326 (tabla 4). Se hicieron ensayos de placa (protocolo 2)
mezclando 20 pL de estas esporas con 100 pL de diferentes diluciones de una
suspension de fagos en Buffer SM (ver anexo) obtenidos anteriormente y 2.5 ml
de medio SNA (ver Anexo), y se plaguearon en una caja de Petri con medio DNA
(ver Anexo) enriquecido con nitrato de calcio (Ca(NO)3) 10mM, glucosa al 0.5% y
sulfato de magnesio (MgSO4) 10 mM . Debido a que en algunas muestras de tierra
se encontré mas de un tipo de placa diferente de fago, éstas se aislaron (protocolo
3) picando cada placa distinta con una pipeta Pasteur y dejandola en 1 ml de
Buffer SM durante dos horas a temperatura ambiente, para después hacer
diluciones 1:10, volver a hacer ensayos de placa, hasta obtener cajas con placas
de una morfologia Unica. De estas cajas se prepararon “stocks” de fagos con un
titulo alto (protocolo 4), y se les hicieron ensayos de placa para obtener el titulo

exacto de cada “stock”.

Nombre del fago Muestray sitio de la Referencia Descripcién de las
que se aislé. placas formadas en S.
lividans 1326.
Cuernavaca Este trabajo. Placas grandes y claras.
Cuernavaca Este trabajo. Placas pequefas Y|
claras.
Cd. Nezahualcoyotl Este trabajo. Placas grandes yl
turbias.
Cd. Nezahualcoyotl Este trabajo. Placas pequefas Y|
claras
TO1 Xochimilco Este trabajo. Placas grandes
formando circulos
conceéntricos.
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TO2 Xochimilco Este trabajo. Placas pequefas Y|
claras.

Xochimilco Este trabajo. Placas grandes y turbias

TO3 Ciudad Universitaria Este trabajo. Placas grandes y turbias

TO4 Ciudad Universitaria Este trabajo. Placas pequefas Y|
claras.

Ciudad Universitaria Este trabajo. Placas pequefas Y|
turbias.

Venustiano Carranza |Este trabajo. Placas grandes yl
turbias.

Venustiano Carranza  |Este trabajo Placas grandes y claras.

dC31 Placas grandes y claras.

Tabla 4: Fagos utilizados en este trabajo.

6.4.2 Prueba de sitios de reconocimiento para las metilasas M.Sacl, M.Sall y

M.Sphl en el genoma de los diferentes fagos aislados.

Una vez obtenidos los “stocks” de cada fago, se hizo una purificacion del DNA
cada uno (protocolo 5), a partir de 6 cajas con fagos propagados en S. lividans
1326 en las que se observaran placas semiconfluentes (en donde hubiera la
mayor cantidad de fagos posible). Después de haber obtenido el DNA de cada tipo
de fago, este se resuspendié en un volumen minimo de TE (ver anexo) y se
cuantificé en el espectrofotometro. Una vez cuantificado, se hicieron digestiones
de cada DNA con las enzimas de restriccion Sacl, Sall y Sphl de (Invitrogen®),
dejandolas a 37°C toda la noche para después correr el DNA digerido en un gel de
agarosa al 0.8% vy tefiirlo con bromuro de etidio.

Se seleccionaron los “stocks” de fagos que tuvieran alguno de los sitios de
metilacion previamente mencionados y que fueran mas estables al almacenarse a

4°C (es decir, que conservaran su titulo durante el almacenamiento).
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6.4.3 Propagacion de fagos en cepas que expresan metilasas.

Se prepararon “stocks” de fagos con titulo alto (protocolo 4) usando esporas de S.
lividans 1326saclM, 1326salM o 1326sphIM, segun los sitios de reconocimiento
previamente detectados por las enzimas de restriccibn para metilar el DNA;
aquellos fagos cuyo DNA fue digerido con Sall, se propagaron en la cepa con la
metilasa correspondiente, los que se digirieron con Sacl se propagaron en la cepa
con la metilasa SaclM y asi sucesivamente. La propagaciéon se realiz6 dos veces
para asegurar la metilacion del DNA.

6.5 Pruebas de restriccion en cepas de Streptomyces lividans vy
Streptomyces coelicolor.

Después de la obtencién de los “stocks” de fagos propagados en las cepas que
expresan las metilasas, se asumié que estos ya tendrian su DNA metilado en los
sitios de reconocimiento. Por ello, se procedié a hacer ensayos de placa de cada
stock en las cepas de S. lividans 1326, S. coelicolor M145 y S. coelicolor 1B61.

Como control se utilizaron también las suspensiones de fagos sin metilar.

Cada fago, tanto el “stock” silvestre, como los obtenidos de cepas con expresion
de metilasas, fueron propagados en S. lividans 1326, S. coelicolor M145 y S.
coelicolor IB61. Se hizo un conteo de las placas en las cajas donde podian verse y
contarse de manera individual. Se registraron estos conteos segun el fago, la
metilacion y la cepa. También se tuvo en cuenta la dilucién a la que correspondia
cada conteo para asi obtener el titulo con el que el fago habia infectado cada

cepa.

Este experimento se hizo por triplicado, y con los tres resultados de cada prueba
diferente se obtuvo un promedio. A partir de este promedio se pudieron sacar las
relaciones entre los titulos de los fagos metilados entre las cepas de S. coelicolor
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M145/ S. lividans 1326 y S. coelicolor 1B61/S. lividans 1326, asi como las
diferencias de éstas y las relaciones en S. coelicolor M145/ S. lividans 1326 y S.

coelicolor IB61/S. lividans 1326 en los titulos con fagos no metilados.

6.6 Pruebas de metilacién del DNA de fagos

Estas pruebas se hicieron para verificar si el DNA de los fagos propagados en las
cepas que expresan las metilasas estaban efectivamente metilados. Para ello se
purificé el DNA, se resuspendié en TE y se cuantificé con el espectrofotdmetro. Se
hicieron digestiones de cada DNA; aquellos que se propagaron en la cepa que
expresa SaclM, se digirieron con Sacl, aquellos que se propagaron en la cepa que
expresa SallM, se digirieron con Sal | y aquellos que se propagaron en 1326sphiM
se digirieron con Sphl. Se hicieron las digestiones y se dejaron incubando toda la
noche a 37°C. Finalmente se corrieron las digestiones en un gel de agarosa al
0.8%, se tifié con bromuro de etidio para comparar el patron obtenido con DNA del

fago sin metilar.

6.7 Pruebas de restriccién en S. lividans dnd-

6.7.1 Obtencién de esporas de S. lividans dnd-.

Se hicieron transformaciones en E. coli ET12587/pUZ8002 con los plasmidos
pMS81 y pMS81+sco4631 (proporcionado por la M. en C. Gabriela Gonzélez
Cerén) por electroporacion (protocolo 6) y se plaquearon las células
electroporadas en cajas con medio LB con higromicina, kanamicina vy
cloranfenicol. Una vez transformada la cepa de E. coli, se hicieron conjugaciones
(protocolo 7) para introducir ambos plasmidos tanto a con S. lividans 1326 como a
S. coelicolor M145.
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Se tomaron 5 colonias sobrevivientes de la conjugacion en la que se introdujo a S.
lividans 1326 el plasmido pMS81+sco4631 para obtener stocks de esporas
(protocolo 8). Con estas esporas se pusieron un cultivos para obtener micelio, el
cual fue homogenizado posteriormente para extraer el DNA cromosdémico

(protocolo 9).

Usando estos DNA se hicieron reacciones de PCR (Reaccion en cadena de la
polimerasa) usando la DNA polimerasa Taq de Invitrogen® y los oligos Lp1F
(forward) y Ep1R (reverse).

Se corrieron los productos de PCR en un gel de agarosa al 1% para verificar si
estaba presente el fragmento esperado. Después se corrié un gel de agarosa LMP
(bajo punto de fusién) al 7% con aquellos PCRs donde se encontré el fragmento
esperado. A partir del gel LMP se purifico la banda (Protocolo 11) y se mandd

secuenciar para verificar la pérdida de la region SLG.

6.7.2 Pruebas de restriccion

Se propagaron los fagos no metilados en las esporas de S. lividans dnd- y se
obtuvieron stocks. A partir de ellos se hicieron ensayos de placa en las cepas de
S. lividans 1326, S. coelicolor M145 y S. coelicolor IB61. Estos se realizaron por

triplicado y se registraron como se indic6é anteriormente.

6.8 Clonacion de los genes saclM, salM y sphM en el plasmido plJ6902 en
Streptomyces lividans 1326.

6.8.1 Obtencidén de los plasmidos plJ6902sacIM, plJ6902sallM, plJ6902sphiM

Se hicieron reacciones de amplificacién por PCR de los genes de las metilasas,
utilizando la polimerasa de alta fidelidad Pfu Ultra AD de Agilent Technologies.
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Se utilizaron los oligonucledtidos SaclIMHNUp (con sitios de Hindlll y Ndel, que
contiene el codon de inicio ATG) y SaclIMERIDown (con un sitio EcoRlI), y como
templado un fragmento purificado de DNA con el gen de la metilasa para
amplificar el gen sacIM por medio de un PCR. Posteriormente se digirio el
producto de PCR, ademas del pldsmido pBluescript IISK+ con Hindlll y EcoRl, y
se corrieron en un gel de agarosa LMP (bajo punto de fusién) al 0.7% para

purificar las bandas (protocolo 10).

Asimismo, se realiz6 un PCR para amplificar el gen de sallM usando un fragmento
purificado del gen como templado con los oligonucleétidos SallMBHINup (con
sitios BamHI y Ndel) y SALI-DOWN (con un sitio EcoRl). El producto de PCR se
digiri6 con BamHI y EcoRlI, se corrié en un gel de agarosa LMP y se purifico el
fragmento (protocolo 10).

Ademas se disefnaron y utilizaron oligonucleétidos SphiMXbalNup (con sitios Xbal
y Ndel) y SphIMEdown (con un sitio EcoRlI) para amplificar por PCR el gen sphiM
usando como templado un fragmento de DNA con el gen mencionado. El producto
del PCR vy el pldsmido pBluescript IISK+ se digirieron con Xbal y EcoRI, y se

purificaron de un gel de agarosa LMP (Protocolo 10).

Para cada gen de las metilasas se hicieron 3 reacciones de PCR de 50 pyL de

cada una, se juntaron, se limpiaron y se resuspendieron en agua.

Una vez se obtuvieron los fragmentos purificados, se hicieron las ligaciones de
saclM y sphlM con pBluescript 1ISK+, y sallM con pUC18. Se precipitaron las
ligaciones (protocolo 11) y se transformaron por electroporacién (protocolo 6) en
células competentes de E. coli DH5a Posteriormente se purificd el DNA plasmidico
de las colonias transformadas (seleccionadas por el color blanco y ampicilina)
haciendo minipreparaciones de DNA de plasmido (protocolo 12) las cuales se
digirieron con las enzimas correspondientes para verificar la presencia del inserto.

Para obtener mayor cantidad de plasmido, se hicieron midipreparaciones de
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aguellas colonias que si presentaron el inserto clonado. Se hicieron digestiones
nuevamente con las enzimas Ndel y EcoRI para liberar el inserto. Estos se
corrieron en un gel LMP, se purificaron y se ligaron con el plasmido plJ6902
previamente digerido con las mismas enzimas. Estas ligaciones se introdujeron
por electroporacion en células electrocompetentes de E. coli DH5a seleccionando
las transformantes con apramicina 50 pg/ml. Se tomaron colonias transformadas y
se verificd la presencia del vector con el inserto mediante restriccion. Los
plasmidos con el patron de restriccidn correcto se utilizaron para transformar
células competentes de E. coli ET12567/PUZ8002, seleccionando nuevamente
con apramicina 50 pg/mL, para posteriormente hacer conjugaciones (protocolo 7)
con S. lividans dnd- obteniendo asi las cepas de S. lividans 1326plJ6902sacIM,
1326plJ6902sallM y 1326plI6902sphiM.

6.8.2 Obtencién de esporas de S. lividans con las construcciones plJ6902saciM,
plJ6902sallM y plJ6902sphiM).

Se tomaron algunas colonias de esporas aisladas resultantes de la conjugacion,
se resuspendieron en agua, y se plaquearon en cajas de MS con apramicina 50
pg/mL, se incubaron durante 7 dias. Posteriormente se cosecharon y se
resuspendieron en glicerol al 20%. Una vez obtenidas las esporas, se hicieron
cultivos con estas esporas en LB + sacarosa 25% (ver anexo) , dejandose incubar
por 16 horas a 30°C. Después de este tiempo, se afiadié thioestrepton 5 pg/mL
para inducir la expresién de los genes de las metilasas clonadas en el vector
plJ6902 y se volvié a dejar incubando a la misma temperatura de 16-24 horas
mas. Una vez que hubo crecido el micelio, se purific6 DNA cromosémico a partir
de éste (protocolo 9). Ya purificado el DNA, se probd la expresion de las metilasas
saclM, sallM o sphIM con sus enzimas de restriccién correspondientes. Una vez
corroborado que las metilasas se expresaban efectivamente en el vector plJ6902 y
gue eran funcionales, se propagaron todos los fagos en ellas, para metilarlos en
sus sitios de reconocimiento, en cajas de DNA con tioestrepton 5 pg/mL
obteniendo stocks con un titulo alto. Para verificar si el DNA de los fagos se
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alcanzaba a metilar ahora en cepas en las que se estaba induciendo la expresiéon
de las metilasas, se purificé el DNA de cada fago (protocolo 5) y se digirié con su
enzima de restriccién correspondiente. En aquellos fagos en que parecia que
habia mayor metilacidn, se repitieron las pruebas de restriccion haciendo ensayos
de placa (protocolo 2) nuevamente en las cepas S. lividans 1326, S. coelicolor
M145y S. coelicolor IB61.

6.9 Pruebas de infeccién de fagos aislados en S. coelicolor IB11

Se propagaron los fagos TO1, TO2, TO3 y TO4, asi como ®C31 como control
negativo, en la cepa de S. coelicolor I1B11, la cual no es capaz de glucosilar sus
proteinas. Las diluciones a partir del stock del fago se propagaron de tal manera
gue pudieran apreciarse claramente las placas para verificar si cada fago era
capaz de infectar en ausencia de un receptor glucosilado, como se sabe que es

necesario para la infeccién de ®C31.



29

7. RESULTADOS

7.1 Obtencién de actinofagos de Streptomyces con genomas metilados en
sitios de reconocimiento de los sistemas de modificacion-restriccion Sacl,
Sall y Sphl.

Se colectaron 6 muestras de suelo de diferentes lugares para buscar la presencia
de actinofagos, utilizando para el aislamiento a S. lividans 1326 como hospedero.
Las muestras de suelo se obtuvieron mayoritariamente de tierra de jardines de
distintas partes del Distrito Federal (Ciudad Universitaria, delegacién Xochimilco,
delegacion Venustiano Carranza), Edo. de México (Ciudad Nezahualcéyotl) y una
de Cuernavaca, Morelos. Solamente de una de las muestras no se obtuvieron
fagos. De las otras cinco muestras se lograron aislar 12 fagos (tabla 4 en
Métodos).

De cada uno de estos 12 fagos se obtuvo un lisado con alto titulo. Sin embargo, la
mayoria de los fagos mostrd ser inestable ya que el titulo de los lisados disminuia
rapidamente, por lo que se continud trabajando solamente con los cuatro fagos
gue resultaron estables.

Posteriormente se purificé el DNA de estos fagos para determinar si tenian sitios
de reconocimiento para las enzimas de modificacion/restriccion Sacl, Sall y Sphi
(figura 6). Solamente uno de los fagos no mostré sitios de reconocimiento para
ninguna de las enzimas. Debido a esto, finalmente se continud sélo con cuatro de
los fagos aislados que resultaron estables y tenian en su genoma sitios de
reconocimiento para al menos una de las enzimas, ademas del fago ya conocido
®C31. En la figura 5 se observan las placas de cada uno de los stocks de fagos
obtenidos, con las cuales fueron identificados y aislados, ademas de las placas del
fago ®C31.
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Figura 5: Placas de los diferentes fagos sobre un tapete micelar de S.
lividans 1326. Cada muestra contiene un solo fago. A: placas del fago
TO1. B: placas del fago TO2. C: placas del fago TO3. D: placas del
fago TO4. E: placas del fago ®C31.

Las digestiones con las respectivas enzimas de restriccion mostraron finalmente
tres fagos con sitios Sacl y Sall y uno con sitios Sall y Sphl, ademas de que el

conocido fago ®C31 tiene sitios Sall y Sphl (figura 6).

El fago TO1, presentd en su genoma =17 sitios Sall y 213 sitios Sphl (figura 6A),
el Fago TO2 =15 sitios de Sacl y 213 Sall (figura 6B), el fago TO3 214 sitios Sacl y
211 sitios Sall (figura 6C) y el fago TO4 214 sitios Sacl y 214 sitios Sall (figura
6D). Finalmente, se sabe que el fago ®C31, que contiene 49 sitios de Sall y 9

sitios Sphl.
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Figura 6: Se muestran las digestiones del DNA de los fagos TO1(A), TO2(B), TO3(C), TO4(D) y
$C31 (E) con Sacl, Sall y Sphl.. En los geles A, B, C y D, el primer carril corresponde al marcador
de peso molecular (DNA del fago lambda digerido con Pstl). Los carriles del 2-5 corresponden el
DNA del fago sin digerir, digerido con Sacl, Sall y Sphl, respectivamente (indicado sobre los
carriles). En el caso del gel E los carriles 1-4 corresponden al DNA del fago digerido con Sacl, Sall,
Sphl y sin digerir respectivamente. El carril 5 corresponde al marcador de peso molecular.
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7.1.1 Metilacion del DNA de los diferentes fagos

Una vez obtenidos estos resultados, sabiamos que las metilasas M.Sacl y/o
M.Sall y/o M.Sphl podian ser capaces de modificar (metilar) el DNA de estos
fagos, segun sus sitios de reconocimiento. Con el propdésito de que estos sitios
estuvieran metilados, se propagaron los fagos en cepas de S. lividans obtenidas
en el laboratorio que expresaban cada metilasa (1326sacM, 1326salM vy
1326sphM) las cuales eran capaces de metilar el genoma de la cepa de S. lividans
en las que se expresaron (ver tabla 1).

De esta forma, los fagos ®C31 y TO1 se propagaron en las cepas 1326salM y
1326sphM (en cada una por separado). TO2, TO3 y TO4 en 1326sacM vy
1326salM (por separado). Se recuperaron stocks de cada uno, y, para aumentar la
probabilidad de que todos los sitios de reconocimiento de las metilasas estuvieran

modificados, se hizo este proceso de propagacion dos veces.

7.2 Pruebas del efecto de la metilacion en la restricciéon por parte del
sistema de restriccion de DNA metilado.

Con el fin de determinar el efecto de la metilacion en la restriccion ejercido por el
sistema de restriccion de DNA metilado de S. coelicolor, se hicieron ensayos de
titulacion de los diferentes fagos (sin metilar y metilados), en las cepas de S.
lividans 1326, en la cepa de S. coelicolor M145, la cual lleva el sistema de
restriccion de DNA metilado intacto, y en la cepa S. coelicolor I1B61 (a la cual se le
han eliminado la mayor parte de los genes de restriccion).

El conteo de placas se realizé en las cajas de cada dilucion y se registré en
unidades formadoras de placa (UFP) por mililitro. Finalmente, se hicieron tres
repeticiones para cada uno de los fagos, cada repeticion iniciandose desde la
realizacion de las diluciones a partir de cada lisado.
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Para poder observar el efecto de la posible metilacién en la restriccion segun la
cepa en la que los fagos se propagaran, se hicieron las relaciones de la cantidad
de UFP/ml de la siguiente manera: S. coelicolor M145/ S. lividans 1326, S.
coelicolor IB61/ S. lividans 1326 y S. coelicolor M145/ S. coelicolor IB61. Si, como
esperabamos, la metilacién del DNA del fago provocaba que S. coelicolor M145
restringiera su entrada a la célula debido al sistema de restriccion de DNA
metilado, la relacion entre la cantidad de UFP/mL de los fagos obtenida en S.
coelicolor M145 y la obtenida S. lividans 1326 debia de ser, por lo menos, menor a
1, en el caso de los fagos con DNA metilado. Y si era una restriccion fuerte (como
se habia demostrado en el trabajo de Gonzéalez-Ceron et. al. 2009), esta relacién
debia ser varios 6rdenes de magnitud menor a 1. En el caso de los fagos con DNA
no metilado, esperdbamos que la relacion de PFU/mL presentes al propagarse en
S. coelicolor M145 y S. lividans 1326, debia de ser muy cercana al 1, ya que el
sistema de restriccibn no actuaria sobre DNA no modificado, es decir, que S.
coelicolor M145 seria igual de permisivo en la entrada e infeccion de fagos que S.
lividans 1326. También esperdbamos que S. coelicolor IB61 tuviera un
comportamiento muy similar a S. lividans 1326 debido a las mutaciones que
contiene a los genes responsables de la restriccibn, y que aun con fagos
propagados en cepas con metilasas, la relacion de PFU/mL entre IB61 y 1326
fuera cercana al 1, o al menos mayor a la obtenida con M145, es decir que
presentara mayor permisividad a la infecciébn de los fagos que M145. Por lo
mismo, esperdbamos que la relacion de UFP/mL entre S. coelicolor M145 y S.

coelicolor IB61, fuera menor a 1 y similar a la de M145/1326.

Solo en el caso de ®C31 se utilizaron nada més las cepas S. lividans 1326 y S.
coelicolor J1928, ya que S. coelicolor M145 y S. coelicolor IB61 presentan un
sistema limitante del crecimiento de fago (Pgl por Phage grow limitation) que les
protege de la infeccion de ®C31, y S. coelicolor J1928 no presenta el sistema Pgl
pero si el sistema de restriccion especifico de DNA metilado.
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En primer lugar se muestran los resultados del fago TO4 (tabla 5) ya que es en el
gue se observo un efecto menor de la metilacion. Las relaciones entre el nUmero
de UFPs/mL en S. coelicolor M145 y S. lividans 1326 tanto del fago sin metilar,
como propagado por cepas con expresion de metilasas, son muy cercanas a 1.
Esto quiere decir que los numeros de UFP/mL fueron practicamente los mismos ya
qgue en ambos hubo la misma permisividad a la infeccion y propagacion de fagos.
Esto se esperaba en los fagos silvestres, pero no en los que propagamos en las
cepas que expresaban metilasas, ya que pensabamos que, si estaba metilado el
DNA del fago, S. coelicolor M145 lo restringiria fuertemente y esto se veria
reflejado en un nimero mucho menor de UFP/mL, es decir, en una relacion
M145/1326 varios ordenes de magnitud menor a 1. Como esperabamos, la
relacion IB61/1326 fue muy similar, aunque de todas formas parecia que la
metilacion no tenia efecto. A su vez, en la relacibn M145/IB61 se esperaba que
fuera muy similar a M145/1326.

M145/1326 IB61/1326 M145/1B61
Sin metilar 7x101+5x107T | 9x101+5x107T | 9x10?t + 8x10?
d
Propagado em 4 | 341071 1+ 5x10 1+ 2x10t
1326salM
P d
ropagado €M 1 4 7x102 8x1071 + 2x10! 1 + 3x10™
1326sacM

Tabla 5: Promedios de las relaciones obtenidas a partir de tres pruebas de restriccién con el
fago TO4 silvestre (sin metilar), propagado en la cepa 1326salM y propagados en la cepa
1326sacM en las tres diferentes cepas: S. lividans 1326 (tiene un sistema de restriccion mucho
mas débil que S. coelicolor), S. coelicolor M145 (tiene un sistema de restriccién fuerte, por lo
gue se esperaba que fuera menos permisivo en la propagacion del fago en caso de tener el
DNA modificado) y S. coelicolor IB61 (tiene mutados varios genes responsables de la
restriccion, por lo que se esperaba una permisividad a la propagacion de fagos similar a la de
1326, en caso de tener el DNA metilado).

Por otro lado, el fago $C31, mostré una disminucion en la cantidad de UFP/mL
cuando se propag6 en cepas con expresion de metilasas. La relacién J1928/1326
en el caso de fagos sin metilar, mostré un resultado cercano a 1, como se

esperaba. Al ser propagado en cepas 1326salM si hubo restriccién de al menos
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dos ordenes de magnitud. De la misma manera, los resultados de las pruebas de
restricciéon con el fago propagado en la cepa 1326sphIM mostraron que hay menor
infeccion en S. coelicolor J1928 que en S. lividans 1326, segun la relacién
J1928/1326, en la cual parece que la diferencia es de mas de un orden de
magnitud. Es decir, aunque hay restriccion por parte de S. coelicolor J1928, ésta
no es fuerte. Como se menciond previamente, so6lo en caso de éste fago se hizo la
prueba con S. coelicolor J1928 debido a la presencia del sistema Pgl en la cepa S.
coelicolor M145 el cual impide la reinfeccion de fagos y, por lo tanto, confiere a
ésta cepa proteccion del $C31(Tabla 6).

J1928/1326
Sin metilar 1.45+ 1
Propagado en 1326salM 1 42X10_2+ 1X10-2

Propagado en 1326sphM 8.43x1072+ 8x107?

Tabla 6: Resultados de la prueba de restriccion del fago ¢C31. Los fagos que no se propagaron
por ninguna cepa con expresidn de las metilasas (Sall o Sphl) se propagaron tanto en S. lividans
como en S. coelicolor J1928.

En el caso de TO3, la relacion M145/1326 mostré una ligera restriccion aun
usando los fagos sin metilar. Aunque, como se esperaba, la relacién 1B61/1326 es
cercana a 1, la relacion M145/IB61 también es muy cercana, aunque
esperabamos que fuera mas similar a M145/1326. En cuanto a los fagos
propagados en la cepa 1326salM hubo una restriccion un poco menor a la
observada en el fago silvestre, de hecho la relacién fue cercana a 1. Con el fago
gue se propag6é en la cepa 1326sacM, la relacibn M145/1326 mostré una
restriccibn de hasta 2 oOrdenes de magnitud. Esto sugeria que éstos fagos
probablemente se encontraban metilados y un poco de la restriccién observada se
debia a la metilacién. So6lo con los fagos propagados en la cepa 1326sacM se
observa algo de restriccion, aunque es menor que en M145/1326. En la relacién
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M145/IB61, se esperaban resultados similares a los obtenidos en M145/1326, sin

embargo parece que hay una disminucion de restriccion (tabla 7).

M145/1326 IB61/1326 M145/1B61
Sin metilar 3x101+ 2x107 | 8x10M+ 7x107 | 9x107+ 3x10*
Metilado con 1 1 1 1 1
8x107+ 4x10 9x10"+ 2x10 1+ 7x10
1326salM
Metilado con 2 2 1 1 2 2
2x10“+ 1x10 3x10"+ 2x10 7x10“+ 3x10
1326sacM

Tabla 7: Resultados de las pruebas de restriccion del fago TO3.

7.2.1 Fagos que muestran un posible efecto de la fosforotioacion

De los fagos estudiados, TO2 y TO1 mostraron un fenémeno particular ya que en
las pruebas de restriccion, éstos fagos mostraron un nimero de UFPs/mL menor
en S. coelicolor M145 que en S. lividans 1326 (a pesar de que esta cepa no
restringe tan fuerte el DNA metilado). En la relacion M145/1326 de éstos dos
fagos, utilizando el stock de fagos sin modificar, observamos una diferencia de dos
ordenes de magnitud. Esto fue inesperado, ya que al ser fagos que no se habian
propagado en cepas con expresion de metilasas, no esperabamos que estuvieran
modificados, y por lo tanto el nUumero de UFPs/mL debia ser muy similar, por lo
que se esperaba una relacion M145/1326 fuera muy cercana a 1 (tablas 8 y 9).
Esto podria atribuirse a una modificacion al DNA en S. lividans llamado
fosforotioacion. Se ha visto en otros trabajos (Liu, et. al., 2010) que el sistema de
restriccion de DNA metilado de S. coelicolor también reconoce esta modificacion, y
restringe el DNA que la tiene. En particular se ha demostrado que la nucleasa
producto del gen sco4631 es capaz de restringir DNA con esta modificacion.
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Al comparar las UFPs de los fagos que si habian sido propagados en cepas con
expresion de metilasas, también observamos una disminucién en las UFPs/mL en
S. coelicolor M145 con respecto S. lividans 1326, tanto en los fagos propagados
en 1326salM, como en los que se propagaron 1326sacM (en el caso de TOL1 los
gue se propagaron es la cepa en 1326sphM). De acuerdo a esto, en la relacién
M145/1326, se esperaba que al menos fuera igual que la relacion observada con
los fagos no metilados. Esto quiere decir, que si bien la metilacion no tenia efecto,
la modificacién que incorpord S. lividans 1326 debia de estar presente en estos
fagos, y la restriccion seria al menos igual a la observada para los fagos no
metilados.

El fago TO2 también mostré este fenbmeno en el que, al propagar los fagos
silvestres, parecia haber una menor permisividad a su infeccién (aunque no
estuvieran modificados) en S. coelicolor M145 comparandolo con S. lividans 1326.
Esta diferencia era de hasta dos 6rdenes de magnitud. Para los fagos propagados
en 1326salM, inesperadamente la diferencia en la relacion M145/1326 fue menor.
En cambio, en los fagos propagados en la cepa 1326sacM, si se observa que la
diferencia en UFP/mL es muy parecida a la observada con los fagos silvestres.
Por ello, parece que toda la restriccion se debe a lo mismo que en los fagos no
metilados. La relaciéon de 1B61/1326 muestra que S. coelicolor IB61 es mas
permisivo a la entrada de fagos propagados en cepas que expresan la metilasa,
gue S. coelicolor M145 ya que al compararlo con 1326, la diferencia es s6lo de un
orden de magnitud. Esto también se demuestra en la relacion M145/IB61, en
donde se ve que hay mayor infeccién en IB61 que en M145 (tabla 8).

M145/1326 IB61/1326 M145/1B61
Sin metilar 3.8x10%+ 7.7x107 | 5.5x10'+2x10™" | 9.3x107°+ 8.8x10”
Propagado *l 1.7x10% 1.4x107 | 1.1% 6.3x10™ 2x107+ 2x10™
1326salM
d
Propagado 7 3.2x10%£4.7x102 | 2.3x107:2.1 | 1.9x107% 1.6x107
1326sacM

Tabla 8: Resultados de la prueba de restriccion del fago TO2.
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Finalmente, el fago TO1 fue el que exhibié una mayor diferencia en la permisividad
de la propagacion del fago silvestre en las cepa de S. coelicolor con respecto S.
lividans. La relacion de M145/1326 utilizando los fagos silvestres, muestra que
esta diferencia es de 2 6rdenes de magnitud, es decir que hubo 100 veces menos
UFPs/ml formados en S. coelicolor M145 que en S. lividans 1326, aunque el fago
no estuviera metilado. Como en el caso anterior, esto se debia probablemente a
gue el sistema de restriccion de S. coelicolor M145 también reconoce la
fosforotioacion. También se observa que en S. coelicolor IB61 no hay restriccion
de hecho la relacion es cercana a 1, es decir, que el posible efecto de la
restriccion de M145 sobre la fosforotioacion, desaparece en la cepa de IB61.
Como se esperaba, la restriccion también se observa en M145/IB61, ya que M145
si restringe, e IB61 lo hace en menor medida (por tener eliminados varios genes
de restriccién, entre ellos sco4631). Esto también se deduce de la relacién
M145/1B61, ya que también se ve que este fago produce menos UFPs/mL en S.
coelicolor M145 que en S. coelicolor IB61. Sin embargo, la relaciéon se deberia de
mantener al menos de 102 en todos los casos (fago silvestre y propagado en
cepa con expresion de la metilasa) (tabla 9).

M145/1326 IB61/1326 M145/IB61

Sin metilar 1x107%+ 2x107% | 7x101+5x10T | 1x1072+ 2x107

Propagado en

5x1072%+ 6x107? 8x101+ 1 3x101+ 4x10?
1326salM
Propagadoen |/ 102+ 4102 1+ 1 1x10"+ 2x10™

1326sacM

Tabla 9: Resultados de la prueba de restriccion del fago TO1.

La restriccion observada en este caso parece ser provocada por la fosforotioacion

y no por la metilacién.
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7.3 Pruebas de metilacién en el DNA de los fagos.

Debido a que haberlos propagado en cepas que expresaban metilasas (cuyos
sitios de reconocimiento se encontraron en el DNA de los fagos) parecia no tener
el efecto esperado por lo que se verific6 si su DNA se habia metilado
efectivamente. Como ya se menciond, los fagos se propagaron dos veces en las
cepas que expresan las metilasas cuyos sitios de reconocimiento se encontraba
en su propio DNA. Para obtener los fagos que se utilizarian para extraerles el
DNA, se propagaron una tercera vez en estas cepas. De esta manera,
esperabamos que el DNA de los fagos se metilara efectivamente.

Para hacer estas pruebas, se purificd el DNA del fago silvestre (para usarlo como
control negativo de metilacién), y el de los fagos propagados por las cepas que
expresaban las metilasas. Todos los fagos se incubaron con las enzimas de
restriccion que correspondian a los sitios de reconocimiento de los sitios de
metilacion que contenia cada uno. Es decir, aquellos que tenian sitios Sall y Sacl
se incubaron con SallR y SaclR, por separado. Como todos los fagos tenian al
menos dos sitios de reconocimiento para estas enzimas de modificacion-
restriccién (en caso de dos fagos de Sall y Sphl, y en caso de tres fagos Sall y
Sacl), todos se pusieron a digerir con ambas enzimas. Esto se hizo como un
control, para ver si el DNA estaba lo suficientemente limpio, y que en caso de
estar metilado el sitio de reconocimiento de una metilasa, su respectiva enzima de

restriccion no pudiera cortar debido a esto y no a otro factor.

De esta forma pudimos observar en qué fagos las metilasas que se expresaban en
las cepas en las que fueron propagados habian modificado el DNA. Si los fagos
gue fueron propagados en las cepas que expresaban SallM eran digeridos con
SaclIR pero no por SallR, era prueba de que los sitios modificados impedian que la
enzima de restriccién reconociera la misma secuencia. Esto mismo aplicaba para
todas las secuencias de reconocimiento de las enzimas de modificacion-

restriccion.
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7.3.1 Fagos cuyo DNA no fue metilado

Como se esperaba, al analizar el DNA del fago TO4 (figura 7A) se encontré que
no fue significativamente metilado ni por M.Sacl ni por M.Sall. Esto fue
consistente con nuestros resultados de las pruebas de restriccion, ya que no hubo
ninguna indicacion de que hubiera restriccion debida a la metilacién del DNA. Los
carriles 3 y 7 muestran los controles del DNA del fago sin metilar digeridos con
Sacl y Sall, respectivamente. En el carril 6 se muestra en DNA del fago propagado
por la cepa que expresaba la metilasa M.Sacl y digerido con Sacl. En el carril 10
se observa el DNA del fago propagado en la cepa que expresaba la metilasa
M.Sall y digerido con Sall. Estos resultados nos indicaron que el DNA de los
fagos no estaba metilado.

Lo mismo sucedidé en los casos de los fagos TO2 y TO3 (figuras 7B y 7C). En
éstos, también concuerda con las pruebas de restriccion que realizamos ya que, a
pesar de que se observaba una restriccion escasa, ésta parecia deberse a la
fosforotioacion. En las imagenes de los geles donde se observa el DNA digerido
de TO2 (figura 7B) y TO3 (figura 7C), en los carriles 6 y 10 también se muestran
los DNAs propagados en las cepas 1326sacM y 1326sallM digeridas con sus

respectivas enzimas de restriccion

Esto demuestra que estas cepas, a pesar de que se sabe que metilan su propio
DNA, no fueron capaces de metilar el DNA de ninguno de estos fagos, y que la
restriccién que observamos fue por otro tipo de modificacién al DNA.
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Figura 7: Gel con las digestiones del DNA del fago TO4 (A) TO2 y (B) TO3. (C) Para los geles, Ay B el
orden de los carriles es como sigue: En el primer carril se encuentra el marcador de peso molecular que
corresponde al DNA del fago A digerido con Pstl. El segundo carril es el DNA del fago silvestre, sin
digerir. En el tercer carril se muestra el DNA del fago sin metilar digerido con Sacl. Carril 4: DNA del
fago propagado en la cepa con la metilasa SaclM sin digerir. Carril 5: DNA del fago propagado en la
cepa que expresaba SaclM y digerido con Sal IR. Carril 6: DNA del fago propagado en la cepa que
expresaba SaclM y digerido con SaclIR. Carril 7: DNA del fago silvestre digerido con Sal IM. Carril 8:
DNA del fago que fue propagado en la cepa que expresaba SallM sin digerir. Carril 9: DNA del fago que
fue propagado en la cepa que expresaba Sal IM digerido con SacIM. Carril 10: DNA del fago que fue
propagado en la cepa que expresaba SallM, digerido con Sall. En el gel C el primer carril corresponde al
marcador de peso molecular, los carriles 2, 3y 7 corresponden al DNA del fago silvestre, propagado en
1326saclM y propagado en 1326sallM sin digerir. Los carriles 4 y 8 contienen DNA del fago silvestre
digerido con Sacl y Sall respectivamente. Los carriles 5 y 6 contienen DNA del fago propagado en
1326saclM digerido con Sall y Sacl respectivamente. Los carriles 9 y 10 corresponden al DNA del fago
propagado en 1326sallM y digerido con Sacl y Sall respectivamente.



42

7.3.2 Fagos cuyo DNA si fue metilado

En el caso del fago TO1 se observd que la metilacion habia sido efectiva (figura
8). Los carriles 6 y 10 corresponden a el DNA del fago metilado con M.Sall y
digerido con Sall, y metilado con M.Sphl y digerido con Sphl. En el caso del
primero, se observa que el DNA estd casi completamente protegido de la
restriccion por la metilacion de M.Sall. También en el carril 10 se muestra que,
aunque hay un poco de digestion, la mayoria del DNA no se digirié por la
metilacion del mismo sitio. La digestion parcial observada en los carriles 6 y 10
puede compararse con los carriles 3y 7, respectivamente, donde se ve el DNA del

fago sin metilar digerido por las mismas enzimas.

En el caso del DNA del fago $C31, se puede observar el carril 6, muestra que el
DNA del fago propagado en 1326salM y digerido con Sall, hay muy poca
digestion. Esto quiere decir que los sitios de Sall fueron metilados. Por otro lado,
en el carril 10 se muestra el DNA del fago ¢C31 propagado en 1326sphM vy
digerido con Sphl. Al mostrarse una total digestion, nos dimos cuenta que no se
estaba metilando el DNA de éste fago en los sitios Sphl.

Aunque en este fago habiamos observado restriccion, es posible que ésta se deba

a la fosforotioacion, y no a la metilacion.
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Figura 8: Gel de electroforesis donde se muestra que el DNA del fago TO1 fue el Unico
gue se metilé tanto en los sitios Sall como en los Sphl (A) mientras que ¢C31 sélo en
los sitios Sall (B). En el gel A se muestra: carril 1: marcador de peso molecular que
corresponde al DNA del fago A digerido con Pstl. Carril 2: DNA del fago sin metilar, sin
digerir. Carril 3: DNA del fago sin metilar digerido con Sall. Carril 4: DNA del fago
propagado en la cepa 1326salM sin digerir. Carril 5: DNA del fago propagado en la cepa
1326salM y digerido con SphIR. Carril 6: DNA del fago propagado en la cepa 1326salM
y digerido con Sall. Carril 7: DNA del fago sin metilar digerido con Sphl. Carril 8: DNA
del fago que fue propagado en la cepa 1326sphM sin digerir. Carril 9: DNA del fago que
fue propagado en la cepa 1326sphM digerido con Sall. Carril 10: DNA del fago que fue
propagado en la cepa 1326sphM Sphl. En el gel B se muestra lo siguiente: primer carril,
el marcador de peso molecular. Los carriles 2-4 contienen DNA del fago silvestre sin
digerir, digerido con Sall y digerido con Sphl, respectivamente. Los carriles 5-7
contienen el DNA del fago propagado en 1326sallM sin digerir, digerido con Sall y
digerido con Sphl, respectivamente. A su vez, los carriles 8-10 contienen el DNA del
fago propagado en la cepa 1326sphlM sin digerir, digerido con Sall y digerido con Sphl,
respectivamente.

Estos resultados nos mostraron que hay algunos fagos cuyo DNA si se modificé al
ser propagados en cepas gue expresan las metilasas y otros que no. También, los
resultados obtenidos hasta aqui con los fagos TO1 y ¢C31, parecen indicar que
aunque haya metilacibn, no provoca una restriccion fuerte por parte de S.

coelicolor M145.
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7.4 Pruebas de restriccion en una cepade S. coelicolor sin fosforotioacién

Para verificar si, efectivamente en el caso de los fagos TO1 y TO2 la poca
restriccidbn que se observaba era debido a la fosforotioacién, decidimos obtener
una cepa de S. lividans que careciera del cluster dndA-E, que codifica las enzimas
responsables de esta modificacién. Para ello, introdujimos el gen sco4631 el cual
codifica una nucleasa de restriccion de DNA metilado y fosforotioado en S.
lividans 1326. Lo anterior se realizé introduciendo por medio de una conjugacion el
plasmido pMS81+sco4631 a partir de la cepa E. coli ET12567/pUZ8002. En un
estudio previo se observé que el sistema de fosforotioacion es incompatible con la
nucleasa codificada por sco4631 y que, al introducir este gen, las colonias
sobrevivientes habian perdido el cluster dndA-E debido a la incompatibilidad y a
gue el cluster dndA-E se localiza dentro de un elemento ICE que puede perderse
con relativa facilidad. Observamos que, al introducir el plasmido pMS81+sc04631,
s6lo habia unas pocas colonias exconjugantes, en comparacién con una

conjugacion control en la que se introdujo solamente el vector pMS81 (figura 9B).

Para confirmar si efectivamente las colonias sobrevivientes a la introduccién del
gen sco4631 habian perdido el cluster dndA-E responsable de la fosforotioacion,
se analizaron mediante PCR utilizando un par de oligonucleétidos (LplF y Ep1R)
(He X. et. al. 2007) que amplifican un fragmento de 725 pares de bases solamente
en el caso de que ya no se encuentre presente el cluster. Para eso obtuvimos
DNA genbémico de varias colonias que habian sobrevivido y realizamos las
reacciones de PCR para verificar que se amplificara ese fragmento. En la figura
9A, en el carril 5 observamos que una de las cepas que probamos, efectivamente

amplificaba el fragmento esperado de 725 pb (figura 9B).

Posteriormente, una vez que aseguramos que esta cepa de S. lividans (a la que
llamamos IB91) no tenia el cluster dndA-E, propagamos los fagos para que su
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Figura 9: A: Reacciones de PCR para demostrar la pérdida del cluster dndA-E. En el primer carril se
mustra el marcador de peso molecular que corresponde al DNA del fago A digerido con Pstl. Los
carriles A-D muestran las reacciones de PCR realizadas a cuatro diferentes colonias exconjugantes;
se puede observar que solamente la colonia del carril D amplificé el fragmento esperado con un
tamafio de 125 pb. B: se muestra la incompatibilidad de S. lividans 1326 con el gen de la
endonucleasa sco4631. A la izquierda se muestra el crecimiento de S. lividans 1326 al introducir el
vector vacio. A la derecha se muestra el crecimiento al introducirse sco4631. Las pocas colonias
gue sobrevivien probablemente es porque perdieron el cluster dndA-E o al gen sco4631.

DNA no presentara fosforotioacion, y finalmente hicimos pruebas de restriccion

sé6lo con los fagos propagados en la cepa IB91.

Mediante éstas pruebas, pretendiamos observar si la relacion M145/1326
mantenia una diferencia de hasta dos 6rdenes de magnitud, como ya habiamos
observado. Si la restricciébn que causaba esta diferencia efectivamente se debia a
gue el DNA de los fagos estaba fosforotioado, los fagos propagados en la cepa
IB91 infectarian de manera muy similar a S. coelicolor M145 y a S. lividans 1326,
obteniendo una relacién cercana a 1. Al igual que en las demas pruebas, también
esperabamos que la relacion 1B61/1326 diera como resultado un nimero cercano
a 1y que larelacion M145/IB61, IB61 se comportara muy similar a 1326.
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En el fago TO1 habiamos visto que la relacion M145/1326 daba una diferencia en
la cantidad de UFPs/mL de hasta dos 6rdenes de magnitud. Segun lo que
observamos en la tabla 10, esta diferencia se redujo un orden de magnitud. La
relacion M145/IB61, como se esperaba, presentd una relacion similar a la de
M145/1326. Finalmente, la relacion IB61/1326, muestra el resultado mas cercano

al.

M145/1326 IB61/1326 M145/I1B61

Propagado en
IB91 2x10™+ 8x107 | 5x10™+ 1x10™" | 3x10™'+ 1x10™

Tabla 10:Se muestran las relaciones obtenidas a partir de los
resultados de las pruebas de restriccion utilizando al fagos sin
metilar propagado en IB91.

En el caso de TO2, observamos algo muy similar. Anteriormente, habiamos visto
gue en la relacién M145/1326 se podia ver que los fagos silvestres infectaban mas
(por una mayor cantidad de UFP/mL) a M145 que a 1326, y esta diferencia era de
hasta dos 6rdenes de magnitud. Cuando utilizamos los fagos que se propagaron
en la cepa IB91, la diferencia en UFPs se redujo a un orden de magnitud, como se
ve en la tabla 11: la relacién M145/1326 muestra esto ultimo. Ademés, como se
esperaba, la relacién IB61/1326 fue muy cercana a 1, lo cual quiere decir que
ambas cepas son igual de permisivas (no hay efecto de la restriccién en IB61)
También se puede observar que la relacibon M145/IB61 es muy similar a
M145/1326, lo cual corrobora que el sistema de restriccion no actia en 1B61.

M145/1326 IB61/1326 M145/IB61

Propagado en IB91
2.48x10+ 3.4x107 1.62+1.32 3x1071+ 9.14x107

Tabla 11:Se muestran las relaciones obtenidas a partir de los resultados de
las pruebas de restriccion utilizando el fago sin metilar y sin fosforotioar TO2
propagado en IB91
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Estos resultados nos demostraban que la restriccion de dos 6rdenes de magnitud
observada en los fagos TO1 y TO2 se debia so6lo en parte a la fosforotioacion,

pues la restriccion sélo se alividé un orden de magnitud.

7.5 Obtencién de cepas con mayor esxpresion de las metilasas M.Sacl,
M.Sall y M.Sphl utilizando el promotor inducible Pyipa.

Después de probar si el DNA de los fagos se estaba metilando efectivamente,
observar que en la mayoria de los casos esto no ocurria, se decidié obtener cepas
gue expresaran las metilasas sacM, salM y sphM bajo un promotor fuerte e
inducible, el promotor Pgpa. Para ello, los genes se clonaron en el vector de
expresion plJ6902 (tabla 2).

Los fragmentos que contenian al gen de cada metilasa se obtuvieron mediante
PCR utilizando fragmentos de DNA con los que ya se contaba en el laboratorio; en
todos los casos se introdujo un sitio de Ndel que contiene el coddn de inicio, para
poder clonarlos bajo el control del promotor fuerte Pypa . Inicialmente los productos
se clonaron en pBluescript ISK+, y posteriormente los fragmentos se transfirieron
al plasmido plJ6902. Finalmente, los diferentes derivados de plJ6902 con las
genes de las metilasas clonadas se introdujeron por medio de conjugacion a partir
de E. coli ET12567/pUZ8002 en S. lividans IB91. Esto se hizo con el fin de que las
cepas que expresaran las metilasas no fosforotioaran el DNA de los fagos, y sélo

se observara el efecto de la metilacion.

Para verificar que las metilasas se estuvieran expresando eficientemente en las
cepas 1326plJsacM, 1326plJsalM y 1326sphM, se obtuvieron cultivos de cada
cepay se indujo

la expresion del promotor Pipa con tioestrepton. Finalmente se obtuvo el DNA
gendmico para verificar si las cepas podian metilar su propio DNA.
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Figura 10: DNA gendmico de cepas de S. lividans IB91 los plasmidos plJ6902salM, plJ6902sacM y plJ6902sphM. A: El
primer carril contiene el DNA del fago A digerido con Pstl.. El segundo y el tercer carril (wt) contienen en DNA de S.
lividans 1326, sin digerir y digerido con Sacl, respectivamente. Los carriles del 4-7 contienen el DNA de IN91plJsaciM
obtenido después de la induccion con thioestrepton (Thio), digerido con las enzimas que se muestran en la parte superior.
B: Igual que en A pero con DNA de la cepa IB91plJsallM. C: igual en A pero con DNA de la cepa IB91plJsphIM. En el
caso de B y C se purificé también el DNA de las cepas sin induccidn de tioestreptén (Thio).
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Como se puede observar en la figura 10, practicamente no hay digestion de DNA
gendmico con una determinada enzima de restriccion, en el caso de la induccién
del gen de la metilasa correspondiente, en comparacion con el DNA de la cepa
silvestre, o de la digestion con las otras enzimas. Lo anterior indica una buena
metilacion del DNA gendmico al inducir los genes de las metilasas. Curiosamente
en el caso de las metilasas M.Sall y M.Sphl las metilasas parecen estar
expresandose aun sin la induccion con tioestrepton, como si el promotor tuviera

una expresion basal significativa.

Una vez comprobado que los genes de las metilasas se estaban expresando
adecuadamente en estas cepas se propagaron los fagos en ellas, en condiciones
donde dichos genes estaban completamente inducidos (es decir con tioestrepton
5ug/mL). Para comprobar si el DNA de los fagos se habia metilado eficientemente,
se purificd el DNA de los fagos propagados en las diferentes cepas, y se hicieron
digestiones con las enzimas correspondientes. Los resultados se pueden observar
en las figuras 11y 12.
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Figura 11: se muestran los resultados de las digestiones del DNA de los fagos propagados en las
cepas que expresaban las metilasas bajo el promotor fuerte Py,a. EI gel A corresponde al fago
TO2, el gel B al fago TO3 y el gel C al fago TO4. El orden de los carriles en todos los casos es:
Carril 1: marcador de peso molecular. Carril 2, 3 y 4: DNA de los fagos no metilados sin digerir,
digerido con Sacl y Sall respectivamente. Los carriles 5. 6 y 7 contienen DNA purificado de los
fagos que se propagaron en 1326plJsaclM sin digerir, digerido con Sall y digerido con Sacl ,
respectivamente. Los carriles 8, 9 y 10 contienen DNA purificado de fagos propagados en la cepa
1326plJSallM sin digerir, digerido con Sacl y digerido con Sall, respectivamente. Como se puede
ver en los carriles 7 y 10 de todos los geles, el DNA, aunque esté propagado en las cepas que
metilan, se digiere con su respectiva enzima de restriccion.
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Los carriles 7 y 10 de cada gel muestran el DNA propagado por la cepa que
expresa la metilasa Sac IM y SallM digeridas con su respectiva enzima de
restriccion. Esperabamos que, al expresarse la metilasa, el DNA de los fagos con
los sitios de reconocimiento para cada enzima se metilaria y la enzima de
restriccibn no podria digerirlo. Sin embargo, en estos carriles se muestra que
aunque las metilasas se expresen en gran cantidad, el DNA de estos fagos no
puede ser protegido. Las digestiones de los carriles 7 y 10, presentan el mismo
patron que el DNA del fago silvestre digerido con las mismas enzimas (carriles 3 'y
4). Los carriles 6 y 9 muestran que el DNA purificado de los fagos propagados en
las cepas que expresan las metilasas estan limpios y pueden ser digeridos con la
otra enzima. Los fagos que se metilaron fueron el TO1 y ®C31 (figura 12). Esto ya
lo habiamos visto utilizando las cepas que expresan las metilasas bajo su propio
promotor. Sin embargo, como se observa en el carril 7, el DNA de TO1 propagado
por 1326plJsalM se digiere con Sall. Esto fue inesperado, pues esperabamos que
el DNA no se digiriera por la metilacion. En el caso de ®C31, también se observa
algo de digestion, pero no completa. Esto quiere decir que con SallM expresada
bajo su propio promotor si puede metilar en DNA de éste fago, pero con la
metilasa SallM bajo el promotor Pgpa, € DNA parece metilar menos. En cambio, en
el carril 10 en el gel Ay 9 en el B, en el que el DNA del fago propagado en
1326plJsphIM y digerido con Sphl practicamente no hay digestién. De hecho, con
el DNA del fago propagado por 1326sphiM el DNA parecia digerirse muy poco o
nada, pero mas que el DNA propagado en 1326plJsphlM. Esto queria decir que en
esta ultima cepa, la metilacion del DNA parecia ser mas efectiva. Los resultados
anteriores muestran que la falta de metilacién del DNA de los fagos no se debio a
una pobre expresion de los genes de las metilasas, sino que es una caracteristica

intrinseca de cada fago.
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A B
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Figura 12: se muestran los resultados de las digestiones del DNA TO1 (A) y ®C31 (B) propagado
s en las cepas que expresaban la metilasa bajo el promotor Pya.: Carril 1: marcador de peso
molecular. Carril 2, 3 y 4: DNA de los fagos silvestres sin digerir, digeridos con Sall y Sphl,
respectivamente. Los carriles 5. 6 y 7 contienen DNA purificado de los fagos que se propagaron
en 1326plJsallM sin digerir, digerido con Sphl y Sall , respectivamente. Los carriles 8, 9 y 10
contienen DNA purificado de fagos propagados en la cepa 1326plJSphIM sin digerir, digerido con
Sall y Sphl, respectivamente. En el gel B solo cambian los carriles 6 y 7, en los que hay DNA del
fago propagado en 1326plJsallM y digerido con Sall y Sphl, respectivamente.

A partir de la ultima observaciéon, se volvieron a hacer pruebas de restriccion
utilizando sélo a los fagos que se propagaron en 1326plJsphM, los cuales
parecian tener el DNA mejor metilado que los que se propagaron en 1326sphM.
Esto se hizo con el fin de ver si la restriccibn a estos fagos cambiaba en S.
coelicolor M145. Los resultados de estas pruebas se muestran en la tabla 13 y 14.



M145/1326

IB61/1326

M145/IB61

Sin metilar

1x10™" + 6x10°

7x10™"+ 6x10™*

2x10™"+ 1x10™*

Propagado el
1326pldsphM

1x107+ 5x10°

6x10"+ 1x10™

2x107"+ 1x10™7

Taba 13: En esta tabla se muestran los promedios de tres repeticiones de las pruebas de restriccion
utilizando al fago TO1 propagado en la cepa 1326plJsphIM. Se muestra en la relacién M145/1326
gue practicamente no hay ninguna restriccion, ya que el resultado de las relaciones usando el fago

sn metilar y el fago metilado, dan lo mismo.
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Lo que pudimos observar fue que practicamente no hay restriccion. Ya habiamos
visto que aunque el fago no tuviera en su DNA modificaciones causadas por la
fosforotioacion, se veia una restriccibn de un orden de magnitud mayor
aproximadamente al propagar el fago sin metilar. Lo mismo sucedié con esta
prueba, y al propagar el fago que ya habiamos comprobado que tenia los sitios de
Sphl metilados, no hubo ninguna diferencia. A su vez, en la relacion I1B61/1326,
como se esperaba, obtuvimos resultados cercanos a 1. Finalmente, la relacién
M145/1B61 fue muy similar a la de M145/1326 ya que el sistema de restriccion de
IB61 se comporta de manera muy similar al de 1326.

J1928/1326

Sin metilar

3.139+ 1.2x107

Propagado en

1326plJsphM 3.18+ 2.6

Taba 14: En esta tabla se muestran los promedios de tres repeticiones de las pruebas de restriccion
utilizando al fago ®C31 propagado en la cepa 1326plJsphIM.

En la tabla 14 podemos observar los resultados al propagar el fago con el DNA
metilado en S. coelicolor J1928 y S. lividans 1326. Al compararlos con los
resultados obtenidos utilizando el fago sin metilar, podemos ver que no hay ningin
efecto debido a la metilacion.
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7.6 Comprobacién de la necesidad de un receptor glicosilado de los nuevos

fagos para infectar.

El fago ®C31, el mas conocido de los actinofagos, necesita de un receptor
glicosilado para poder infectar a sus hospederos. Para verificar si esta
caracteristica la presentaban los fagos aislados en este trabajo, se hizo una
prueba de infeccion en S. coelicolor IB11, la cual es una cepa mutante carente de
la enzima responsable de la glicosilacion de proteinas (la protein-manosil
transferasa, o Pmt). Si observdbamos placas en las cajas donde se propagaron
los fagos con ésta cepa, queria decir que no era necesaria la glicosilacion para la
infeccion. En cambio, si no se observaban placas, queria decir que sin
glicosilacion, los fagos no eran capaces de infectar. Como se ve en la figura 13

todos los fagos aislados en éste trabajo fueron capaces de infectar a S. coelicolor

IB11. ®C31 en cambio, no fue capaz de hacerlo, como era de esperarse.

®C31+ I1B11 TO1l +1B11 TO2 +1B11

TO3 +1B11 TO4 +1B11

Figura 13: se muestra que todos los fagos fueron capaces de infectar la cepa S. coelicolor IB11, la cual no
es capaz de glicosilar, excepto el control negativo ¢C31.
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8. Discusion de resultados

El objetivo de este trabajo consistidé en determinar si el sistema de restriccion de
DNA metilado (es decir de tipo IV) de S. coelicolor es un sistema eficiente para
contener la infeccion de fagos cuando estos contienen DNA metilado. Para
resolver esta pregunta, se aislaron diversos fagos capaces de infectar a esta
especie y que contenian en su genoma mdltiples sitios para diferentes sistemas de
metilacion, con el fin de contar con estos fagos tanto con su genoma metilado

como sin metilar.

Una de las observaciones que los resultados de este trabajo nos permitio realizar,
fue que el DNA de los actinofagos con los que trabajamos no se metilaba
eficientemente in vivo con las metilasas de tipo Il M.Sacl, M.Sall y M.Sphl. Estos
son sistemas provenientes de otras especies del género Streptomyces por lo que
es posible que dichos fagos puedan de forma natural adquirir estas
modificaciones. Esto es importante, pues los trabajos previos sobre el sistema de
restriccion de DNA metilado de S. coelicolor se muestran el efecto de la
restriccidbn sobre plasmidos, los cuales fueron modificados eficientemente in vivo
por los sistemas de metilacion de Escherichia coli Dam, Dcm y Hsd. En este caso
se demostré que S. coelicolor restringe fuertemente el DNA metilado de estos
plasmidos (Gonzalez-Cerdn et. al., 2009).

Una de las diferencias al metilar el DNA plasmidico y el DNA del fago es el tiempo
en el que ambos materiales genéticos se encuentran en contacto con las
metilasas expresadas dentro de las bacterias; en el caso de los plasmidos, éstos
permanecen dentro de su hospedero, y se replican al mismo tiempo que éste
replica su genoma, de tal manera que estan constantemente en contacto con las
metilasas expresadas, por lo que es mas probable que éstas metilen sus sitios de
reconocimiento. Por otro lado, el DNA del fago, después de ser introducido en la
célula, se replica y es posteriormente encapsulado dentro de la capside para
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formar un nuevo fago maduro, el cual posteriormente saldra del hospedero (ciclo
litico). Esto quiere decir que el tiempo en el que el DNA del fago recién duplicado

puede estar en contacto con las metilasas celulares, es mucho mas limitado.

Una posible explicacién para la falta de metilacion eficiente del DNA fagico era la
baja expresion de los genes que codifican las metilasas M.Sacl, M.Sall y M.Sphl
especialmente en las cepas construidas inicialmente, en las que la expresion
depende de los propios promotores de los genes. Una baja expresion ocasionaria
gue los niveles de estas enzimas fueran limitantes. Para eliminar esta posibilidad,
se hicieron las construcciones en las que la expresion de los genes de las
metilasas depende de un promotor muy fuerte e inducible, el promotor Pypa. De
esta forma obtuvimos las cepas 1326plJsacliM, 1326plJsalilM y 1326plJsphiM. A
partir de éstas, pudimos observar que sélo la cepa que expresa la metilasa M.Sphl
tiene una actividad aparentemente mayor al expresarse bajo el promotor inducible
Pripa, pues los genomas de los fagos TO1 y ®C31 se metilaron mejor al
propagarse en la cepa 1326plJsphiIM. En cambio, la expresion de la metilasa
M.Sall bajo ese promotor parecié resultar menor que en la cepa en la que el gen
para esta metilasa se expresaba de su propio promotor ya que el fago TO1 se
metil6 completamente al propagarse en la cepa 1326salM, pero no al propagarse
en 1326plJsallM. Por otra parte, la metilasa M.Sacl en ningun caso pudo metilar
sus sitios de reconocimiento en el DNA de los fagos. Como control se observé que
en todos los casos el DNA gendmco de estas cepas se metilaba casi en su
totalidad, ya que era practicamente resistente a la digestién por las enzimas de
restriccién correspondientes. Es decir, que la incapacidad de las cepas de metilar
ineficientemente al DNA, solamente se presentaba sobre el DNA fagico.

Aungque la expresion de las metilasas en las cepas 1326saclM, 1326sallM,
1326sphiM, 1326plJsallM, 1326plJsaciM y 1326plJsphIM metilaron efectivamente
el DNA del hospedero, en la mayoria de los casos sallM y saclM no metilaron el
DNA de los fagos. Una posibilidad para explicar la diferencia entre la metilacion

completa del DNA gendmico y la metilacion incompleta del de los fagos, es que el
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DNA de las cepas estuvo constantemente en contacto con las metilasas mientras
que el DNA de los fagos estuvo en contacto con dichas enzimas solamente el
tiempo en que su DNA se replica activamente hasta el momento de su
empaquetamiento dentro de las cépsides. Es decir, que dentro de las células en
un tiempo muy corto se sintetiza una gran cantidad de DNA fagico, que se replica
activamente y las metilasas podrian no alcanzar a metilarlo en todo ese tiempo.
Esto podria también explicar por qué algunos de los genomas de los fagos si se
metilaron, ya sea con las metilasas bajo su propio promotor o bajo el promotor
inducible Pipa Ya que es probable que no todos los fagos tengan el mismo tipo de
propagacion. Esto querria decir que los fagos que si se metilaron probablemente
tienen un tiempo de replicacibn mayor y/o un tiempo de maduracion mayor que

aquellos que no se metilaron.

Se han hecho estudios en el fago T4 de E. coli, por lo que se sabe que la sintesis
de DNA de éste fago comienza 6 minutos después de la infeccién a 30°C. El
namero de equivalentes del genoma en la célula aumenta de 40-80 veces en 12
minutos, que es cuando empieza la maduracion (Birge, E. 2006). Por otro lado, un
estudio con el actinofago ®C31 muestra que la sintesis de DNA aumenta
alrededor de 10 minutos después de que este es inducido por temperatura
(Rodriguez, A. et al. 1986), pero no se sabe cuanto tiempo dura ésta etapa hasta
la maduracién. No obstante, no se han hecho estudios comparando la velocidad
de la replicacion del DNA entre diferentes fagos que puedan confirmar que hay
algunos cuyo DNA pueda estar mas tiempo en contacto con las metilasas
expresadas por el hospedero. De cualquier manera, en todos los casos el ciclo de
replicacion de los genomas de los fagos se presenta durante un tiempo muy corto,
en el que se sintetiza una cantidad muy grande de DNA.

Otra posibilidad que podria provocar que algunos fagos se metilen y otros no, es el
tamafio del genoma del fago. Aunque éstos se repliquen a la misma velocidad, si
el genoma de uno es mas grande que el de otro, posiblemente no sea metilado
efectivamente. Adicionalmente, una posibilidad para explicar las diferencias en
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metilacion podria ser en niumero de copias de cada fago que se produce en cada
ciclo, ya que un fago que sintetice menos copias de su genoma tendra una mayor
posibilidad de ser metilado que un fago que sintetice muchas mas copias. Sin
embargo, estas dos posibilidades son poco probables ya que los fagos que no se
metilaron, mostraron digestiones completas de su DNA, y no parciales (como seria
en el caso de no estuvieran completamente metilados), y los que si se metilaron lo
hicieron casi en su totalidad, por lo que es probable que haya otra explicacién para
la falta de metilacion del genoma de los fagos

Algunos estudios en los fagos T7 y T3 de E. coli han revelado que codifican en su
genoma proteinas que evitan la metilacion. En el caso de T7 la proteina Ocr
impide que el DNA del fagos sea metilado por metilasas tipo I. Por otro lado, el
fago T3 tiene la proteina Ocr con un dominio de S-adenosilmetionina hidrolasa que
también bloquea la actividad de las metilasas tipo I. Sin embargo, también se sabe
gue el fago T7 contiene sitios dam y dcm gue no son metilados o0 que apenas son
metilados. No se sabe cual es la causa de esto ultimo. (Kruger et. al., 1988). De
acuerdo con esto, otra posible causa de que el DNA de los fagos TO2, TO3y TO4
de éste estudio no se metilen, es que contengan algin mecanismo para evitar la
metilacion, como pudiera ser una proteina que interfiriera con la actividad de las
metilasas. Esto seria interesante ya que hay pocos reportes de que esto suceda, y
también hay poca informacion sobre qué mecanismos podrian ser los que actdan

para evitar la metilacion de DNA en los fagos.

A pesar de las dificultades para obtener fagos con DNA metilado, si fue posible en
el caso de los fagos TO1 y ®C31, lo que nos permitié observar cual era el efecto
del sistema de restriccion metil-especifico de S. coelicolor sobre los mismos, lo
cual era el objetivo principal de este trabajo. Estos experimentos nos mostraron
gue S. coelicolor no fue capaz de restringir fuertemente la entrada de los fagos
TO1l y ®C31 cuando su DNA fue metilado, en comparacion con los mismos
cuando su DNA no se encontraba metilado. Esta observacion fue inesperada y

contrasta con estudios anteriores que demuestran que S. coelicolor restringe muy
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fuertemente la entrada de plasmidos que han sido metilados in vivo por los
sistemas Dam, Dcm y Hsd, o in vitro por diferentes metilasas de tipo Il comerciales
(Gonzélez-Cerdn et al., 2009). Por otro lado, también hay evidencia de que hay
enzimas de restriccion tipo IV que son capaces de restringir la infeccion de fagos
con DNA modificado (Xu, S. et. al. 2011.) Sin embargo, los resultados de las
pruebas de restriccidbn en este caso, nos mostraron que al menos para estos dos
fagos, el sistema de S. coelicolor no actua eficientemente. Ademas, en el caso de
TO1, parte de la restriccion observada se debe a otra modificacién realizada por
S. lividans, como es la fosforotioacion, mas que a la metilacion. La actividad de
restriccion sobre DNA modificado por fosforotioacién ya habia sido reportada en
una de las endonucleasas metil-especificas de S. coelicolor, la ScoA3McrA, que
es capaz de reconocer sitios fosforotioados en el DNA y cortarlos. (Liu G. et. al.,
2010). Aunque esto no habia sido reportado para fagos, nuestro trabajo demuestra
que el sistema de restriccion de S. coelicolor también es capaz de restringir DNA
fosforotioado in vivo. Alun asi, la restriccion que ejerce sobre éste tipo de

modificacién es débil, como en el caso de la metilacién.

Debido a la escasa restriccion que se observé hacia los fagos con DNA metilado,
podemos decir que en esta bacteria, el sistema de restriccion no funciona como un
sistema de defensa eficiente contra la infeccion por fagos. La mayor restriccion
gue vimos fue de un orden de magnitud. Adicionalmente, la desviacién estandar
en las pruebas de infeccion fue alta, lo cual pudo deberse, entre otras cosas, a
gue se usaron diferentes stocks de esporas y, en algunos casos, de fagos. Sin
embargo, lo que en ningun caso observamos fue una restriccion fuerte debida

exclusivamente a la metilacion.

Se reporté que la actividad del sistema de restriccion de S. coelicolor con la
enzima de restriccién SauUSI de Staphylococcus aureus sobre el DNA del fago A
modificado por Dcm es de al menos 4 6rdenes de magnitud (Xu, S., 2011). Por

otro lado, al compararlo con la actividad de las enzimas de restriccion tipo |, 11 y I,
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estos pueden restringir el DNA de fagos hasta 5 6rdenes de magnitud (Blumenthal
y Cheng, 2002).

Hay que resaltar que los experimentos realizados en este trabajo se hicieron de tal
manera que pudiéramos observar fenbmenos que pueden ocurrir naturalmente en
el suelo, durante la interaccion de la bacteria con los fagos, ya que se utilizaron
sistemas de metilacion presentes en especies de Streptomyces. Por esto,
creemos que es muy probable que pueda haber en el suelo fagos metilados en
sitios Sall, Sacl y Sphl infectando a S. coelicolor de forma natural. En el caso de
estudio con plasmidos metilados (Gonzéalez-Cerén et al., 2009) éstos fueron
introducidos en forma artificial mediante transformacion de protoplastos, utilizando
sistema de metilacion de E. coli. Estas diferencias entre infeccion con fagos y
transformacion artificial con plasmidos pudiera contribuir a las diferencias

observadas en cuanto a la fuerza de la restriccidn ejercida por S. coelicolor.

La fuerte restriccion que el sistema tipo IV de S. coelicolor ejercié contra el
plasmido pSET152 metilado pero no contra el DNA fagico metilado podria deberse
a una diferencia fundamental entre el comportamiento de ambos DNAs una vez
gue estan dentro de la célula. El plasmido pSET152 es un vector integrativo, que
no se replica en Streptomyces, el cual contiene el gen int para la integrasa
proveniente del fago ®C31, y ademas contiene el sitio de recombinacién attP del
fago. Por su parte, varias especies de Streptomyces contienen un locus attB en
su genoma (Combes P. et al. 2002), lo cual quiere decir que este plasmido se
integra en el genoma de S. coelicolor vy, por lo tanto, se replica junto con él. Al
entrar el plasmido pSET152 a la célula, primero debe expresarse el gen int que
codifica la integrasa que provoca la recombinacion entre el attP del plasmido y el
attB del cromosoma. Una vez integrado, el plasmido debe de ser replicado junto
con el cromosoma, por lo que hasta ese momento se mantiene metilado. La
duracion de este proceso podria permitir que, mientras se expresa la integrasa, el
plasmido es integrado al genoma y se replica, las enzimas de restriccion
especificas de DNA metilado podrian actuar cortandolo y por esto se puede
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observar un efecto fuerte del sistema de restriccién. Por otra parte, como se
menciono previamente, se ha observado que el DNA fagico comienza a replicarse
rapidamente al entrar a la célula y aumenta el nimero de genomas fagicos 10
minutos después de la infeccion. Esto quiere decir que hay un margen de tiempo
mucho menor en el que las enzimas de restriccion del hospedero pueden actuar
sobre el DNA del fago metilado después de que éste infecta a la célula. Una vez
gue el DNA fagico se replica, aunque sélo sea una vez, el DNA ya no estaria
metilado y por lo tanto el sistema de restriccion ya no podria degradarlo.

Otra diferencia que podemos resaltar entre las pruebas con fagos y plasmidos, es
el numero de sitios de reconocimiento dentro de plasmidos (pSET152) como de
los fagos, y la diferencia de éstos sitios (en el trabajo de plasmidos Dam, Dcm vy
Hsd y en fagos Sacl Sall y Sphl). No obstante, segun el trabajo de Gonzélez-
Ceron et al. (2009), la cantidad de sitios metilados en pladsmidos no esta

relacionada con la fuerza de la restriccion.

También se ha encontrado que el fago T4 tiene un gen que codifica para la
proteina IPI, la cual se une a la proteina GmrSD (encargada de degradar DNA con
citosinas hidroximetiladas) e impide que ésta degrade el DNA fagico modificado
(Rifat, D., et al. 2008). Esto abre la posibilidad de que los fagos utilizados en este
trabajo, cuyo DNA se encuentra metilado, puedan contener algin gen que
codifigue para una proteina que impida el reconocimiento o la degradacién de su
DNA.

Hay evidencia de que los sistemas de restricciéon contra DNA metilado provocan
una fuerte incomptaibilidad con distintos sistemas de metilacion, lo que ha llevado
a algunos autores a plantear que se trata de elementos genéticos “egoistas”, que
evitan el establecimiento de sistemas de metilacién en las células en las que se
expresan (Fukuda et. al. 2008., Liu et. al. 2010., Raleigh y Wilson, 1986.) En el
laboratorio del Dr. Luis Servin se han hecho estudios que demuestran la
incompatibilidad del sistema de restriccion metil-especifico de S. coelicolor con
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metilasas de sistemas de modificacidn-restriccion de tipo Il, ya que al intentar
introducir el gen sphM (que codifica M.Sphl) en S. coelicolor se observd que esto
era imposible, ya que la células morian. En cambio, al introducir la misma metilasa
en S. lividans, ésta podia expresarse y modificar el DNA gendmico. También se
observd incompatibilidad al introducir el gen de S. coelicolor sco5333 (el cual
codifica una enzima de restriccion especifica de DNA metilado), en S. lividans
junto con el gen saclM (Martinez-Morales, A., datos no publicados).
Recientemente también se encontré que el gen sco5330 es incompatible con la
expresion de la metilasa Dam (la cual metila adeninas) (Cadena-Sandoval, 2014),
y con la expresion de la metilasa M.Sall (la cual también metila adeninas)
(Martinez-Morales, datos no publicados). Asimismo, la expresion de la metilasa
Dam en S. coelicolor es letal debido nuevamente a la incompatibilidad con la
metilasa codificada por el gen sco5330 (Cadena-Sandoval, 2014).

Los resultados obtenidos en este trabajo apuntan a que efectivamente el papel de
las enzimas pertenecientes al sistema de restriccibon de DNA metilado de S.
coelicolor no constituyen una defensa eficiente contra el ingreso de fagos con DNA
metilado. Sin embargo, hace falta estudiar con mayor profundidad el
comportamiento del sistema de restriccion de S. coelicolor, antes de definir si se

comporta mas como un sistema genético egoista que como un sistema de defensa
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9. CONCLUSIONES

« EI sistema de restriccibn metil-especifico de S. coelicolor restringe
pobremente la infeccion de fagos con DNA metilado en sitios Sall y Sphl.
Esto quiere decir que no funciona de manera efectiva como una defensa en
contra de la infeccion por fagos.

« EI sistema de restriccion de S. coelicolor reconoce y restringe la
fosforotioacion en el DNA de fagos.

» La permisividad a la metilacion de su DNA es fago-especifica.

» Parece que algunos fagos tienen un mecanismo intrinseco que impide que

su DNA sea metilado en sitios Sall y Sacl.
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10. PERSPECTIVAS:

* Analizar el genoma de los fagos que no pudieron ser metilados para
compararlo con la secuencia del gen ocr, y ver la posibilidad de que estos
fagos tengan una proteina homologa.

* Analizar el genoma de los fagos que no fueron efectivamente restringidos,
para estudiar la posibilidad de que contengan un gen homélogo a ip1l.

» Aislar una mayor cantidad de actinofagos para determinar si la evasion de

la metilacién es un fendmeno generalizado.
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12. ANEXOS:

1. Medios de cultivo y Buffer

DNA (Difco Nutrient Agar)

DNA 2349

Agua desionizada 100 mL

SNA (Soft Nutrient Agar)
DNB 0.8¢
Agar 05¢g

Aforar en 100 mL con agua Milli-Q

DNB
DNB 0.8
En 100 mL de agua Milli-Q

MS

Manitol 29
Harina de Soya 249
Agar 0.2g

Aforado a 100 mL agua Milli-Q

YT2X

Bacto triptona 1649
Extracto de levadura 1 g
NacCl 05¢g

Aforado a 100 mL agua Milli-Q

LB + sacarosa 25%
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Bacto triptona 1lg
Extracto de levadura 05¢
NaCl 1lg
Sacarosa 259

Aforado a 100 mL agua Milli-Q

Buffer SM

Tris-HCI (1M, pH 7.5) 2mL
Mg.SO4 (1M) 0.1 mL
NacCl (5M) 2 mL
Gelatina 0.1g

Aforado a 100 mL agua Milli-Q

Buffer TE
Tris-HCI (10 mM, pH8) 0.5mL
EDTA-Sodio (1 mM, pHS8) 0.4 mL

Aforar a 100 mL agua Milli-Q

2. Protocolos utilizados

Protocolo 1: Aislamiento de fagos nuevos de Streptomyces

1. Mezclar en un matraz una pequefa cantidad de suelo (10 g) con 20 ml de
DNB, 100 pL de esporas de Streptomyces, glucosa 0.5% y Ca(NOs3), 4 mM.
Incubar toda la noche a 30°C en agitacion.

Vaciar el contenido del matraz en tubos de centrifuga de 20 mL.

Centrifugar a 10000 rpm durante 10 min.

a k» 0N

Transferir el sobrenadante a otro tubo de 20 mL vy filtrarlo a través de un
filtro estéril de 0.45 um, usando una jeringa de 10 mL, dentro de un tubo
con tapa de rosca

6. Diluir 0.1 mL del filtrado hasta 10 en SM.
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7. Plaguear 0.1 mL de las muestras diluidas y sin diluir con 20 yL de esporas
en 2.5 ml de SNA.

8. Incubar toda la noche.

Protocolo 2: Ensayos de placa

1. Diluir la suspension de fagos (stock) en series de 10 en buffer SM.

2. Tomar 0.1 mL de cada diluciébn y mezclarlas con las esporas de la cepa
indicadora y SNA.

3. Verter ésta mezcla en cajas de Petri con medio DNA (Difco Nutrient Agar) y
remover hasta que cubra toda la superficie.

4. Dejar reposando durante 5-10 min.

5. Invertir las cajas y dejar incubando toda la noche a 30°C.

6. Contar las placas al siguiente dia.

Protocolo 3: Aislamiento de placa

1. Se toma una placa que esté perfectamente aislada y se succiona con una
pipeta Pasteur estéril. Se transfiere a 1 ml de buffer SM. Se deja reposando
durante 2 horas a temperatura ambiente. Al terminar, el SM se utiliza para

un segundo round de aislamiento usando el sistema de ensayo de placa.

Protocolo 4: Obtencién de stocks con un titulo alto

1. Diluir 0.1 mL de una suspensién de fagos en series de 10 hasta llegar a 10
usando Buffer SM.

2. Mezclar 0.1 ml de cada muestra con esporas y SNA.

3. Verter ésta mezcla en cajas Petri con DNA y remover hasta que cubra
uniformemente la superficie.

4. Dejar reposando de 5.10 min.
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5. Incubar toda la noche a 30°C.

6. Al dia siguiente inundar con 2.5 mL de Buffer SM las dos cajas que

contengan las placas casi confluentes.

7. Dejar reposar 2 horas a temperatura ambiente.

Pipetear el Buffer de las cajas vy filtrarlo a través de un filtro estéril de 0.45
pm usando una jeringa de 10 mL, dentro de un tubo de rosca.
Guardar a 4°C.

Protocolo 5: Purificacién de DNA de fago

Crecer fagos durante toda la noche en capas de SNA con las esporas
hospederas en 6 cajas inoculadas con 0.1 ml de una dilucién del stock de
fago en Buffer SM que de placas casi confluentes.

Usando una espatula, raspar la capa de SNA y colocarla en 25 mL de DNB
en tubos de centrifuga de plastico. Succionar con una pipeta de 10 mL

varias veces. Dejar reposar a temperatura ambiente durante 2 horas.

3. Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min para remover el agar.

4. Verter el sobrenadante en tubos de ultracentrifuga de 30 mL y centrifugar a

8.
9.

50,000 rpm durante 30 min para sedimentar los fagos.

Descartar el sobrenadante y agregar 2 mL de SM con RNAasa 40 pg/mL
incubar el una incubadora orbital por 20 min.

Transferir a un tubo de vidrio y agregar 400 uL de mezcla SDS; incubar a
70°C durante 30 min.

Inmediatamente agregar 500 yuL de acetato de potasio 8M y dejar en hielo
durante 15 min.

Centrifugar a 14,000 rpm durante 30 min.

Decantar el sobrenadante en un tubo de vidrio.

10.Agregar 7 mL de TE.

11.Agregar 10 ml de isopropanol y mezclar.

12.Pasar la malla de DNA a un tubo ependorff y resuspender en 1 mL de TE.

13.Agregar 1/10 del volumen de acetato de sodio 3 M.
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14.Agregar un volumen de fenol cloroformo de tal forma que quede una

relacién 1:1.

15. Agitar en el vértex y centrifugar a 13,000 rpm durante 5 min. Sacar la fase

superior sin la interfase. Repetir hasta que la interfase quede limpia.

16.Agregar 1/10 de volumen de acetato de sodio 3 M.

17.Agregar 1 volumen de isopropanol y mezclar. Sacar todo el liquido.

18.Lavar en DNA precipitado con etanol 70%.

19.Remover el etanol y secar.
20.Resuspender en 20-100 pL de buffer TE segun la cantidad de DNA.

Guardar a -20 °C.

Protocolo 6: Transfromacién de E. coli por electroporacion

Se preparan células de E. coli electrocompetente creciendo un precultivo de
la cepa en un tubo de ensaye estéril con 3 mL de medio YT2X con los
antibidticos necesarios durante toda la noche a 37 °C.

. Posteriormente se inocula con 0.3 mL del precultivo a 20 mL de medio sOB

en un matraz Erlenmeyer con los antibidticos necesarios. Se deja crecer

hasta alcanzar una DOggonm de 0.6.

3. Se centrifuga en un tubo estéril durante 10 min a 6,000 rpm.

4. Se descarta el sobrenadante y las células se lavan con 10 ml de glicerol al

10%.

5. Se repiten 2 veces los pasos 3y 4.

6. En el ultimo lavado se deja una pequefia cantidad de glicerol para

resuspender las células.

7. Se hacen alicuotas de 50uL. Se toma una y el resto se almacenan -70 °C.

9.

A la alicuota se le agrega la cantidad de DNA necesario, se agita y se pasa
a una celda de electroporacion previamente enfriada en hielo.

Se da un pulso con el programa Ecl en el electroporador Biolabs.

10. Se le agrega 1mL de YT2X a la celda, se mezcla y se pasa a un tubo de

ensaye estéril. Se incuba a 37 °C durante 1 hora con agitacion.
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11. Se trasladan las células a un tubo eppendorff y se centrifuga durante 10

min a 6000 rpm.

12. La pastilla de células se resuspende en 0.3 ml de YT2X.
13.Se hacen diluciones de 10" y 102 Se plaquean en cajas de LB con los

antibiéticos necesarios.

Protocolo 7: Conjugacion de E. coli — Streptomyces

. Hacer un pre cultivo de E. coli ET12567/pUZ8002 que contiene el vector a

transferir, en 3ml de medio liqguido YT2X con de apramicina 50ug/mL,
cloranfenicol 25ug/mL y kanamicina 50ug/mL. Incubar toda la noche a 37°C

en agitacion.

. Inocular con el precultivo un matraz con 20mL de medio YT2Xy los mismos

antibioticos a las concentraciones arriba descritas Incubar de 4-5 horas a

37°C en agitacion hasta una DO de 600 nm.

. Centrifugar el cultivo a 6000rpm 10 min a temperatura ambiente. Retirar el

sobrenadante.

. Lavar tres veces con 20 mL de YT2X a 6,000rpm 10 min a temperatura

ambiente.

5. Resuspender el pellet en 0.3ml de YT2X.
6. Aparte, a 50uL de una preparacién concentrada de esporas de S. lividans

1326, dar un choque térmico a 50°C por 10 min.

. Juntar las esporas de S. lividans con E. coli resuspendida en YT2X. Hacer

-1 -2
diluciones 10 y 10 .

. Plaquear en medio MS con MgCl, 10mM.

. Incubar a 30°C y a las 18-20 horas inundar la superficie de las cajas de

conjugacion con 1 mL de agua estéril que contiene 25uL de acido nalidixico

y 20pL de apramicina.
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Protocolo 8: Obtencion de stocks de esporas de Streptomyces

1. Se inocula en cajas petri con medio MS y antibidtico de ser necesario,
esporas de manera confluente y se dejan incubar a 30°C durante una semana
0 hasta que hayan esporulado perfectamente.

2. A cada caja se le agregan 5 ml de agua estéril y se cosechan las esporas
con el asa bacteriolégica.

3. Se recupera el agua con las esporas y se pasa por un filtro. De ser
necesario se afiade agua al filtro para recuperar todas las esporas.

4. Elfiltrado se centrifuga en un tubo estéril a 3500 rpm durante 10 min.

5. Se elimina el sobrenadante y se repite el paso 4.

6. Se elimina el sobrenadante y se resuspenden las esporas en un columen

adecuado de glicerol al 20%. Se almacena en un vial a -20°C.

Protocolo 9: Purificacion de DNA genomico de Streptomyces.

1. inocular un tubo con 3 ml de medio LB-sacarosa con 15 pl de esporas. Se
deja incubar durante 36-40 horas a 30°C.

2. se centrifuga 10 min. a 13200 rpm. Se elimina el sobrenadante y el pellet se
resuspende en 500 pL de una solucién de lisozima (2.5 mg/mL) entre
25mM.

3. Seincuba a 37°C hasta que se observe viscoso y translicido.

4. Se afaden 200 pL de solucion de Kirby 2x y se agita vigorosamente.

5. Se afiade 1 volumen de fenol/cloroformo y se agita. Se centrifuga 10 min. a
13200 rmp.

6. Se transfiere la fase auosa a un tubo limpio sin interfase.

7. Repetir los pasos 5y 6 las veces que sea necesario hasta que la interfase
se vea limpia.

8. Tomar la fase acuosa en un tubo limpio y afadir 1/10 de volumen de
acetato de sodio 3M y un volumen de isopropoanol.
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9.

Recolectar el DNA y eliminar el sobrenadante.

10.Resuspeder el DNA en TE 10mM pH=8 y agregar RNAsa a una

concentracion final de 40 ug/mL. Dejar incubando 1 hora a 37°C.

11.Una vez resuspendido repetir los pasos 5 y 6 hasta obtener una interfase

limpia.

12.Precipitar agregando 1/10 del volumen de acetato de sodio 3M y 1 volumen

de isopropanol.

13. Recolectar el DNA y eliminar el sobrenadante. Resuspender en un volumen

adecuado de TE.

Protocolo 10: Purificacién de fragmentos de DNA en geles de agarosa de

bajo punto de fusidn.

1.

Correr un gel de agarosa de bajo punto de fusiéon al 0.6 % durante toda la
noche y tefir con bromuro de etidio 1 pg/mL. lluminar el gel con luz UV de
onda larga y cortar las bandas deseadas procurando ser lo mas preciso
posible.

Se funde el fragmento del gel en un tubo ependorff a 65-70 °C durante 10
min. Se calcula el volumen y se afiade 1/10 de NaCl 5M. Se mezcla y se
deja 5 min mas a la misma temperatura.

Saturar fenol con NaCl de la siguiente manera: mezclar en un ependorff 100
pL de NaCl 5M, 400 pl de agua y 500 pL de fenol. Centrifugar 1 min, retirar
la fase acuosa y dejar el fenol a 37 °C.

Colocar la agarosa a 37 °C durante 5 minutos. Afiadirle el fenol saturado 2/3
de su volumen e inmediatamente agitar en el vortex. Centrifugar en la
microfuga 5 minutos y transferir la fase acuosa a un tubo limpio.

Afnadir al fenol 90 pL de TE y 10 puL de NaCl 5M. Agitar en el vortex.

6. Centrifugar 2 minutos y transferir la fase acuosa a la anterior.

Anadir un volumen de fenol cloroformo a la fase acuosa, agitar en el vortex

y centrifugar durante 2 min.



77

8. Pasar la fase acuosa a un tubo limpio y repetir el paso anterior pero solo
con cloroformo.

9. Transferir la fase acuosa a un tubo limpio y agregar 1 volumen de
isopropanol. Para aumentar la cantidad de DNA recuperado afiadir 1 pL de
glucégeno. Mantener a -20 °C durante al menos 2 horas.

10. Centrifugar en la microfuga a 14,000 rpm durante 10 min, y extraer el
sobrenadante cuidadosamente. Secar la pastilla.

11.Resuspender en un volumen adecuado de TE.

Protocolo 11: reaccion de ligacion:

1. En un tubo eppendorf se agregan: 2 yuL de amortiguador de ligasa t4 5X, el
vector, el inserto, 1 pL de Ligasa T4HC y se lleva a un volumen final de 10 pL con
agua desionizada.

2. Se agita y se da un pulso en la microfuga y se deja reposar toda la noche a
temperatura ambiente.

3. Para transformar E. coli se precipita agregando 1 uL de glucégeno, 1/10 de
volumen de acetato de sodio 3M y 1 volumen de isopropanol.

4. Se dejareposar 2 horas a -20°C.

5. Se centrifuga 10 min a 13200 rpm y se deshecha el sobrenadante.

6. Se deja secando el pellet 5 min. a 50°C y se resuspende en un volumen
adecuado de agua desionizada.

7. Se procede con la transformacion.
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Protocolo 12: Minipreparaciones de DNA plasmidico

. De un cultivo de toda la noche se toman 1.5 ml y se pasa a un tubo

ependorff estéril, para centrifugarlo 5 min. a 6000 rpm.

. Resuspender el pellet de células en 200 yL de Tris 25mM, EDTA 25mM

pH=8y, para Streptomyces, 2mg/mL de lisozima.

. Para E, coli se incuba 5 min. a temperatura ambiente, y para Streptomyces

se incuba a 37°C hasta que la suspension se vea transllcida y viscosa.

. Se agregan 400 pL de NaOH 0.2N, SDS 1%. Se mezcla perfectamente

hasta que se vea transparente y viscoso. Se incuba por 10 min.

. Se agregan 300 pL de acetato de potasio 3M pH=4.8 y se mezcla muy bien.

Debe de observarse un precipitado blanco y debe perder la viscosidad.

. Para Streptomyces se centrifuga 5 min a 13200 rpm y el pellet se descarta.

Se agrega posteriormente 400 pL de fenol/cloroformo. En el caso de E. coli
se agrega directamente el fenol/cloroformo, se agita en el vortex y se
centrifuga 3 min a 13200 rpm.

. La fase acuosa se pasa a otro tubo y se le agrega 1mL de etanol absoluto

frio. Se deja 5 minutos precipitando.

. Se centrifuga 10 min a 13200 rpm. Se retira el sobrenadante y el precipitado

se resuspende en 50uL de TE (10mM tris, 10mM EDTA a ph=8) y se le
agregan 150 pL de acetato de sodio 4M pH=6. Se mezcla y se deja al
menos una hora a -20°C.

. Se centrifuga durante 10 min a 13200 rpm. El sobrenadante se pasa a un

tubo limpio y se resuspende en 45 uL de TE 10mM. Se afaden 200 ul de

isopropanol y se deja precipitar por 10 min.

10.Se centrifuga 10 min a 13200 rpm. Se elimina el sobrenadante y el pellet se

resuspende en 45 puL de TE 10mM. Se agregan 5 L de acetato de sodio M
pH=6 y 125 pL de etanol absoluto frio. Se deja 10 min precipitando.

11.Se centrifuga por 10 min a 13200 rpm, se elimina el sobrenadante y se

resuspende el pellet en 25 uL de TE 10 mM.
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