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Resumen y palabras clave

Ante la crisis global de salud publica provocada por la resistencia a los antibiéticos, los
bacteriéfagos han surgido como una alternativa terapéutica prometedora. Sin embargo, su
aplicacion eficaz requiere un conocimiento profundo de los mecanismos moleculares que regulan
su ciclo de vida, incluyendo novedosos sistemas de comunicacién viral como Arbitrium en el fago
SPB.

En el presente trabajo se ha abordado la caracterizacion estructural, bioquimica y funcional
de la proteina YonN del fago SP, una proteina de tipo HU-like cuya funcion en la organizacion
del ADN viral no habia sido previamente descrita en detalle. Para ello, se integraron
aproximaciones de modelado estructural mediante AlphaFold, técnicas de clonacién molecular,
expresion heterdloga en Escherichia coli y purificacion proteica mediante cromatografia de
afinidad (IMAC) y exclusién molecular (FPLC), junto con el analisis de la interaccion proteina—
ADN mediante ensayos de desplazamiento electroforético (EMSA) bajo distintas condiciones
topoldgicas y de concentracion.

Los resultados obtenidos muestran que YonN presenta una elevada afinidad por el ADN,
evidenciada por la co-purificacion de ADN endégeno del hospedador durante los procesos de
purificacion, lo que sugiere una interaccion estable y persistente con material genético. Los
ensayos EMSA indican que YonN es capaz de interaccionar con distintas conformaciones de
ADN sin una preferencia marcada por la topologia, generando desplazamientos en todos los
sustratos analizados, aunque acompanados de patrones de unién difusos y formacion de
complejos heterogéneos. En comparaciéon con su homélogo bacteriano HU-like HBsu, YonN
presenta un comportamiento menos definido y dependiente de la concentracion en términos de
formacién de complejos discretos.

En conjunto, estos resultados permiten establecer que YonN es una proteina con una
fuerte capacidad de interaccion con el ADN, aunque con un comportamiento de uniéon complejo
y heterogéneo, posiblemente influido por la presencia de ADN co-purificado y por la naturaleza
intrinseca de sus interacciones. Este trabajo amplia el conocimiento sobre proteinas HU-like
codificadas por fagos y contribuye a la comprension de los mecanismos de organizacion del
genoma viral, aportando informacion relevante para el estudio de sistemas fagicos y su potencial
aplicacién en el desarrollo de estrategias biotecnolégicas frente a infecciones bacterianas
resistentes.

Palabras clave: YonN, bacteriéfagos, sistema Arbitrium, proteinas HU-like, interaccién
proteina—ADN, regulacién viral, SPB, resistencia a antibioticos.



Abstract and keywords

In the context of the global public health crisis driven by antibiotic resistance,
bacteriophages have emerged as a promising therapeutic alternative. However, their effective
application requires a deep understanding of the molecular mechanisms regulating their life cycle,
including novel viral communication systems such as the Arbitrium system in phage SPp.

This work focuses on the structural, biochemical, and functional characterization of the
SPpB-encoded protein YonN, a HU-like protein whose role in viral genome organization has not
previously been described in detail. To this end, structural modeling using AlphaFold, molecular
cloning, heterologous expression in Escherichia coli, and protein purification by immobilized metal
affinity chromatography (IMAC) and size-exclusion chromatography (FPLC) were combined with
protein—DNA interaction analysis using electrophoretic mobility shift assays (EMSA) under
different topological and concentration conditions.

The results show that YonN exhibits a high affinity for DNA, as evidenced by the persistent
co-purification of host-derived endogenous DNA during purification processes, suggesting a
stable and sustained interaction with genetic material. EMSA assays indicate that YonN is able
to interact with different DNA conformations without a strong topological preference, producing
shifts across all tested substrates, although accompanied by diffuse binding patterns and the
formation of heterogeneous complexes. In comparison with its bacterial HU-like homolog HBsu,
YonN displayed a less defined and less concentration-dependent behavior in terms of discrete
complex formation.

Overall, these findings indicate that YonN is a protein with strong DNA-binding capacity,
although its interaction behavior appears complex and heterogeneous, possibly influenced by co-
purified DNA and the intrinsic nature of its binding properties. This work expands the current
understanding of phage-encoded HU-like proteins and contributes to elucidating mechanisms of
viral genome organization, providing relevant insights for the study of phage systems and their
potential biotechnological applications against antibiotic-resistant bacterial infections.

Keywords: YonN, bacteriophages, Arbitrium system, HU-like proteins, protein—DNA
interaction, viral regulation, SP, antibiotic resistance.
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1. INTRODUCCION

1.1. Laresistencia a los antibiéticos como crisis global de salud pUblica

La resistencia a los antibi6ticos se ha consolidado en las ultimas décadas como una de
las amenazas mas graves para la salud publica global en el siglo XXI (European Centre for
Disease Prevention and Control, 2022; GBD 2021 Antimicrobial Resistance Collaborators, 2024;
Matee, 2026). Lo que en un principio se percibi6 como un fendmeno limitado a algunas
infecciones bacterianas se ha convertido en un problema estructural, donde cada vez mas
microorganismos son capaces de sobrevivir a tratamientos que anteriormente resultaban
eficaces y seguros (World Health Organization, 2025; Zavaleta-Monestel et al., 2025). Este
fenémeno, conocido como resistencia a los antimicrobianos (AMR) (Abraham & Chain, 1940),
reduce progresivamente las opciones terapéuticas disponibles y compromete la seguridad de
intervenciones médicas esenciales, desde procedimientos quirdrgicos rutinarios hasta
tratamientos oncoldgicos intensivos (Flynn & Guarner, 2023; Sora et al., 2026).

Los datos epidemiolégicos mas recientes subrayan la magnitud de esta crisis sanitaria
(Flynn & Guarner, 2023). A nivel mundial, la importancia de esta crisis ha sido documentada por
organismos de referencia como la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) a través de su
sistema GLASS, los cuales han mostrado que una proporcion cada vez mayor de infecciones
bacterianas confirmadas en laboratorio presentan resistencia a tratamientos antibiéticos
convencionales antes efectivos, con tendencias al alza en multiples regiones del planeta,
principalmente Europa y Africa y una tasa de crecimiento interanual que aumenta entre el 5% y
el 15%, alcanzando cifras preocupantes (Salam et al., 2023; World Health Organization, 2025).

Segun estimaciones preliminares publicadas en 2025, mas del 17% de las infecciones
bacterianas comunes en humanos presento resistencia a tratamientos antibiéticos basicos en el
afo 2023 (World Health Organization, 2025), lo que pone de manifiesto no solo el incremento
cuantitativo de la resistencia antimicrobiana, sino también su progresiva consolidacion como un
problema de alcance global. Esta tendencia se ve reforzada por los datos de vigilancia
internacional, donde se observa un aumento sostenido en el nimero de paises que participan en
los sistemas globales de monitorizacion de la resistencia antimicrobiana a lo largo de los ultimos
afios (European Centre for Disease Prevention and Control, 2022).

Desde 2016, la participacion internacional se ha incrementado de forma notable (Figura
1), multiplicandose el nimero de paises implicados, lo que refleja un mayor compromiso global
frente a esta amenaza (World Health Organization, 2025). No obstante, este avance no es
homogéneo, ya que persisten brechas significativas en regiones del continente americano
(Américas) y el Pacifico Occidental, lo que sugiere una subestimacion del problema en
determinadas areas y refuerza la necesidad de estrategias coordinadas y globales para abordar
eficazmente la resistencia a los antibidticos (World Health Organization, 2025).
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Figura 1. Evolucion del nUmero de paises que reportaron datos sobre resistencia a los antimicrobianos (AMR)
al sistema GLASS por region de la OMS de 2016 a 2023 (World Health Organization, 2025).



En Europa, la situacion no es menos critica. Los datos del European Centre for Disease
Prevention and Control (2022) indican que mas de 35 000 muertes son atribuibles cada afio en
el espacio paneuropeo a infecciones causadas por bacterias resistentes, una cifra comparable
en magnitud a otras grandes enfermedades infecciosas como la tuberculosis o el VIH y que
supone un desafio persistente para los sistemas de salud de los estados miembros (European
Centre for Disease Prevention and Control, 2022). Este incremento de la resistencia bacteriana
no solo se traduce en un mayor nimero de muertes, sino también en un aumento considerable
de la carga econdmica y social (Ahmad & Khan, 2019; World Bank, 2017).

En Espafia, la resistencia antimicrobiana también ha tenido un impacto notable. Informes
recientes asocian miles de muertes anuales a infecciones resistentes, y estimaciones proyectan
un aumento significativo de este nimero si no se implementan adecuadamente estrategias de
vigilancia, uso racional de antibidticos y desarrollo de nuevas terapias (Murray et al., 2022;
O’Neill, 2016; Penalva et al., 2025). La pérdida de eficacia terapéutica de medicamentos que han
sido piedra angular de la medicina moderna implica mayores costes sanitarios, prolongacion de
hospitalizaciones, necesidad de terapias mas costosas o toxicas, y un incremento de la
mortalidad asociada a infecciones que en otras épocas eran facilmente tratables (Friedman et al.,
2016).

La resistencia a los antibiéticos ha dejado de ser una preocupacion localizada o sectorial
para constituirse en una crisis abierta de alcance global, con implicaciones médicas, sociales,
econdmicas y cientificas que requieren estrategias integradas y multidisciplinarias (Robinson
et al., 2016). La identificacion de nuevas alternativas terapéuticas, el desarrollo de estrategias de
prevencion y la investigacion basica y aplicada en biotecnologia y microbiologia se convierten en
pilares fundamentales para mitigar esta amenaza creciente y preservar la eficacia de los
tratamientos antibiéticos para futuras generaciones.

1.2. Bacteriéfagos como alternativa terapéutica frente a la resistencia
antimicrobiana

Ante el avance sostenido de la resistencia a los antibiéticos y la disminucién progresiva de
opciones terapéuticas eficaces, la comunidad cientifica y los sistemas de salud han intensificado
la busqueda de alternativas antimicrobianas innovadoras. En este contexto, el uso de
bacteri6fagos ha resurgido como una estrategia prometedora para el control de infecciones
causadas por bacterias multirresistentes (Furfaro et al., 2018; Liu et al., 2024).

Los bacteriofagos, son virus que infectan de manera especifica a bacterias y representan
las entidades biol6gicas mas abundantes del planeta, con presencia en practicamente todos los
ecosistemas (Dion et al., 2020). Estan formados por un genoma de ADN o ARN encapsidado en
una estructura proteica y dependen completamente de la maquinaria celular bacteriana para su
replicacion (Garza Velasco et al., 2024). Tras reconocer receptores especificos en la superficie
bacteriana, los fagos inyectan su material genético en la célula hospedadora y pueden seguir
dos estrategias principales: un ciclo litico, que culmina con la producciéon de nuevas particulas
virales y la lisis de la bacteria, o un ciclo lisogénico, en el que el genoma fagico se integra en el
cromosoma bacteriano y se replica de forma pasiva junto a él (Brady et al., 2021a; Venturini et al.,
2022). Esta capacidad para interactuar de manera selectiva y regulada con sus hospedadores
bacterianos ha convertido a los bacteriéfagos en modelos de estudio fundamentales para
comprender procesos de regulacion génica, evoluciéon microbiana e interacciones huésped—
patdégeno (Lavelle et al., 2023).



Los bacteri6fagos presentan una serie de caracteristicas que los convierten en
prometedores candidatos para ser agentes terapéuticos. En primer lugar, su alta especificidad
permite atacar cepas bacterianas concretas sin afectar de forma significativa a la microbiota
beneficiosa del hospedador, a diferencia de los antibiéticos de amplio espectro (Sulakvelidze
etal.,, 2001). Esta propiedad reduce el riesgo de disbiosis y de aparicion de infecciones
secundarias, un problema frecuente asociado al uso prolongado de antibiéticos convencionales
(Duan et al., 2019; Kabwe et al., 2022). Por otra parte, los fagos poseen una capacidad de
replicacion dependiente del huésped, lo que implica que su accién se amplifica Unicamente en
presencia de la bacteria diana (Abedon etal.,, 2021). Este comportamiento autorregulado
contrasta con la farmacocinética de los antibiticos clasicos y permite, en teoria, mantener
concentraciones terapéuticas efectivas de manera localizada (Loc-Carrillo & Abedon, 2011).

Desde el punto de vista de la sostenibilidad, el uso de bacteri6fagos se alinea con
estrategias de control antimicrobiano mas respetuosas con el medio ambiente. Los bacteriéfagos
son entidades bioldgicas naturales, ampliamente distribuidas en ecosistemas acuaticos y
terrestres, y su produccion puede realizarse con un impacto ambiental reducido en comparacion
con la sintesis y el uso masivo de antibidticos quimicos (Dion et al., 2020).

No obstante, la implementacion generalizada de la terapia con bacteriéfagos plantea
importantes desafios cientificos y técnicos. Entre ellos se encuentran la necesidad de
comprender en profundidad los mecanismos moleculares que regulan el ciclo de vida de los
fagos, su interaccion con la bacteria hospedadora y la expresion génica viral durante la infeccién.
La eficacia y seguridad de los bacteriéfagos como agentes terapéuticos dependen, en gran
medida, de una regulacion precisa de estos procesos, lo que subraya la importancia de la
investigacion basica en biologia molecular y virologia bacteriana.

1.3. Regulacion de la decisiéon lisis-lisogenia mediante el sistema
Arbitrium

El sistema Arbitrium representa uno de los mecanismos reguladores mas reveladores
descritos en bacteriéfagos en los ultimos afios, al introducir un modelo de comunicacioén viral
dependiente de la densidad de infeccion. Este sistema fue identificado inicialmente en
bacteriéfagos que infectan bacterias del género Bacillus y supuso un cambio conceptual en la
comprensidon de cédmo los fagos toman decisiones colectivas respecto a su ciclo de vida (Erez
etal., 2017).

A nivel molecular, el sistema Arbitrium esta compuesto por tres elementos principales: el
péptido sefial AimP, el receptor y regulador transcripcional AimR, y el gen regulado AimX (Figura
2). Durante la infeccion, el fago expresa AimP, que es procesado y secretado al medio
extracelular. La acumulacion progresiva de este péptido en el entorno refleja el numero de
infecciones previas en la poblacién bacteriana, asi como el numero de células portadoras del
bacteri6fago, actuando como una seial indirecta de la densidad viral (Brady et al., 2021b;
Gallego Del Sol et al., 2019, 2022).

Figura 2. Modelo del mecanismo del sistema Arbitrium para la tfoma de decisiones de lisis-lisogenia (Shang
et al., 2025).



Una vez internalizado por nuevas bacterias infectadas, AimP interacciona directamente
con AimR, provocando un cambio conformacional que altera su capacidad de unién al ADN. En
ausencia del péptido sefial, AimR se encuentra en una conformacion activa que le permite unirse
a secuencias especificas del ADN y activar la transcripcion del gen AimX. La expresion de AimX
se ha asociado con la promocién del ciclo litico, favoreciendo la replicacion viral y la lisis de la
célula hospedadora (Guan et al., 2019; Kohm et al., 2025).

Por el contrario, cuando la concentracion intracelular de AimP es elevada, su union a AimR
inhibe la interaccion de este con el ADN, reprimiendo la expresion de AimX y favoreciendo la
entrada en el ciclo lisogénico (Shang et al., 2025). De este modo, el sistema Arbitrium permite al
fago integrar informacion sobre infecciones previas y ajustar su estrategia replicativa de forma
coordinada a nivel poblacional (Figura 3). Este mecanismo evita la explotacion excesiva del
hospedador cuando la densidad de fagos es alta, contribuyendo a la estabilidad a largo plazo de
la poblacion viral (Kohm et al., 2025).
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Figura 3. Regulacion de la decision lisis-lisogenia mediante el sistema Arbitrium en base a la acumulaciéon del
péptido AimP (Kohm et al., 2025).

La interpretacién mas clasica establece que desde un punto de vista regulador, el sistema
Arbitrium constituye un circuito genético relativamente simple, pero altamente eficiente, en el que
un unico factor de transcripcion central, AimR, actia como nodo regulador (Brady et al., 2023).
No obstante, la visién actual del sistema Arbitrium apunta hacia un modelo regulador mas
complejo, en el que la actividad de AimR no depende exclusivamente de su interaccion con el
operador canoénico del promotor de AimX (Gallego Del Sol et al., 2019). Diversos estudios han
puesto de manifiesto que, a medida que se profundiza en su analisis, el sistema Arbitrium
presenta un nivel de complejidad considerablemente mayor del inicialmente descrito.

Lejos de constituir un mecanismo regulador simple y lineal, los bacteriéfagos parecen
integrar de forma coordinada multiples sefiales adicionales durante el proceso de infeccion,
relacionadas tanto con el estado metabdlico de la bacteria hospedadora como con la actividad
de distintos sistemas regulatorios celulares. Entre estos destacan los mddulos toxina/antitoxina,
como MazE/MazF (Figura 4), que han sido implicados en la modulacién de la respuesta celular
al estrés y en la toma de decisiones relacionadas con la supervivencia bacteriana (Cui et al.,
2022). En este contexto, el sistema Arbitrium debe entenderse como parte de una red reguladora
amplia, dinamica y altamente interconectada, en la que la sefializacion mediada por AimP—AimR
se integra con otros mecanismos moleculares para permitir un control mas fino y contextual de
la decision entre los ciclos litico y lisogénico, adaptandose de manera eficiente a las condiciones
ambientales y fisioldgicas del hospedador (Guler et al., 2024; Zamora-Caballero et al., 2024).



P E mazE mazF

Transcription then

translation of the Growth arrest
mazE/mazF operon

Cellular stress
mRNA

-~ [ Jﬁ AN\ =D
- [\ \/\/ w7
g" MazF relieved I vy =
L from inhibition Y /, —_— Translation

00
Degradation of mRNA degradation

MazE at ACA sequences Blocked translation

Figura 4. Esquema modelo del sistema toxina-antitoxina MazF/MazE bacteriana (Al-Hinai et al., 2012).

La creciente complejidad atribuida a la regulacién de la decisién lisis—lisogenia pone de
manifiesto la necesidad de ampliar el foco mas alla de los componentes centrales del sistema
Arbitrium. La identificaciéon de proteinas adicionales codificadas por el fago, potencialmente
implicadas en la modulacion de la actividad de AimR o en la organizacién del ADN viral, sugiere
que estos elementos podrian desempefar funciones clave en la integracion de sefales y en el
ajuste fino de la expresion génica durante la infeccion.

Comprender el papel de estas proteinas asociadas no solo resulta esencial para descifrar
los mecanismos moleculares que gobiernan el ciclo de vida del fago, sino que también es un
paso necesario para poder explotar de forma racional el potencial biotecnolégico y terapéutico
de los bacteriéfagos. En este contexto, la caracterizacion funcional de estos componentes
emergentes adquiere un valor estratégico tanto desde una perspectiva basica como aplicada.

1.4. Potencial de YonN en la regulacion de la interaccion fago-bacteria
y control génico viral

Entre las proteinas codificadas por el bacteri6fago SPB cuya funcion no ha sido
completamente caracterizada, YonN emerge como un candidato especialmente relevante en el
contexto de la regulacion génica viral. YonN ha sido clasificada como una proteina asociada al
nucleoide y pertenece a la familia de proteinas HU-like, un grupo de proteinas altamente
conservadas en bacterias que desempefian un papel central en la organizacién estructural del
genoma (Stojkova et al., 2019). Estas proteinas se caracterizan por su capacidad de unirse al
ADN bicatenario de forma mayoritariamente no especifica y de modificar su conformacion
mediante la inducciéon de curvaturas pronunciadas, compactacion local y, en determinados
contextos, la formacion de bucles de ADN (Stojkova & Spidlova, 2022).

En bacterias, las proteinas HU-like actian como reguladores arquitectdonicos globales,
influyendo indirectamente en procesos fundamentales como la transcripcion, la replicacién y la
respuesta al estrés, al modular la accesibilidad del ADN a otros factores proteicos (Vis et al.,
1995). En Bacillus, la proteina HBsu constituye el principal representante de esta familia y es
esencial para la viabilidad celular, dado su papel clave en el mantenimiento de la estructura del
nucleoide y en la regulacién global de la expresion génica (Karaboja & Wang, 2022). Desde un
punto de vista estructural y bioquimico, YonN presenta similitudes significativas con HBsu, lo que
sugiere una posible conservacion de funciones arquitectdnicas basicas (Figura 5). Sin embargo,
estudios funcionales han demostrado que YonN no puede sustituir a HBsu en la bacteria
hospedadora, indicando que ambas proteinas no son funcionalmente equivalentes. Esta
evidencia sugiere que YonN podria haber evolucionado para cumplir funciones especificas en el
genoma del fago, adaptadas a las necesidades regulatorias virales durante la infeccion (Ross &
Setlow, 2000).
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Figura 5. Modelo de la proteina YonN unida a una doble cadena de DNA obtenido mediante AlphaFold.
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Las proteinas HU-like suelen presentar una unién al ADN dominada por interacciones
electrostaticas, con una afinidad modulable en funcién de la conformacion del ADN y del contexto
celular (Schwab & Dame, 2025). Esta caracteristica permite que actuen como moduladores
dinamicos de la arquitectura gendmica, facilitando o restringiendo el acceso de factores de
transcripcion a regiones diana (Dame, 2005). En el caso de YonN, esta capacidad sugiere que
podria desempefiar un papel como modulador arquitecténico del ADN viral, contribuyendo a la
organizacioén estructural del genoma y, de forma indirecta, a la regulacion de la expresién génica
del fago. Aunque estos mecanismos han sido ampliamente caracterizados en bacterias, su
estudio en fagos sigue siendo limitado, lo que plantea interrogantes relevantes sobre su funcion
durante la infeccion (Collier et al., 2011; Dame, 2005; Ge et al., 2025).

Figura 6. Modelo tedrico de la intervencién de YonN en el complejo AimR-ADN.

Asimismo, YonN podria interactuar funcionalmente con otras proteinas codificadas por el
fago (Figura 6), como AimR, un regulador transcripcional perteneciente al sistema Arbitrium
implicado en la decision entre los ciclos litico y lisogénico. AimR reconoce secuencias especificas
localizadas en regiones promotoras del genoma fagico, formadas por dos repeticiones invertidas
conservadas de 6 pb (ATCACT en SP y variantes relacionadas como ATGTTC en otros fagos
de la familia) separadas por un espaciador de aproximadamente 25 pb. Esta arquitectura resulta
especialmente llamativa, ya que se desvia de la separacidn mas habitual observada en
numerosos sistemas reguladores bacterianos, donde los sitios de unién suelen encontrarse
separados por alrededor de una vuelta completa de la hélice de ADN (~10 pb). La gran distancia
entre ambas secuencias reconocidas por AimR se relaciona con la organizacion estructural del
dimero y con la necesidad de mantener una conformacién extendida del ADN para permitir la
unioén simultdnea de ambos dominios de reconocimiento (Gallego Del Sol et al., 2019).

La posible interaccion de YonN con AimR sugiere su participacion en redes regulatorias
mas amplias, donde su actividad no solo dependeria de la unién al ADN, sino también de
interacciones proteina—proteina y de la influencia del entorno intracelular, incluyendo
potencialmente modificaciones post-traduccionales. En conjunto, estas caracteristicas situan a
YonN como un posible elemento estratégico para el control fino de la expresion génica y de la
organizacién del genoma durante el ciclo de vida del fago.



En conjunto, la caracterizacion de YonN resulta esencial para avanzar en la comprensién
de los mecanismos moleculares que gobiernan la interaccion fago—bacteria y la regulacion de la
expresion génica viral. El estudio de sus propiedades bioquimicas y funcionales permitira
dilucidar su papel como modulador arquitecténico y regulador indirecto, aportando informacién
clave para la comprension integral de la biologia reguladora de los bacteriéfagos y abriendo
posibles vias para su aplicacion biotecnoldgica y terapéutica.

Ademas, este trabajo se alinea de manera directa con los Objetivos de Desarrollo
Sostenible (ODS), concretamente con el ODS 3 (3.1, 3.2) — Salud y bienestar, al perseguir como
meta la generacién de conocimiento fundamental que contribuya al desarrollo de estrategias
innovadoras frente a las infecciones bacterianas multirresistentes. La caracterizacion bioquimica
y funcional de proteinas virales como YonN, asi como la comprension de su papel en la
regulacion génica de bacteriéfagos con potencial terapéutico, sienta las bases para la futura
aplicacién de estos sistemas como alternativas antibacterianas mas eficaces, especificas y
sostenibles, contribuyendo a la prevencion de enfermedades infecciosas y a la mejora de la salud
global.

1.5. Justificacion del trabajo

El creciente interés en los bacteriéfagos como alternativas terapéuticas frente a la
resistencia antimicrobiana ha puesto de manifiesto la necesidad de comprender en profundidad
los mecanismos moleculares que regulan su ciclo de vida y su interacciéon con la bacteria
hospedadora. Aunque sistemas como Arbitrium han aportado una nueva perspectiva sobre la
capacidad de los fagos para tomar decisiones colectivas e integrar sefiales ambientales, la
comprensiéon actual del mecanismo molecular completo de todo el proceso sigue siendo
incompleta. En particular, la mayoria de los estudios se han centrado en los componentes
principales del sistema, dejando en un segundo plano a proteinas accesorias cuya contribucion
podria resultar determinante para la regulacion de la expresion génica viral.

En este contexto, la proteina YonN se presenta como un elemento de especial interés. Su
clasificacién como proteina HU-like sugiere un papel potencial como modulador arquitectonico
del ADN, una funcién documentada en sistemas bacterianos, pero aun escasamente explorada
en bacteriéfagos. La ausencia de estudios detallados sobre las propiedades bioquimicas de
YonN, su capacidad de union al ADN, su posible regulacion mediante modificaciones
postraduccionales y su interaccidn con otras proteinas virales representa una laguna significativa
en el conocimiento actual. Abordar estas cuestiones resulta fundamental no solo para
comprender la biologia basica del fago SPB, sino también para sentar las bases de futuras
aplicaciones biotecnoldgicas o terapéuticas basadas en la manipulacion racional de sistemas
reguladores fagicos.

Por tanto, la caracterizacion estructural y funcional de YonN se justifica como un paso
necesario para avanzar en la comprension integral de la regulacion génica en bacteriéfagos y de
los mecanismos que gobiernan la interaccién fago—bacteria, contribuyendo al desarrollo de
enfoques innovadores frente a la crisis global de la resistencia a los antibioticos.

1.6. Hipotesis

La hipétesis principal del trabajo es que YonN actua como un modulador de la expresion
génica del fago mediante su capacidad de unién al ADN y de remodelacion de su estructura,
desempefiando un papel relevante en la organizacion del genoma fagico durante la infeccion. Se
plantea que esta funcién arquitecténica podria influir indirectamente en la accesibilidad del ADN
a otros reguladores transcripcionales, contribuyendo a un control mas fino y contextual de la
expresién génica viral.



Adicionalmente, se plantea la hipétesis de que la actividad de YonN puede estar regulada
por modificaciones postraduccionales, como la acetilacion de residuos de lisina, lo que permitiria
modular dinamicamente su afinidad por el ADN en respuesta a sefiales intracelulares. Asimismo,
YonN podria desempefiar un papel central en la regulacién del ciclo de vida del fago,
interactuando con otras proteinas codificadas por el fago. En estudios previos, YosL fue
identificada como una posible diana, y la actividad de AimR, dada su peculiar forma de
reconocimiento del ADN, podria verse modulada por YonN, lo que sugiere que esta proteina
participa en redes regulatorias mas amplias y complejas.

2. OBIETIVOS

El objetivo principal del presente Trabajo de Fin de Grado es llevar a cabo la
caracterizacion estructural, bioquimica y funcional de la proteina YonN del bacteriéfago SP3, con
el fin de evaluar su papel como posible modulador de la organizacién del ADN viral y de la
arquitectura genémica durante el ciclo de vida del fago.

Los objetivos especificos son los siguientes:

o Determinar la capacidad de unién de YonN al ADN, asi como su comportamiento frente
a diferentes conformaciones y condiciones de interaccién, mediante la produccion
heteréloga, optimizacion y purificacion de la proteina en su estado funcional, evaluando
su afinidad, especificidad y estabilidad de los complejos proteina—ADN formados.

e Evaluar el efecto de posibles modificaciones postraduccionales sobre la capacidad de
union al ADN de YonN, analizando su impacto en la estabilidad y modulacién de los
complejos proteina—ADN.

e Analizar la implicacién de YonN en redes de interaccion funcional con otras proteinas
reguladoras del fago, con el objetivo de comprender su papel dentro de los mecanismos
de regulacioén del ciclo viral.



3. METODOLOGIA

3.1. Andlisis bioinformdatico y prediccion estructural

Previo a la fase experimental, y con el objetivo de obtener informacién estructural y
funcional sobre las proteinas estudiadas, se realizaron distintos analisis in silico utilizando
herramientas bioinformaticas y simulaciones computacionales (descritas en detalle a
continuacioén) a partir de sus secuencias aminoacidicas. Estos incluyeron la recopilacién de
secuencias a partir de bases de datos publicas, el analisis comparativo mediante herramientas
de alineamiento y la generacién de modelos estructurales tridimensionales mediante prediccion
computacional.

Las secuencias se obtuvieron de SubtiWiki y UniProt utilizando los identificadores
correspondientes, y se verificaron mediante NCBI Protein. En UniProt se emplearon los registros
de YonN (P68573), la acetiltransferasa YfmK (034536), el regulador AimR (031927) y la proteina
asociada al ADN HBsu (P08821). Una vez obtenidas las secuencias, se realizaron analisis
comparativos mediante SIM-Alignment Tool for Protein Sequences, centrados principalmente en
YonN y HBsu, dos proteinas relacionadas con la interaccién con ADN (Michna et al., 2016;
UniProt Consortium, 2023). Este analisis permitio evaluar su grado de similitud y la conservacion
de regiones especificas, considerando ademas que HBsu puede ser acetilada por YfmK, por lo
que esta comparacién sirvid6 como aproximacion inicial para identificar posibles regiones
funcionalmente relevantes conservadas.

Las secuencias proteicas se emplearon para la prediccion de estructuras tridimensionales
mediante AlphaFold (https://alphafoldserver.com/) (Jumper et al., 2021), obteniendo modelos
tanto de proteinas individuales como de posibles complejos proteina—ADN. Estos modelos
proporcionaron una base estructural homogénea para analizar la organizacion de dominios,
superficies de interaccion y regiones implicadas en el reconocimiento del ADN. La calidad de las
predicciones se evalu6 mediante las puntuaciones de confianza pLDDT (predicted Local
Distance Difference Test), un parametro que estima la fiabilidad local de la estructura predicha
para cada residuo de la proteina en una escala de 0 a 100. Valores superiores a 90 indican
predicciones muy fiables, entre 70—90 buena confianza, 50—70 menor precision estructural y por
debajo de 50 regiones potencialmente desordenadas o flexibles. Se presté especial atencién a
las proteinas YonN, YfmK, AimR y HBsu, cuyos modelos se utilizaron como referencia estructural
para interpretar los resultados experimentales (Jumper et al., 2021; Tunyasuvunakool et al.,
2021). Adicionalmente, los modelos estructurales obtenidos fueron analizados y visualizados
mediante PyMOL (https://www.pymol.org/), lo que permiti6 examinar en detalle la organizacion
tridimensional y las superficies de interaccion.

Por otra parte, los geles obtenidos en los ensayos de interaccién proteina—ADN se
analizaron mediante el software Gel Analyzer (version 26.1) (https://www.gelanalyzer.com/),
evaluando el desplazamiento de las bandas, y mediante ImageJ (https://imagej.net/ij/), empleado
para la cuantificacion y analisis densitométrico de las sefiales observadas en los geles.

3.2. Cepas bacterianas, medios y reactivos utilizados

Las cepas bacterianas utilizadas correspondieron a cepas comerciales disponibles en el
laboratorio del Dr. Alberto Marina Moreno situado en el Instituto de Biomedicina de Valencia
(IBV). En concreto se emplearon diferentes cepas de Escherichia coli para distintos fines: DH5«
para clonacion y mantenimiento de plasmidos por su alta eficiencia y estabilidad genética, y
BL21-CodonPlus (DE3)-RIL para la expresion de proteinas recombinantes, optimizando la
traduccién de codones raros gracias a ARNt adicionales. Ambas se conservaron en alicuotas
con glicerol a —80 °C para asegurar su viabilidad y estabilidad genética.
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Para el crecimiento bacteriano, propagacién de plasmidos y expresion de proteinas
recombinantes se emplearon distintos medios de cultivo segun el objetivo experimental. El medio
Luria—Bertani (LB) se utiliz6 para el crecimiento rutinario de E. coli y la selecciéon de
transformantes, tanto en medio liquido como sdlido (suplementado con agar). Para mantener la
presion de seleccidon se anadieron antibidticos tras el enfriamiento del medio: ampicilina (100
pMg/mL) en E. coli DH5a y ampicilina (100 pg/mL) junto con cloranfenicol (33 ug/mL) en E. coli
BL21-CodonPlus (DE3)-RIL (Tabla 1).

Para los experimentos de expresion proteica se utilizé el medio de autoinduccién AIZY,
preparado a partir del medio base ZY y suplementado con fuentes de carbono y sales que
permiten la induccién progresiva de la expresion sin necesidad de inductores quimicos, ademas
de los antibidticos necesarios para mantener la presion selectiva (Studier, 2005).

Por otra parte, los tampones empleados en la purificacion y manipulaciéon de proteinas
recombinantes se disefiaron para garantizar su estabilidad, correcta unién a la resina IMAC y su
posterior elucion. El Buffer A se utiliz6 como tampdn de unién y el Buffer B como tampdn de
elucion mediante altas concentraciones de imidazol. En ambos casos se prepararon variantes
suplementadas con glicerol (10%) y TCEP (1 mM) para mejorar la estabilidad estructural y
mantener condiciones redox adecuadas. Finalmente, se utilizé un tampén de didlisis para
eliminar imidazol y sales tras la purificaciéon y equilibrar las proteinas en condiciones adecuadas
para su almacenamiento o uso experimental (Tabla 1).

Tabla 1. Composicion de los medios de cultivo y buffers empleados en los experimentos de crecimiento
bacteriano, expresién y purificacion de proteinas recombinantes.

SOLUCION COMPOSICION

Lurio-Bertani (LB) Triptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L), NaCl (10 g/L)

LB-agar LB + agar 3%
Y Triptona (10 g/L), extracto de levadura (5 g/L)
AlZY Medio ZY + NPS 20X (sulfato amdnico 66 g/L, KH,PO, 136 g/L, Na,HPO, 142 g/L), 5052 50X (glicerol 250 g/L,

glucosa 25 g/L, lactosa 100 g/L), MgSO,4 1 M (1 mL/L), antibidticos especificos
Buffer A NaCl (500 mM), Tris-HCI pH 8 (50 mM), imidazol (1 mM) + glicerol 10% + TCEP 1 mM
Buffer B NaCl (500 mM), Tris-HCI pH 8 (50 mM), imidazol (500 mM) * glicerol 10% + TCEP 1 mM

Buffer de didlisis  NaCl (250 mM), Tris-HCI pH 8 (20 mM), EDTA (0,5 mM), p-mercaptoetanol (1 mM)

3.3. Amplificacion de ADN, clonacion y construccion de plasmidos
3.3.1. Diseno y obtencion de fragmentos de ADN para los ensayos
experimentales

Con el objetivo de estudiar la interaccion de las proteinas estudiadas con el ADN, se disefid
un conjunto de fragmentos de ADN con diferentes caracteristicas de longitud, composicién y
organizacién de secuencias reguladoras. Estos fragmentos fueron pensados para permitir el
analisis comparativo de la union proteina—ADN en funcion de parametros estructurales como la
distancia entre motivos de reconocimiento, la curvatura intrinseca del ADN o el contenido en GC
(Crothers et al., 1992).
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Se empled como fragmento de referencia un ADN nombrado “Zenit” (700 pb) sin funcion
codificante conocida, utilizado como sustrato basal para las comparaciones experimentales.
Ademas, se disefiaron dos fragmentos adicionales con modificaciones en la distancia entre las
secuencias de reconocimiento de AimR: ADN Plus, en el que la separacion entre las cajas de
reconocimiento se situé a 35 pb, y ADN Minus, en el que dicha distancia se redujo hasta las 12
pb. Estos fragmentos se disefiaron y utilizaron para evaluar la longitud minima de ADN necesaria
para la unidon de YonN y determinar como el tamafio del fragmento influye en la formacién de
complejos proteina—ADN.

Adicionalmente, se incluyeron fragmentos disefiados para estudiar el efecto de las
propiedades estructurales intrinsecas del ADN sobre la interaccion proteina—ADN. Para ello, se
disefid un fragmento denominado ADN no curvado (ADNNC), caracterizado por un elevado
contenido en GC, y un fragmento ADN curvado (ADNCu), con menor contenido en GC y mayor
propension a adoptar conformaciones estructuralmente curvadas (Parks et al., 2025). Ambos
fragmentos fueron sintetizados comercialmente como gBlocks Gene Fragments
(https://www.idtdna.com/site/order/gblockentry) y se disefiaron incorporando secuencias objetivo
para T7 en sus extremos, lo que permitid6 su posterior amplificacion mediante PCR para la
obtencion de cantidades suficientes de ADN para los ensayos experimentales (Tabla 2). Estas
secuencias fueron seleccionadas a partir de literatura cientifica previa en la que se describen
fragmentos de ADN con propiedades estructurales bien caracterizadas.

Tabla 2. Secuencias de los fragmentos sintéticos de ADN (gBlocks Gene Fragments) disenados para los ensayos
de interaccion proteina—ADN.

GBLOCKS SECUENCIA
GENE
FRAGMENTS

ADN 5 TAATACGACTCACTATAGGGGGGCAATTACGGCCITITACGCGCATATICGCGCAATATCGGGCATCACTGCG
CURVADO CAATAACGCGCAATAACGCGCAAATACGGGCAAATTCGGGCATITACGGAGTGATACGGGCAAAAACGCCCT
TAAACGGGCAAATTCGCCCAATTACGGCCCGCTGAGCAATAACTAGC 37

ADN NO 5 TAATACGACTCACTATAGGGGCGGGCAATATCGCGCCCGCCATAATCGCGCGCGGCAATTACGGGCCCG

CURVADO GCTAAATATCACTCGGCAAAAACGGGCCCGGCATAAACGGGGCCGGCAAATTCGCGCCCGGCTATAACGG
GAGTIGATAATTACGCGCCCGGCTAATACGGGCGCGCCATATTCGGGCCCGGCTITATTCGCGGCCCCGCTGA
GCAATAACTAGC 3’

Como control de interacciéon con ADN natural, se amplificé un fragmento del gen ricA a
partir de ADN gendmico de Bacillus subtilis 168 mediante primers especificos, permitiendo
comparar la unién de las proteinas a secuencias naturales frente a fragmentos disefiados
experimentalmente.

Para ampliar el conjunto de secuencias disponibles en los ensayos de interaccion
proteina—ADN, se seleccionaron y amplificaron fragmentos de distintas regiones génicas del
genoma de Bacillus subtilis 168 que contenian secuencias de reconocimiento de AImR,
priorizando aquellas con cajas de unién separadas por mas de 265 pb. Los fragmentos obtenidos,
con tamarnos entre 180 y 500 pb, incluyeron las regiones YopRS (300 pb), YONX-YOPA (500
pb), YOPD-YOPE (400 pb), YozV-YobD (180 pb) y NasF—NasE (300 pb), asegurando en todos
los casos la presencia de al menos un motivo de unién para permitir comparaciones en los
ensayos de interaccion.

Los primers empleados fueron disefiados especificamente para cada region génica,
garantizando la especificidad de amplificacion y la obtencién de productos del tamafio esperado
(Anexo 1. Tabla 1).

11


https://www.idtdna.com/site/order/gblockentry

La amplificacién de los fragmentos de ADN se realizé utilizando la polimerasa Phusion
Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo Scientific), debido a su elevada fidelidad y eficiencia
de amplificacion. No obstante, en determinados experimentos especificos se empled la
polimerasa DreamTagq (Thermo Scientific), principalmente en amplificaciones rutinarias donde no
era necesaria una alta fidelidad.

Las reacciones de PCR con Phusion Flash se prepararon en un volumen final de 50 uL
utilizando Master Mix 2X, primers forward y reverse a 0,5 yM y ADN molde, aplicando un
programa rapido con desnaturalizacion inicial a 98 °C, seguida de 30 ciclos con tiempos cortos
de desnaturalizacion, hibridacion a la temperatura especifica de los primers y extensién a 72 °C
(15-30 s/kb), finalizando con una extension terminal de 1 min. Por su parte, las amplificaciones
con DreamTaq se realizaron en 20 pyL con tampdn 1X con MgCl,, dNTPs 200 uM, primers 0,5
MM, 1,25 U de polimerasa y 1-10 ng de ADN, utilizando un perfil térmico de 35—40 ciclos con
desnaturalizacién a 95 °C, hibridacién a la temperatura de los primers y extensién a 72 °C (1
min/kb), seguida de una extension final de 10 min (Cho et al., 2014).

En todos los casos, los productos de PCR se analizaron mediante electroforesis en gel de
agarosa al 1% en tampén TAE 1X para verificar el tamafo esperado y la especificidad de la
amplificacion antes de su purificacion.

3.3.2. Purificacion de productos de PCR

Tras verificar que se ha amplificado un uUnico fragmento del tamafio adecuado, los
productos de PCR se purificaron para eliminar primers, nucleotidos libres, enzimas y
componentes del tampon que pudieran interferir en pasos posteriores. La purificacion se realizé
con el GeneJET PCR Purification Kit (Thermo Scientific) siguiendo las instrucciones del
fabricante, uniendo el ADN a columnas de silice, realizando lavados para eliminar impurezas y
eluyendo finalmente el ADN limpio en el tampén de elucion del kit.

La concentracion y pureza de los fragmentos purificados se determinaron mediante
espectrofotometria con un equipo NanoDrop (Thermo Scientific), registrando la concentracion en
ng/uL y la relacion A260/A280 como indicador de pureza. Este analisis permitié asegurar la
calidad de los fragmentos antes de su uso en experimentos posteriores.

3.3.3. Clonacion de los genes de interés en el vector de expresion

El protocolo de clonacién seguido para los genes correspondientes a YonN, YfmK 'y HBsu
aplic6 una estrategia comun de amplificacion, ensamblaje y construccidon de plasmidos
recombinantes, lo que permitié estandarizar las condiciones experimentales y asegurar el
correcto funcionamiento de los distintos constructos (Savitsky et al., 2010).

Los genes de interés se amplificaron mediante PCR de alta fidelidad a partir de ADN
gendémico de B. subtilis 168 utilizando Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (Thermo
Scientific), minimizando la introduccién de mutaciones durante la amplificacion. Los primers
fueron disenados para permitir la insercion posterior en el vector de expresion pLICSGCA1
mediante regiones de solapamiento compatibles con el sistema NEBuilder HiFi DNA Assembly
(New England Biolabs) (Gibson et al., 2009).
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El vector pLICSGC1 se emple6 para la expresion de proteinas recombinantes bajo el
promotor T7, incorporando una etiqueta His-tag para su purificacion por cromatografia IMAC y
un sitio de corte para la proteasa TEV (Kapust et al., 2001). Los fragmentos amplificados y el
vector se ensamblaron mediante NEBuilder HiFi DNA Assembly, técnica que permite la union
precisa mediante regiones solapantes sin necesidad de enzimas de restriccion, ajustando las
proporciones molares segun las recomendaciones del fabricante. Los productos obtenidos se
utilizaron para su transformacién en células competentes para su propagacion y seleccion.

3.3.4. Transformacion bacteriana, seleccion de clones y aislamiento de
plasmidos

Los plasmidos recombinantes obtenidos se introdujeron en E. coli DH5a competentes
mediante choque térmico para su propagacion y seleccion. Tras la recuperaciéon en medio LB,
las células se sembraron en placas suplementadas con ampicilina (100 ug/mL) para seleccionar
las colonias transformantes portadoras del vector pLICSGCH1.

Para identificar las colonias que habian incorporado correctamente el plasmido
recombinante, se realizé PCR de colonias utilizando DreamTaq (Thermo Scientific) y pequenas
cantidades de material celular como molde. Los productos se analizaron mediante electroforesis
en gel de agarosa para confirmar la presencia de insertos del tamafo esperado y seleccionar los
clones positivos. Estos fragmentos se purificaron posteriormente mediante tratamiento con
ExoProStar para eliminar primers y dNTPs residuales, y se enviaron a secuenciaciéon Sanger
(STABVIDA) con el fin de confirmar la correcta insercion del gen y la ausencia de mutaciones
derivadas de la amplificacion o el proceso de clonacion.

Una vez confirmada la secuencia correcta, las colonias positivas se expandieron en
cultivos liquidos de LB con ampicilina a 37 °C bajo agitacion durante al menos 12 horas, y el ADN
plasmidico se purificé mediante el kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific), obteniendo
muestras de alta pureza adecuadas para experimentos posteriores. Los plasmidos verificados
se introdujeron posteriormente en E. coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL electrocompetentes
mediante electroporacion y, tras su recuperacion, las células se sembraron en placas de LB con
ampicilina (100 pg/mL) y cloranfenicol (33 pg/mL), obteniendo asi los constructos listos para la
expresion heteréloga de las proteinas recombinantes.

3.4. Expresion heteréloga de proteinas recombinantes.

La expresién heterdloga de las proteinas recombinantes YonN, YfmK y HBsu se llevo a
cabo en Escherichia coli BL21-CodonPlus (DE3)-RIL transformadas con los constructos
derivados del vector pLICSGC1. Esta cepa se selecciond por su compatibilidad con sistemas de
promotor T7 y por su capacidad de mejorar la traduccion de genes heterélogos mediante el
aporte de tRNAs especificos frente a codones poco frecuentes.

Para la expresion proteica, colonias transformadas se utilizaron para inocular precultivos
en medio selectivo, que posteriormente sirvieron para iniciar cultivos de mayor volumen en medio
de autoinduccion AIZY. Estos se incubaron a 37 °C bajo agitacion hasta alcanzar una ODggg =
0,6, momento en el que la temperatura se redujo a 20 °C durante al menos 12 h para favorecer
una expresién mas lenta y mejorar la solubilidad de las proteinas recombinantes. Finalmente, las
células se recolectaron por centrifugacion a 5.000 G, se eliminé el sobrenadante y los pellets se
almacenaron a —20 °C hasta su uso en los procesos de lisis y purificacién (Studier, 2005).

13



3.5. Purificaciéon de proteinas recombinantes

Con el objetivo de determinar las condiciones de tampdn 6ptimas para la manipulacion y
purificacion de las proteinas recombinantes YonN, HBsu y YfmK, se realizaron ensayos de
estabilidad térmica mediante Differential Scanning Fluorimetry (DSF), también conocido como
ensayo ThermoFluor (Becerra et al., 2025). Para estos experimentos se emplearon alicuotas de
proteinas previamente purificadas y conservadas en la coleccién del laboratorio del Dr. Alberto
Marina Moreno situado en el Instituto de Biomedicina de Valencia (IBV), permitiendo evaluar su
comportamiento bajo distintas condiciones fisicoquimicas antes de nuevas purificaciones.

La estabilidad térmica se analizé usando el colorante fluorescente SYPRO Orange, que
incrementa su sefal al unirse a regiones hidrofébicas expuestas durante la desnaturalizacion.
Las reacciones se prepararon en un volumen final de 22 uL en placas de PCR de 96 pocillos,
conteniendo la proteina a concentracién constante, el colorante y las distintas condiciones de
tampédn a evaluar (Becerra et al., 2025; Niesen et al., 2007).

Para identificar las condiciones mas favorables de estabilidad proteica, se realizd un
cribado de 48 condiciones (Anexo 1. Tabla 2) evaluando el efecto del pH, la fuerza iénica y
diversos aditivos, analizando tampones en un rango de pH 4.5-9.5 (100 mM, 150 mM NacCl),
incluyendo acetato de sodio, Bis-Tris, citrato, cacodilato, MES, HEPES, fosfato, Tris, Bicina y
CHES, asi como sistemas de amplio rango como SPG y MMT. También se estudi6 el efecto de
NaCl (0-500 mM) y de compuestos estabilizantes como glicerol, cationes divalentes, agentes
reductores, osmdlitos, sales, agentes quelantes, detergentes suaves y desnaturalizantes. Los
ensayos de estabilidad térmica se realizaron en un termociclador de PCR en tiempo real con un
gradiente de 20-95 °C (1 °C/min), determinandose la Tm a partir del analisis de fluorescencia, lo
que permitio seleccionar las condiciones de tampdn Optimas para mejorar la estabilidad proteica
y la reproducibilidad experimental (Niesen et al., 2007).

Para la purificacion de HBsu se emplearon los buffers A y B estandar, mientras que YonN
requirié tampones suplementados con glicerol al 10% para mejorar su estabilidad. En el caso de
YfmK, los buffers se suplementaron con glicerol (10%) y TCEP (1 mM) para mantener
condiciones redox adecuadas y prevenir la oxidacion proteica.

Los pellets celulares se resuspendieron en el tampén correspondiente y se lisaron por
sonicacion (7 min, pulso 1:1, 40% amplitud). Tras la lisis, los extractos celulares se centrifugaron
a 15.000 G, obteniéndose una fraccion soluble que se separé del material insoluble y se cargé
sobre columnas HisTrap™ FF Crude (Cytiva) pre-equilibradas con Buffer A. Las proteinas
recombinantes se purificaron mediante cromatografia de afinidad IMAC, eluyéndose con un
gradiente de imidazol en Buffer B utilizando un sistema FPLC permitiendo separar las proteinas
segun su afinidad por la resina de niquel, colectando fracciones diferenciadas segun la fuerza de
interaccion con la columna.

La elucidon de las proteinas se monitorizd mediante absorbancia UV/Vis (280 nm) para
identificar las fracciones de interés y optimizar su recuperacion. Estas fracciones se analizaron
posteriormente mediante SDS-PAGE, cargando 20 yL de muestra con Protein Loading Buffer 6X
tras desnaturalizacién térmica, lo que permitio identificar aquellas que contenian la proteina diana
con mayor pureza relativa.
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Las fracciones que mostraron presencia de la proteina de interés segun el analisis por
SDS-PAGE se combinaron en un unico lote para maximizar el rendimiento final. Estas muestras
se introdujeron en una membrana de dialisis adaptada al peso molecular de cada proteina.
Posteriormente, se afiadié proteasa TEV (1 mg/mL) en una proporcién aproximada 1:25, con el
objetivo de escindir la etiqueta His-tag en el sitio de reconocimiento especifico. La dialisis se
realizé en 2 L de tampon de dialisis durante aproximadamente 12 horas a 4 °C con agitacion
suave.

Tras la didlisis y la digestion con proteasa TEV, la muestra se cargd nuevamente en una
columna de afinidad IMAC para separar la proteina de interés, ya digerida, de aquellos
componentes que conservaban la etiqueta de histidinas. Bajo estas condiciones, la proteina
objetivo que ha sido digerida, al carecer de la etiqueta, no se une a la resina de la columna y se
recupera en la fraccion de flujo no retenido, mientras que las proteinas no digeridas, la cola His
liberada y la propia TEV (que también contiene una cola de histidinas) permanecen unidas a la
columna.

Para evaluar la eficiencia de digestion y la pureza final, se analizaron mediante SDS-PAGE
las fracciones correspondientes al material pre-dializado, la fraccion retenida en la columna y el
flujo no retenido. Este andlisis confirm6é que la proteina de interés se encontraba
mayoritariamente en la fraccién de flujo no retenido. La cuantificacion proteica se realizd, cuando
fue posible, mediante el método de Bradford (Bradford, 1976) utilizando albumina sérica bovina
(BSA) como estandar. Este método se basa en el cambio de absorbancia del colorante
Coomassie Brilliant Blue al unirse a proteinas, permitiendo estimar su concentracion mediante la
comparaciéon con una recta patron generada a partir de concentraciones conocidas de BSA.
Finalmente, las muestras se concentraron mediante centrifugacion utilizando filtros centrifugos a
5.000 G y se almacenaron a —80 °C hasta su uso en experimentos posteriores.

3.6. Ensayos de interaccion proteina-proteina y proteina-ADN

Para caracterizar la capacidad de unién al ADN y la posible formacion de complejos
regulatorios, se realizaron ensayos de interacciéon proteina—ADN en condiciones nativas
utilizando proteinas recombinantes purificadas y fragmentos de ADN especificos, evaluando la
formacién de complejos mediante cambios en la movilidad electroforética (Goshima et al., 1990).

Los complejos proteina—ADN se detectaron mediante ensayos de retardo de movilidad en
geles de agarosa al 1% (10g/L de agarosa) en tampon TAE 1X (40 mM Tris-acetato, 1 mM
EDTA), incorporando colorante SYBR RED para visualizar el ADN y Ladder VII como referencia
de tamafio. Las muestras de 20 uL se incubaron brevemente a temperatura ambiente, se
cargaron con Tritrack DNA loading dye y se realizé la electroforesis a 100V hasta lograr una
separaciéon adecuada de las bandas, permitiendo identificar el ADN libre y los complejos por
cambios en la migracion.

Se evaluo la dependencia de la interaccion proteina—ADN respecto a la concentracion
mediante ensayos de desplazamiento electroforético (EMSA) (Hellman & Fried, 2007) en geles
de poliacrilamida nativos al 8-9 %, que permiten separar complejos sin desnaturalizar proteinas
ni ADN. Se cargaron 12 L por pocillo mezclando ADN con distintas concentraciones de proteina
en tampén PBS, incluyendo controles de ADN solo. La electroforesis se realizé a 80V a
temperatura ambiente y los geles se tifieron con SYBR RED, permitiendo identificar ADN libre y
complejos proteina—ADN y analizar la formaciéon de complejos segun la concentracion proteica.
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Los geles de agarosa y poliacrilamida se visualizaron mediante exposicion a fluorescencia
utilizando un equipo equivalente al Gel Doc EZ Imager (Bio-Rad). En el caso de los geles de
poliacrilamida, la tincién con SYBR RED se realizo tras la electroforesis, mientras que en los
geles de agarosa el colorante se afiadio durante la preparacion del gel. Finalmente, las imagenes
obtenidas fueron analizadas mediante software ImageJ y Gel Analyzer para evaluar la migracion
del ADN y la formacién de complejos proteina—ADN en funcién de las condiciones de ensayo.

3.7. Ensayo de acetilacion in vitro

El ensayo de acetilacion se llevé a cabo siguiendo un protocolo previamente descrito
(Carabetta et al., 2019). Brevemente, se incubaron 3 ug de la enzima acetiltransferasa (YfmK)
con 5 ug de la proteina sustrato en presencia de 25 uM de acetil-CoA durante 2 h a 37 °C.

3.8. Cristalografia de proteinas

La cristalizacién se realizd6 a partir de las proteinas recombinantes previamente
purificadas, mezclandolas con distintas soluciones precipitantes y tampones de kits comerciales
que proporcionan gradientes de sal, pH y componentes organicos para favorecer la nucleacion
y el crecimiento cristalino. Las gotas se prepararon en placas mediante la técnica de difusion de
vapor en gota sentada y se incubaron en condiciones controladas hasta la aparicion de cristales,
que posteriormente se seleccionaron y enviaron al Sincrotron ALBA (Barcelona) para su analisis
estructural (Becerra et al., 2025; McPherson & Gavira, 2014).

4. RESULTADOS
4.1. Modelado estructural y andlisis de similitud proteica

Se generaron modelos estructurales tridimensionales de YonN y HBsu mediante
prediccién computacional utilizando AlphaFold, asi como modelos de los complejos YonN—ADN,
YonN-ADN-AIimR y AIimR-ADN. Los modelos correspondientes a proteinas individuales
presentaron valores elevados de confianza estructural (pLDDT > 90) en sus secuencias, mientras
que los complejos con ADN mostraron valores inferiores en las regiones implicadas en la
interaccion, especialmente en las zonas de contacto directo con el ADN (90 > pLDDT > 70),
debido a las limitaciones en el tamafo de la muestra se prescindié de la realizacién de analisis
estadisticos.

Figura 7. Representacion estructural de YonN y AimR: (a) dimero de YonN (cadena A azul/cadena B amairillo);
(b) dimero de AIimR (cadena A verde/cadena B rosa); (c) YonN unido a ADN con lisinas conservadas
resaltadas en rojo; (d) AimR unido a ADN con sitios de unidn especificos resaltados en cian.

El modelo de YonN mostré una organizacion dimérica compacta en la que ambas cadenas
polipeptidicas pudieron diferenciarse claramente (Figura 7a). La disposicién general de la
estructura presentd una arquitectura compatible con proteinas de unién al ADN. Por su parte, el
modelo estructural de AimR mostré igualmente una conformacién dimérica bien definida,
consistente con la estructura previamente descrita para esta proteina (Figura 7b).
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En el complejo YonN—ADN, la proteina se dispuso rodeando parcialmente la doble hélice,
observandose varios residuos de lisina expuestos hacia la superficie de interaccién (Figura 7c).
Estas lisinas se localizaron en posiciones conservadas respecto a HBsu. En contraste, el
complejo AimR—ADN presenté regiones de interaccién mas localizadas y definidas sobre la doble
hélice, observandose zonas concretas de contacto entre la proteina y el ADN (Figura 7d).

Finalmente, el alineamiento de secuencia entre YonN y HBsu mostré un 68,5 % de
identidad, indicando un elevado grado de similitud entre ambas proteinas a nivel primario (Figura
8).
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Figura 8. Alineamiento de las secuencias de las proteinas HBsu y YonN. Los residuos en color rojo representan
las regiones de mayor conservaciéon y en azul las de menor, marcdndose con estrellas las lisinas descritas que
se acetilan en HBsu.

4.2. Clonacion, seleccion de clones y obtencion de cepas de expresion

Los genes de interés correspondientes a YonN, YfmK y HBsu fueron amplificados de forma
exitosa mediante PCR a partir de ADN genémico de B. subtilis 168 utilizando primers especificos
disefiados para su clonacion en el vector de expresion pLICSGC1. Tras la obtencion de los
fragmentos amplificados, estos fueron insertados en el vector y posteriormente transformados
en células competentes de E. coli DH5a.

Las transformaciones produjeron colonias viables en placas selectivas suplementadas con
el antibiético correspondiente, observandose un crecimiento bacteriano homogéneo y sin
evidencias visibles de contaminacion entre las distintas construcciones. La presencia de colonias
aisladas permitioé seleccionar multiples candidatos independientes para cada clonacion (Figura
9).

Figura 9. Placa de cultivo con colonias de E. coli DH5a obtenidas tras la transformacién con el vector de
expresién de la proteina YfmK. Se observa el crecimiento de colonias aisladas sobre medio sélido selectivo,
indicando la correcta incorporaciéon del pldsmido tras el choque térmico.

Posteriormente, se realiz6 un analisis mediante PCR de colonias sobre diferentes
transformantes seleccionados. En todos los casos se obtuvieron amplificaciones compatibles con
el tamano esperado de los insertos, identificandose al menos dos clones positivos
independientes por cada construccion generada (Figura 10). Estos resultados confirmaron
preliminarmente la correcta incorporacion de los genes de interés en el vector de expresion.
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Figura 10. Andlisis por PCR de colonias de los transformantes de E. coli DH5a para la construccién del vector
de expresion de la proteina YfmK. Se muestran los productos de amplificaciéon de diez colonias seleccionadas
(C1-C10), junto al patrén de migracién Ladder VII. La presencia de bandas en los carriles C4, Cé 'y C7 confirma
la correcta incorporacién del inserto en dichas colonias.

La identidad de los constructos positivos fue posteriormente verificada mediante
secuenciacion Sanger. El analisis de las secuencias obtenidas confirmé la correcta insercion de
los genes clonados y la ausencia de mutaciones, deleciones o alteraciones detectables en las
regiones analizadas.

Finalmente, los plasmidos verificados se transformaron en la cepa de expresion E. coli
BL21-CodonPlus (DE3)-RIL. Las transformaciones dieron lugar nuevamente a colonias viables
bajo condiciones selectivas, y las pruebas posteriores de expresion confirmaron que los
constructos obtenidos eran funcionales para la produccién de las proteinas recombinantes YonN,
HBsu e YfmK.

4.3. Expresion y purificacion de proteinas recombinantes

La expresion heterdloga de YonN, YfmK y HBsu en Escherichia coli BL21-CodonPlus
(DE3)-RIL bajo condiciones de autoinduccion permiti6 obtener un crecimiento celular
reproducible, con un rendimiento medio de biomasa de aproximadamente 10 g/L de cultivo
(Figura 11). Este rendimiento fue consistente entre constructos, sin observarse diferencias
relevantes en la acumulacién global de biomasa entre las distintas proteinas expresadas, sin
embargo, se omitieron los analisis estadisticos por insuficiencia del tamafio muestral.

Figura 11. Biomasa celular recogida compactada tras la centrifugacién de los cultivos de expresion proteica.

La purificacion de las proteinas recombinantes YonN, YfmK y HBsu mediante
cromatografia de afinidad IMAC fue monitorizada combinando el analisis cromatografico por
FPLC con la evaluacién de las fracciones obtenidas mediante SDS-PAGE (Figura 13). Las
condiciones de purificaciéon empleadas fueron seleccionadas teniendo en cuenta los resultados
obtenidos previamente en los ensayos de estabilidad térmica (Thermofluor), realizados con las
tres proteinas recombinantes, con el objetivo de identificar condiciones que favorecieran una
mayor estabilidad estructural durante la purificacion y los ensayos posteriores.

Como ejemplo representativo en el caso de YonN, se observaron diferencias claras entre
las condiciones analizadas, detectandose un aumento de la estabilidad térmica en determinadas
condiciones tampon. La condicion C04 (500mM NaCl, Hepes pH 7.5) (Anexo 1. Tabla 2) mostré
un desplazamiento positivo de la temperatura de fusién respecto a la condicion A01 (150mM
NaCl, 100mM AcNa pH 4.5), pasando de aproximadamente 42 °C a 54 °C, correspondiente a un
incremento cercano a 12 °C en la estabilidad térmica de la proteina (Figura 12). Esta condicién
fue utilizada posteriormente en los ensayos de purificacion y caracterizacion de YonN.
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Figura 12. Ensayo de estabilidad térmica (Thermofluor) de la proteina YonN. Se representan los picos de fusiéon
(Melt Peak) respecto a la temperatura. La recta verde corresponde a la condicién A01 (Tm=42°C) y la recta
roja a la condicién C04 (Tm=54°C).

En el caso de YonN, el cromatograma mostré un pico de elucion localizado en la fase final
del gradiente (Figura 13 a). El analisis por SDS-PAGE reveld la aparicion de una banda definida
en las fracciones A7-A9, localizada en la regién inferior del gel y compatible con el bajo peso
molecular esperado para la proteina. La intensidad de la banda aument6 progresivamente entre
las fracciones centrales del pico, indicando un enriquecimiento gradual de la proteina
recombinante.

Para YfmK, el cromatograma presenté varios eventos de elucion diferenciados (Figura 13
b). Las primeras fracciones recogidas (A11-A15) mostraron escasa presencia de la proteina
diana, mientras que a partir de las fracciones A16—A22 aparecid una banda intensa y bien
definida compatible con YfmK. Estas bandas coincidieron con el incremento de la sefal
cromatografica asociado al gradiente de elucion, observandose ademas una reduccion notable
de bandas secundarias en las fracciones mas enriquecidas, lo que indica una elevada pureza
relativa de la proteina obtenida.

La proteina HBsu presenté el mayor rendimiento de purificacién de las tres proteinas
analizadas (Figura 13 c). El cromatograma mostré un pico de elucion amplio y claramente
definido, mientras que el SDS-PAGE reveld bandas extremadamente intensas en las fracciones
A3-A7 situadas en la region inferior del gel, coherentes con el pequeio tamafo molecular
caracteristico de las proteinas tipo HU de B. subtilis, usualmente de 9 a 15 kDa. En las fracciones
centrales del pico cromatografico se observé la mayor concentracion de proteina, mientras que
en las fracciones mas tardias disminuy6 progresivamente la intensidad de la banda principal junto
con la presencia de contaminantes.

En conjunto, la correspondencia entre los picos cromatogréficos y las bandas observadas
en SDS-PAGE confirmé el éxito del proceso de purificacion para las tres proteinas
recombinantes, obteniéndose fracciones enriquecidas y con un elevado grado de pureza relativa
adecuadas para los ensayos posteriores (Figura 13).

a. YonN b. YfmK ¢. HBsu
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Figura 13. Perfiles de elucion y andlisis electroforético de la purificacién de las proteinas YonN (a.), YfmK (b.) y
HBsu (c.). Se muestran los cromatogramas obtenidos mediante cromatografia de afinidad (FPLC) detallando
la absorbancia a 280 nm (linea purpura), la conductancia (linea verde) y el gradiente de eluyente (% B, linea
rosa). En la parte superior de cada panel, se presenta el andlisis por SDS-PAGE de las fracciones recolectadas
durante los picos de elucion, indicando el patrdon de peso molecular y la numeracion de las fracciones
correspondientes.
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Tras el tratamiento con proteasa TEV y el posterior proceso de dialisis, el analisis mediante
SDS-PAGE mostré un cambio evidente en el patrén de migracion de HBsu, compatible con la
eliminacion de la etiqueta His-tag (Figura 14). La comparacién entre la proteina no digerida y las
muestras sometidas a digestion revelé un desplazamiento de la banda principal hacia una
posicion de mayor movilidad electroforética, indicando una disminucién del peso molecular

aparente tras la escision de la etiqueta de afinidad.

Las muestras digeridas presentaron ademas un perfil mas definido y limpio respecto a la
proteina inicial, observandose una reduccion de bandas inespecificas y contaminantes asociados
al proceso de purificacion previo. Este cambio en el patrén electroforético confirma que la
digestion con TEV se produjo de manera eficiente y permitié obtener una forma procesada de
HBsu mas homogénea. Por otra parte, en la fraccion correspondiente a los restos de digestion
se detectaron bandas adicionales atribuibles a la propia proteasa TEV y a fracciones de HBsu
no digerida que permanecieron retenidas durante el proceso de separacion. La acumulacion de
estas especies en la fraccion residual indica que parte del material asociado a proteinas no
procesadas o contaminantes quedo efectivamente separado de la proteina diana (Figura 14).

*PROTEIN *HBsuno *HBsu *HBsu *RESTOS
MARKER digerida digerida digerida DIGESTION
-~ e

Figura 14. Gel de poliacrilamida mostrando el proceso de digestién de la proteina HBsu. Se comparan muestras
no digeridas, digeridas y restos de la reaccién.

El procesamiento posterior mediante cromatografia de exclusién molecular permitié un
refinamiento adicional del perfil proteico. Las fracciones obtenidas tras este paso mostraron una
reduccion notable de bandas accesorias contaminantes, quedando principalmente una sefial
dominante en las fracciones intermedias (A3), mientras que las fracciones finales carecieron de
sefal detectable. Este comportamiento fue consistente con la eliminacion de agregados y
contaminantes de mayor tamafo, obteniéndose muestras mas homogéneas adecuadas para

analisis posteriores (Figura 15).
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Figura 15. Seguimiento de la purificacién de la proteina HBsu mediante cromatografia de exclusién molecular
(FPLC). Se muestran las fracciones eluidas de Al a A5 analizadas por SDS-PAGE junto a su respectivo
cromatograma, donde se registra la absorbancia (280 nm) y la conductancia.

En términos de deteccién espectrofotométrica, YonN y HBsu no mostraron absorbancia
apreciable a 280 nm una vez eliminada la etiqueta His-tag, siendo la sefial observada en etapas
iniciales atribuible exclusivamente a dicha etiqueta debido a la composicién de estas proteinas.
En ausencia de ésta, la monitorizacién por FPLC a 280 nm no resulté informativa para estas
proteinas, aunque su presencia y comportamiento en las distintas etapas de purificacion fue
confirmada mediante SDS-PAGE (Figura 15).
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Figura 16. Cuantificaciéon de las proteinas YonN y HBsu mediante SDS-PAGE. Se emplea una curva de
calibracién con diferentes cantidades de BSA (1 a é mg).

De forma consistente, la cuantificacion proteica no pudo resolverse de manera fiable
mediante absorbancia ni mediante el método Bradford utilizando BSA como estandar para todas
las proteinas. En el caso de YonN y HBsu, el método Bradford no proporcioné resultados
reproducibles, por lo que su concentracion se determind mediante un enfoque alternativo basado
en SDS-PAGE, empleando cantidades conocidas de BSA como referencia e integrando el area
de las bandas mediante andlisis densitométrico con Imaged (Figura 16). A partir de este
procedimiento se estimaron concentraciones de 8,77 mg/mL para YonN y 15,37 mg/mL para
HBsu.

En contraste, las proteinas YfmK 'y AimR si pudieron cuantificarse de forma fiable mediante
el método Bradford con BSA como patrén, obteniéndose concentraciones de 26,21 mg/mL para
YfmK'y 25 mg/mL para AimR.

4.4. Resultados de cristalizacion de proteinas recombinantes

Los ensayos de cristalizacion realizados con las proteinas recombinantes YonN, HBsu y
YfmK mostraron comportamientos claramente diferenciados en funcién de la proteina analizada,
con dos estados principales observados de forma recurrente: agregacion proteica y formacion
de cristales con morfologias definidas (Figura 17).

Figura 17. Micrografias de ensayos de cristalizacion: (a) proteina en estado de agregacion; (b) cristal
poliédrico; (c) cristales en forma agujas unidas; (d) cristales en forma agujas.

YonN no mostré formacién de cristales en ninguna de las condiciones ensayadas,
observandose Unicamente agregados proteicos amorfos sin evidencias de nucleaciéon o
crecimiento cristalino organizado (Figura 17 a).

Por su parte, YfmK formé cristales con morfologia poligonal, mas compactos vy
geométricamente definidos, con caras planas y contornos regulares caracteristicos de un
crecimiento cristalino estable (Figura 17 b).

En contraste, HBsu presentd cristales bien definidos con morfologia alargada tipo aguja, tanto
como estructuras individuales finas como agrupaciones con aspecto de ramillete (Figura 17 cy
d).
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Con el objetivo de evaluar la naturaleza y calidad de los cristales obtenidos, muestras de
HBsu y YfmK fueron analizadas posteriormente en el sincrotron ALBA, concretamente en la
beamline XAIRA. Los cristales obtenidos para HBsu correspondieron efectivamente a cristales
proteicos, aunque presentaron una capacidad de difraccion limitada, alcanzando Unicamente una
resoluciéon aproximada de 20 A, insuficiente para un analisis estructural detallado. Por el
contrario, los cristales obtenidos para YfmK no correspondieron a proteina, sino a cristales de
sal generados bajo las condiciones de cristalizacion ensayadas.

En conjunto, los resultados evidencian un comportamiento diferencial entre las proteinas
estudiadas, con ausencia total de cristalizaciéon ordenada en YonN, frente a la formacion de
cristales bien definidos en HBsu y YfmK. Ademas, se observa una clara distincion morfologica
entre ambas proteinas cristalizables, con estructuras tipo aguja en HBsu y cristales poligonales
en YfmK, lo que refleja diferencias intrinsecas en su capacidad de empaquetamiento cristalino.

4.5. Andlisis de la interaccion proteina—-ADN mediante ensayos EMSA
4.5.1. Influencia del tipo de ADN en la interaccion con YonN

Con el objetivo de evaluar la capacidad de union de YonN a diferentes sustratos de ADN
y determinar si existia preferencia por determinadas conformaciones estructurales, se realizaron
ensayos EMSA empleando ADN no curvado (NC), ADN curvado (Cu) y el fragmento RicA (Figura
18).

*LADDER *ADNNC+ *ADNCu+  *ADN  *ADN RicA
i ADNNC  yonnw7ug PPN yonn7ug RicA  +YonN 7 ug

Figura 18. Estudio de especificidad de YonN (7 ug) frente a diferentes conformaciones de ADN: No Curvado
(NC), Curvado (Cu) y RicA. Los carriles pares muestran el desplazamiento del ADN fras la adicién de la
proteina. (Version extendida en el anexo)

En ausencia de proteina, cada fragmento presentdé una movilidad electroforética
caracteristica y bandas bien definidas. Tras la adicién de 7 pyg de YonN, todos los fragmentos
mostraron alteraciones en su migraciéon compatibles con la formacién de complejos proteina—
ADN. EI ADN no curvado presento el desplazamiento visible pasando de 543.9 px a 370.3 px, lo
que corresponde a una diferencia aproximada de 173.6 px respecto al control.

En el caso del ADN curvado, el ADN libre se localizé en 535.5 px y, tras afiadir YonN, se
observaron dos bandas. Una de ellas permanecié proxima a la posicion original en 531.3 px,
correspondiente al ADN libre, mientras que la segunda banda se detecté en 305.9 px, mostrando
un desplazamiento de aproximadamente 229.6 px.

Por su parte, el fragmento RicA present6 una banda de ADN libre en 490.7 px y una banda
desplazada en 412.3 px en presencia de YonN, correspondiente a una diferencia de
aproximadamente 78.4 px.
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En conjunto, todos los sustratos analizados mostraron desplazamientos superiores a 50
px en al menos una de las poblaciones detectadas, indicando que YonN es capaz de alterar
significativamente la movilidad electroforética de diferentes tipos de ADN. Ademas, en todos los
carriles que contenian YonN se observé un patron de fluorescencia difusa distribuido a lo largo
del gel, acompafado de acumulaciéon de sefial en los pocillos de carga, dificultando la
visualizacion de complejos discretos y homogéneos (Figura 18).

Estos resultados confirmaron la capacidad de YonN para interaccionar con distintos
fragmentos de ADN, por lo que posteriormente se compard su comportamiento con el de HBsu,
proteina HU-like de B. subtilis estructuralmente relacionada.

4.5.2. Comparacion de la unién al ADN entre YonN y HBsu

Con el fin de comparar el comportamiento de YonN con una proteina HU-like
caracterizada, se analizaron los patrones de unién al fragmento RicA utilizando distintas
concentraciones de YonN y HBsu (Figura 19).

*ADN  *ADN  *ADN  *ADN

RicA+ RicA+ RicA+ RicA+

*LADDER *ADN HBsu  HBsu YonN YonN
vil RicA

Figura 19. Ensayo EMSA en gel de agarosa comparando la afinidad del fragmento RicA por las proteinas HBsu
(1.5y 3ug) y YonN (4y 8 ug), incluyendo el patrédn de migracién Ladder VII. (Versidon extendida en el anexo)

El ADN libre presentd una banda definida en 441.6 px. En presencia de HBsu, se observo
un desplazamiento claro y dependiente de la concentraciéon. Con 1.5 ug de proteina, la banda se
localizé en 336 px, correspondiente a una diferencia de aproximadamente 105.6 px respecto al
control. Al incrementar la concentraciéon hasta 3 pg, la banda se desplazé hasta 304.2 px,
aumentando la diferencia hasta 137.4 px.

YonN también produjo un desplazamiento de la movilidad del fragmento RicA respecto al
ADN libre. A 4 pg, la banda se situé en 358.2 px, mostrando un desplazamiento de 83.4 px,
mientras que a 8 ug se registré en 344.4 px, incrementando la diferencia hasta 97.2 px respecto
al control.

Aunque ambas proteinas alteraron la movilidad del ADN, el incremento del retardo fue mas
progresivo en HBsu. Ademas, las bandas correspondientes a HBsu aparecieron mas definidas y
homogéneas, mientras que los carriles de YonN presentaron nuevamente un patréon de
fluorescencia difusa distribuido por encima de las bandas y acumulacién de senal en los pocillos
de carga (Figura 19).

Las diferencias observadas entre ambas proteinas motivaron la realizacién de ensayos de
competencia utilizando multiples fragmentos de ADN, con el objetivo de evaluar posibles
preferencias de unién y comparar el comportamiento de YonN y HBsu en condiciones
competitivas.
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4.5.3. Ensayos de competencia y especificidad de union

La especificidad de union de YonN y HBsu se evaludé mediante ensayos EMSA utilizando
simultaneamente los fragmentos ADN Zenit y ADN RicA (Figura 20).

*ADN *ADN
*ADN *ADN Zenit+  Zenit +
RicA + RicA+ *ADN  ADN RicA ADN RicA
YonN HBsu Zenit + +YonN  +HBsu
1,7 ug 1,5 ug ADN RicA 1,7 ug 1,5 ug

Figura 20. Comparativa de unién individual y competitiva de YonN (1.7 pg) y HBsu (1.5 ug) con los sustratos
ADN Zenit y ADN RicA. Se detallan los desplazamientos de banda y la formacién de complejos
nucleoproteicos. Se incluye el patrén de migracién Ladder VII. (Version extendida en el anexo)

En ausencia de proteina, ambos fragmentos migraron como bandas claramente
diferenciadas, localizandose Zenit en 286 px y RicA en 326.7 px, con una separacion aproximada
de 40.7 px entre ambas bandas.

Cuando los fragmentos fueron incubados individualmente con YonN, ambos mostraron
desplazamientos respecto a sus posiciones libres. Zenit pasé de 286 px a 255.2 px, mostrando
una diferencia de aproximadamente 30.8 px, mientras que RicA se desplazé desde 326.7 px
hasta 272.25 px, correspondiente a una diferencia aproximada de 54.45 px.

En condiciones de competencia, donde ambos fragmentos se encontraban en la misma
muestra, se observd una uUnica banda en 261.25 px, localizada entre las posiciones
correspondientes a los ADN libres y sin resolucién diferenciada entre ambos sustratos.

HBsu produjo desplazamientos mas marcados en los ensayos individuales. Zenit pasé de
286 px a 150.15 px, mostrando una diferencia de aproximadamente 135.85 px, mientras que
RicA se desplazé desde 326.7 px hasta 251.9 px presentando un patron difuso de fluorescencia,
correspondiente a un cambio de aproximadamente 74.8 px respecto al control.

En el ensayo de competencia con HBsu, la mezcla de ambos ADNs gener6 una banda
difusa, sin resolucion independiente de ambos fragmentos (Figura 20).

En todos los carriles que contenian YonN se observo fluorescencia retenida en los pocillos
de carga y un patron difuso a lo largo del gel. Aunque este comportamiento también se detecto
parcialmente en HBsu, las bandas obtenidas con esta proteina fueron mas definidas y
homogéneas.

Dado que YonN podria participar en procesos regulatorios mas complejos dentro de la
regulacion fagica, se evalud posteriormente su posible relacion funcional con AimR mediante
ensayos de interaccion proteina—ADN en presencia de ambas proteinas.

4.5.4. Andlisis de la interaccion de YonN con AimR

Se analizd la interaccién de YonN y AimR con el fragmento ADN Plus, tanto de forma
individual como en combinacién, con el objetivo de determinar posibles efectos sobre la
formacién de complejos proteina—ADN (Figura 21).
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Figura 21. Andlisis EMSA de la interaccién de YonN (2.2 ug) y AimR (5 ug) con el fragmento de ADN Plus. Se
muestran carriles con proteinas individuales y en combinacion para observar el desplazamiento de las bandas
de ADN libre. (Versidn extendida en el anexo)

El ADN libre presenté una banda definida localizada en 754.8 px. En presencia de YonN
(2.2 pg), la banda se detectd en 756.5 px, con una diferencia de aproximadamente 1.7 px en
sentido opuesto respecto al control, indicando ausencia de un desplazamiento.

AimR produjo la aparicion de una segunda banda retardada. Ademas de la banda
correspondiente a ADN libre situada en torno a 753 px, se observé una banda retardada en 256.7
pX, lo que supone una diferencia aproximada de 502 px respecto al ADN libre y evidencia la
formacién de complejos proteina—ADN estables.

Cuando YonN y AimR se incubaron junto con el ADN, el patréon observado fue
practicamente equivalente al obtenido con AimR en solitario. La banda retardada aparecié en
254.15 px, obteniéndose una diferencia superior a 500 px respecto al ADN libre y sin detectarse
nuevas bandas o desplazamientos adicionales (Figura 21).

En todos los carriles que contenian proteinas se observo retencion de fluorescencia en los
pocillos y una ligera sefial difusa distribuida a lo largo del gel. La persistencia de este patron en
multiples ensayos llevo a analizar de forma mas detallada el efecto de la concentracién de YonN
sobre la movilidad electroforética y la naturaleza de la fluorescencia observada.

4.5.5. Andlisis de la dependencia de la concentracion de YonN

Con el objetivo de determinar la concentracion éptima de YonN para los ensayos EMSA y
analizar el origen del patron de fluorescencia difusa observado en experimentos previos, se
realizaron ensayos de titracion utilizando el fragmento RicA y concentraciones crecientes de
proteina (Figura 22).

*ADN *ADN *ADN *ADN *ADN *ADN *ADN *ADN
RicA+ RicA+ RicA+ RicA+ RicA+ RicA+ RicA+ RicA+
*LADDER *ADN  YonN YonN YonN YonN YonN YonN  YonN

vi RicA 9 ug g 27ug 315ug 36ug 45ug

*YonN
54 ug

Figura 22. Titracién de la proteina YonN (9 a 54 ug) con el fragmento de ADN RicA. El Ultimo carril muestra el
control de la proteina YonN (54 ug) en ausencia de ADN exdgeno. Se incluye el patrdn de migracion Ladder
VII. (Version extendida en el anexo)
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El ADN libre presentd una banda unica localizada en 407.4 px. A bajas concentraciones
de YonN se observé un desplazamiento progresivo compatible con la formaciéon de complejos
proteina—ADN. Con 9 ug de proteina, la banda se localizo en 304.5 px, mostrando una diferencia
aproximada de 102.9 px respecto al ADN libre. Al aumentar la concentracién hasta 18 pg, la
banda pasé a 281.4 px, incrementando el desplazamiento hasta aproximadamente 126 px.

En concentraciones intermedias, como 22.5 ug y 27 ug, las bandas se localizaron en 277.2
px y 270.9 px respectivamente, manteniéndose diferencias superiores a 130 px respecto al
control. Sin embargo, a partir de este punto la movilidad dejé6 de mostrar una progresion
claramente dependiente de la concentracidn. Las posiciones registradas en 31.5, 36, 45y 54 ug
variaron entre 257 y 269 px, con diferencias reducidas entre condiciones consecutivas.

Paralelamente, se observé un incremento progresivo de la intensidad de la fluorescencia
difusa a medida que aumentaba la concentracion de YonN. Este patrén se hizo especialmente
evidente en las concentraciones mas elevadas, donde la sefial fluorescente predominé sobre la
definiciéon de bandas discretas y se extendi6 desde los pocillos de carga hacia el interior del gel.

De manera destacada, el carril correspondiente a YonN en ausencia de ADN exdgeno
presentd una banda fluorescente localizada en 261.97 px, una posicién muy similar a la
observada en presencia de ADN a altas concentraciones de proteina, como 257.77 px para 45
Mg Yy 266.17 px para 54 pyg. Ademas, la intensidad y distribucion de la fluorescencia en el carril
de YonN sola fueron comparables a las observadas en las concentraciones mas elevadas
incubadas con ADN (Figura 22).

La deteccion de una sefal fluorescente practicamente equivalente entre YonN solay YonN
incubada con ADN sugiri6 la posible presencia de material fluorescente asociado a la proteina
purificada, por lo que se disefiaron experimentos adicionales para evaluar si YonN presentaba
ADN enddgeno retenido proveniente de la purificacion de la proteina.

4.5.6. Evaluacion de la presencia de ADN co-purificado con YonN

Con el fin de analizar la naturaleza de la sefal fluorescente asociada a YonN, se evalué el
efecto de distintas condiciones desnaturalizantes sobre la movilidad electroforética de la proteina
(Figura 23).

*YonN *HBsu
*YonN *HBsu Desnat Desnat
*YonN *HBsu Desnat Desnat con con
Desnat Desnat con con calor + calor +
con con UREA UREA UREA UREA *Buffer
*LADDER *YonN *HBsu calor calo am am am am SDS +
calor

Figura 23. Andlisis del efecto de agentes desnaturalizantes (calor y urea 8M) sobre la movilidad de las proteinas
YonN y HBsu (4 ug). Se incluye el patron de migracién Ladder VIl y el buffer SDS de forma independiente.
(Version extendida en el anexo)

En condiciones nativas, en YonN se detecté una banda en 302.32 px acompafiada de un
patrén de fluorescencia difusa distribuido a lo largo del gel. La aplicacién individual de calor no
produjo un cambio relevante en la movilidad, registrandose la banda en 296.52 px. De forma
similar, la incubacion con urea 8 M desplazé la banda hasta 310.3 px.
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Sin embargo, la combinacién de calor y urea 8 M provocé un cambio marcado en el patrén
de migracién, desplazando la banda hasta 485.75 px, lo que supone una diferencia aproximada
de 183.4 px respecto a la condicidén nativa. Paralelamente, el patron difuso observado en las
condiciones anteriores se redujo notablemente tras el tratamiento combinado (Figura 23).

En contraste, HBsu no presenté sefiales fluorescentes bajo las mismas condiciones
experimentales. Estos resultados indicaron un comportamiento diferencial entre ambas proteinas
frente a los tratamientos desnaturalizantes.

Debido a que la eliminacién de la sefial asociada a YonN unicamente se consiguio bajo
condiciones fuertemente desnaturalizantes, los experimentos de modificaciéon postraduccional se
realizaron utilizando unicamente HBsu como modelo experimental.

4.5.7. Evaluacion de la acetilacion y su efecto en la unidon al ADN

Se analizé el efecto de la acetilacion sobre la capacidad de union al ADN de HBsu
utilizando el fragmento RicA como sustrato (Figura 24).

*ADN *ADN RicA *ADN RicA

*ADN RicA + + HBsu + HBsu

*HBsu RicA + HBsu Desnat Desnat
*LADDER *ADN *HBsu  Acetilada HBsu  Acetilada con calor con calor
Vil RicA 3 ug 3ug 3ug g g g

3 ug 3ug SDS 3 ug

Figura 24. Ensayo EMSA evaluando la unidn de HBsu (3 pg) al ADN RicA bajo condiciones de modificacién
(acetilacion) y desnaturalizacion (calor y SDS), incluyendo ademds el patrén de migracién Ladder VII. (Version
exfendida en el anexo)

El ADN libre present6 una banda definida en 501.2 px, y en presencia de HBsu nativa (3
Mg), la banda se localizé en 380.62 px, correspondiente a una diferencia aproximada de 120.6

pX.

La proteina HBsu acetilada mostré un patréon de migracion muy similar, detectandose la
banda en 377.12 px y manteniendo un desplazamiento de aproximadamente 124.1 px respecto
al ADN libre. La diferencia entre HBsu nativa y acetilada fue reducida, cercana a 3.5 px. Por otra
parte, el tratamiento térmico de HBsu produjo igualmente una movilidad comparable, situandose
la banda en 376.25 px, con una diferencia aproximada de 125 px respecto al ADN libre.

Por el contrario, la condicién combinada de calor y SDS dio lugar a la apariciéon de una
banda definida que se localiz6é en 498.75 px correspondiendo a ADN no unido (Figura 24).
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5. DISCUSION

El presente trabajo ha abordado la caracterizacion estructural, bioquimica y funcional de
las proteinas YonN, HBsu, YfmK y AimR, centrado en la interaccién proteina—ADN y en la
interpretacion de los ensayos EMSA. La estrategia experimental permiti6 comparar YonN con
proteinas HU-like como HBsu, una familia de proteinas nucleoidales estructuralmente
conservadas, pero funcionalmente diversa, implicada en la compactacion del ADN y en la
regulaciéon génica en bacterias y fagos (Dame, 2005; Schwab & Dame, 2025; Stojkova et al.,
2019), mediante aproximaciones estructurales y bioquimicas complementarias.

El analisis estructural in silico (Jumper et al., 2021) mostré una identidad del 68,5 % entre
YonN y HBsu, lo que concuerda con lo descrito en la literatura (Collier et al., 2011), sugiriendo
conservacion del plegamiento tipico HU-like (Vis et al., 1995). Sin embargo, en esta familia la
conservacion estructural no implica equivalencia funcional, ya que variaciones en regiones
flexibles pueden afectar significativamente la afinidad por el ADN y la formacién de complejos
nucleoproteicos (Schwab & Dame, 2025; Stojkova et al., 2019). Ademas, se identificaron
diferencias en la distribucién de residuos aromaticos, relevantes para la interpretaciéon de los
datos espectroscépicos y de purificacion.

En este contexto, la ausencia de triptéfano y el bajo contenido en tirosina explican la falta
de sefal intrinseca a 280 nm tras la eliminacién de la His-tag, limitando su deteccion mediante
UV convencional, fendmeno ya descrito en proteinas ricas en interacciones con acidos nucleicos
(Niesen et al., 2007). La sefal observada en las etapas iniciales se atribuye a la presencia de un
residuo de tirosina (Y) dentro de la secuencia candnica de reconocimiento de la proteasa TEV
(ENLYFQG/S) unida a la proteina, lo que explicaria la desaparicion de la absorbancia tras la
digestion y la eliminacion de dicha etiqueta (Kapust et al., 2001). Este comportamiento concuerda
con los cromatogramas de FPLC, donde no se detectan picos relevantes a 280 nm tras el
procesamiento proteolitico, a pesar de confirmarse la presencia de proteina por SDS-PAGE,
evidenciando una limitacion intrinseca de la deteccion UV en proteinas HU-like.

Por otra parte, la expresion heterdloga de YonN, YfmK 'y HBsu en E. coli BL21-CodonPlus
(DE3)-RIL mediante autoinduccion utilizando medio AIZY produjo un rendimiento adecuado de
biomasa. Estos resultados fueron consistentes con lo descrito por (Studier, 2005), quien
establecié que los sistemas de autoinduccion permiten alcanzar altas densidades celulares y una
expresion proteica eficiente sin necesidad de induccién manual con IPTG. La estabilidad
observada durante la expresion y purificacion permitié obtener cantidades suficientes de proteina
recombinante para realizar de forma reproducible los ensayos bioquimicos y estructurales
posteriores, incluyendo los analisis EMSA, cristalizacion y estudios de estabilidad térmica.

Asimismo, la optimizacion de las condiciones de trabajo mediante fluorimetria diferencial
de barrido (Thermofluor) (Niesen et al., 2007) permitié seleccionar los buffers mas adecuados
para proteinas con tendencia a la inestabilidad conformacional, especialmente relevantes en la
familia HU-like. En el caso de YonN, se observé un incremento aproximado de 12 °C en la
temperatura de fusion bajo condiciones especificas, lo que indica una estabilizacion significativa
del estado plegado. Este aumento se tradujo en una mayor reproducibilidad en purificaciéon y en
una mejora general de la calidad de los ensayos posteriores, evidenciando que la estabilidad
conformacional es un factor determinante en el estudio de proteinas HU-like in vitro.

Una vez establecidas las condiciones experimentales, los ensayos EMSA permitieron
evaluar la interaccién de YonN con distintos tipos de ADN. YonN mostré union a ADN no curvado,
curvado y al fragmento RicA, confirmando una capacidad de interaccidon general independiente
de la topologia. Sin embargo, se observé una sefal aparentemente mas intensa en ADN no
curvado, en contraste con lo descrito para proteinas HU-like candnicas, que suelen mostrar
preferencia por ADN curvado o deformado (Parks et al., 2025).
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Esta discrepancia podria reflejar particularidades funcionales de proteinas HU-like
codificadas por fagos o, alternativamente, estar influida por la presencia de ADN co-purificado
asociado a YonN. En consecuencia, aunque los resultados sugieren un comportamiento menos
selectivo que el descrito clasicamente, la determinacién de su especificidad estructural requiere
estudios adicionales bajo condiciones mas controladas.

De hecho, uno de los hallazgos mas relevantes y consistentes a lo largo del estudio fue la
aparicion de un patron de fluorescencia difusa en todos los ensayos en los que participé YonN.
Este patrén dificultd la resolucion de complejos discretos y se acompafo de retencion de sefal
en los pocillos de carga. En comparacion, HBsu mostré bandas mas definidas y desplazamientos
progresivos dependientes de concentracién, lo que sugiere la formacion de complejos mas
homogéneos y controlados.

Este comportamiento se acentud en los ensayos de titracién, donde el desplazamiento del
ADN perdio6 progresividad a altas concentraciones de proteina, dando lugar a una respuesta no
lineal dominada por fluorescencia difusa, compatible con sistemas de union multivalente y
multiples estados de asociacion en equilibrio. La similitud de las sefiales con y sin ADN exdgeno,
junto con los ensayos de desnaturalizacion, en los que solo condiciones fuertemente
desnaturalizantes alteraron el comportamiento electroforético de YonN, refuerza la hipétesis de
ADN co-purificado, ya que la persistencia de la sefal bajo condiciones moderadas sugiere
complejos estables y su desaparicidon parcial bajo condiciones extremas indica dependencia de
material genético. En conjunto, estos resultados apoyan la presencia de ADN endégeno asociado
a YonN y explican la heterogeneidad observada en los EMSA.

En relacién con AimR, no se obtuvieron evidencias claras de una interaccién funcional
directa con YonN sobre el ADN en las condiciones analizadas. Aunque se detecté retencion de
material en la parte superior del gel en distintas condiciones, la baja resolucién de los complejos
impidié discriminar entre interacciones especificas, asociaciones inespecificas o agregados de
alto peso molecular. En conjunto, estos resultados no apoyan una participacién directa de YonN
en el eje regulador clasico del sistema Arbitrium bajo las condiciones experimentales ensayadas,
por lo que cualquier relacion funcional entre ambas proteinas debe considerarse hipotética.

De forma global, YonN muestra una elevada capacidad de interaccién con el ADN y
formacién de complejos estables, aunque con un comportamiento mas heterogéneo y menos
definido que el descrito para proteinas HU-like candnicas. La posible co-purificacion de ADN
constituye un factor limitante clave para la interpretacion de su afinidad, especificidad y
estequiometria de unién, lo que impide establecer un modelo funcional definitivo.

A futuro, se propone optimizar la eliminacién de ADN co-purificado sin comprometer la
estabilidad de YonN, lo que permitiria definir con mayor precision su afinidad real y descartar
efectos de arrastre de material genético en los ensayos funcionales. En paralelo, seria
conveniente mejorar la resolucién de los EMSA mediante la optimizacién de condiciones
electroforéticas y el uso de sustratos de ADN mas homogéneos, con el fin de discriminar mejor
posibles preferencias de union.

Asimismo, se plantea complementar el estudio con técnicas biofisicas en soluciéon, como
SEC-MALS o anisotropia de fluorescencia, que permitan determinar de forma mas fiable el
estado oligomérico de YonN y cuantificar su interaccién con el ADN. Finalmente, la obtencién de
estructuras de YonN en estado libre y en complejo con ADN mediante cristalografia constituiria
un paso clave para definir con mayor resoluciéon su modo de interaccién y compararlo con otras
proteinas HU-like.
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Aunque el presente trabajo ha permitido establecer una base experimental sélida sobre el
comportamiento de YonN, es necesario considerar varias limitaciones que afectan a la
interpretacion global de los resultados. En particular, la ausencia de medidas cuantitativas de
afinidad en solucién y de validacién funcional in vivo impide definir con precisién parametros
clave como la constante de disociacion o el impacto biolégico real de su interaccién con el ADN.
Asimismo, la posible presencia de ADN co-purificado introduce un factor de complejidad adicional
que condiciona la interpretacion de los ensayos de interaccion. En este contexto, los resultados
deben entenderse como una caracterizacion inicial de una proteina fagica previamente poco
explorada, que aporta evidencia relevante sobre su comportamiento molecular, pero que no
permite aun definir de forma completa su funcién bioldgica dentro del bacteriéfago SPf.

Finalmente, este trabajo amplia la comprension de las interacciones proteina—ADN en
sistemas bacterianos y de la relacion virus—hospedador, destacando factores que modulan estos
procesos como la estabilidad proteica o la presencia de material genético asociado. Los
resultados obtenidos pueden ser relevantes en el contexto del control de infecciones bacterianas
y la regulacion de la virulencia, al aportar conocimiento basico que podria contribuir al desarrollo
futuro de nuevas estrategias terapéuticas frente a bacterias patégenas. En este sentido, el
estudio se enmarca en el Objetivo de Desarrollo Sostenible 3, especialmente en las metas
relacionadas con la mejora de la salud y la reduccion de la mortalidad por enfermedades
infecciosas.

6. CONCLUSIONES

En consonancia con los objetivos planteados en este trabajo, se han identificado aspectos
clave de YonN como proteina implicada en la organizacion gendmica, permitiendo caracterizar
patrones de interacciéon con el ADN que contribuyen a esclarecer su posible papel regulador
dentro del ciclo de vida del fago SPB.

1. Se ha observado que YonN presenta una elevada capacidad de unién con el
ADN, reflejada en la retencion de material genético durante los procesos de purificacion, el cual
persiste incluso bajo condiciones experimentales exigentes. Esta robustez en la formacion de
complejos refleja un papel estratégico en la interaccion con el ADN tanto bacteriano como del
fago, superando en estabilidad a la proteina homologa bacteriana HBsu.

2. Se ha explorado la respuesta de la proteina YonN ante diferentes topologias de
ADN, revelando que YonN no muestra una preferencia real por ninguna composicion especifica.
Este fendmeno permite concluir que la proteina ejerce una modulacién arquitecténica no
selectiva, interviniendo en la organizacion fisica del genoma mediante un reconocimiento
inespecifico que se demarca de los canones descritos para otras proteinas de la familia HU-
like.

3. A partir del estudio de modificaciones postraduccionales se ha obtenido que la
acetilacidon de residuos de lisina conservados podria desempefiar un papel modulador en la
interaccién proteina—ADN. Sin embargo, los resultados obtenidos con HBsu no muestran una
reduccion significativa en la capacidad de unién tras el tratamiento con la acetiltransferasa
YfmK, lo que sugiere que este tipo de modificacion no es suficiente por si sola para inhibir la
union con el ADN. No obstante, la imposibilidad de reproducir estos ensayos de forma fiable
con YonN debido a su estado de co-purificacion con ADN limita la comparacion directa de estos
resultados.
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ANEXO 1

1. TABLAS

Tabla 1. Primers empleados para la amplificacion por PCR de los distintos fragmentos de ADN utilizados en los
ensayos de interaccion proteina-ADN.

PRIMERS SECUENCIA

YOpRS + 5'GCTGCTGCTITAGATIGTAATG 3°

YOPRS - 5" GGAAGAAGTTAATAAATATTACGC 3’
YONX-YOPA+ 5'GAGGGTCAGGGAATTTICGATG 3’
YONX-YOPA- 5'GGAGGATICAAGAGCTATATITTICC 3’
YOPD-YOPE+ 5'CAGCCITICTTACTIGTTIGTAAACGGTGTG 3°
YOPD-YOPE- 5'GCGTTAAACAGTTATGTITATACTCTGGCG 3°
YozV-YobD+ 5'GTTICTTCTIGCTTACCATGACTICC 3’
YozV-YobD- 5"GCCTCCCAAAACCATCTAGTTC 3°

NasF-NasE fw

5'CACATCTGCTTCCITGAGCGC 3’

NasF-NasE rv 5’ CAATATGTITICTGCCCGATGCACGAC 3’

RicA_Fw 5'CGAGGTGAAATGAGATGACGCTCT 37

RicA_Rv 5 TTAGAGAGAACAGCTGTTATITGAATGCTICA 37

YfmK Fw 5 ACCTGTACTTCCAATCCATAATGGCTTCAATAGACAGGTTTCAAG 37

YfmK Rv 5'ACGTCAATGCCAATAGGATATTATCAGTTGCGAAGAATCAGCGTAAGA 37

rtloop_spbeta Fw

rtloop_spbeta Rv

pLIC SGC1 17 Fw

pLIC SGC1 17 Rv

5’ GTGAAAAAATTICGCATITCG 37

5'CTCAGGCAATICTICTGA 3’

5 TAATACGACTCACTATAGGGG 3’

5'GCTAGTTATIGCTCAGCGG 37

Tabla 2. Condiciones evaluadas en el cribado de estabilidad térmica mediante Thermofluor.

COND. | 1 2 3 4 5 6

A 150mM 150mM 150mM 150mM NaCl, | 150mM 150mM
NaCl, NaCl, NaCl, 100mM NaCl, NaCl,
100mM 100mM Bis | 100mM cacodilato pH | T00mM MES | 100mM
AcNa pH | TrispH 5.5 | citrate pH | 6.5 pH 6.5 Hepes pH 7
4.5 5.6

B 150mM 150mM 150mM 150mM NaCl, | 150mM 150mM
NaCl, 1X | NaCl, 1X | NaCl, 1X | 1XSPG7.5 NaCl, 1X | NaCl, 1X SPG
SPG 4.5 SPG 5.5 SPG 6.5 SPG 8 9

(of Hepes pH | 100mM 250mM 500mM NaCl, | 150mM 150mM
7.5 NaCl, NaCl, Hepes pH 7.5 NaCl, NaCl,

100mM 100mM
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Hepes pH | Hepes pH Hepes pH | Hepes pH
7.5 7.5 7.5, 5% | 7.5, 10%
Gilicerol Glicerol
D 150mM 100mM 100mM 100mM Hepes | 100mM 100mM
NaCl, Hepes pH | Hepes pH | pH 7.5, 150mM | Hepes pH | Hepes pH
100mM 7.5, 7.5, NaF 7.5, 150mM | 7.5, 150mM
Hepes pH | 150mM 150mM SO4NH4 NO3NH4
7.5, 1mM | LiICI2 KCI
EDTA
COND. | 7 8 9 10 1 12
A 150mM 150mM 150mM 150mM 150mM 150mM
NaCl, NaCl, NaCl, NaCl, NaCl, NaCl,
100mM 100mM 100MmM Tris | 100mM  Tris | T00mM 100mM
HepespH 7.5 | Fosfato pH | pH 8 pH 8.5 Bicina pH ¢ CHES pH
7.5 9.5
B 150mM 150mM 150mM 150mM 150mM 150mM
NaCl, 1X | NacCl, 1X | NaCl, 1X | NaC], 1X | NaCl, 1X | NaCl, 1X
MMT 4.5 MMT 5.5 MMT 6.5 MMT 7.5 MMT 8 MMT 9
(of 150mM 150mM 150mM 150mM 150mM 150mM
NaCl, NaCl, NaCl, NaCl, NaCl, NaCl,
100mM 100mM 100mM 100mM 100mM 100mM
Hepes pH | Hepes PpH | Hepes pH | Hepes pH | Hepes pH | Hepes pH
7.5, 15% | 7.5, ImM |75 TmM|75 0.1mM]| 7.5, ImM | 7.5 1mM
Glicerol MgClI2 CaCl2 InCl2, CdCI2, TmM | DTT
0.1mM MNCI2
CoClI2
D 150mM 150mM 150mM 150mM 150mM 150mM
NaCl, NaCl, NaCl, NaCl, NaCl, NaCl,
100mM 100mM 100mM 100mM 100mM 100mM
Hepes pH | Hepes PH | Hepes pH | Hepes pH | Hepes pH | Hepes pH
7.5, 100mM | 7.5, 300mM | 7.5, Urea | 7.5, L-Arg | 7.5, Betaina | 7.5 0.1%
Sacarosa Sacarosa 0.5M 50mM, L- | 100mM Triton X-100
Glu 50mM
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2. IMAGENES EXTENDIDAS

Versién extendida de la figura 18. Estudio de especificidad de YonN (7 ug) frente a diferentes conformaciones
de ADN: No Curvado (NC), Curvado (Cu) y RicA. Los carriles pares muestran el desplazamiento del ADN fras
la adicién de la proteina.

*LADDER *ADN NC + *ADNCu+ *ADN  *ADN RicA
* *,
Vil ADNINC oNTag  PNEU RicA  +YonN 7 ug

Versién extendida de la figura 19. Ensayo EMSA en gel de agarosa comparando la afinidad del fragmento
RicA por las proteinas HBsu (1.5y 3 ug) y YonN (4 y 8 ug), incluyendo el patron de migracién Ladder VII.

*ADN  *ADN  *ADN  *ADN

RicA+ RicA+ RicA+ RicA+

*LADDER *ADN HBsu  HBsu YonN  YonN
Vi RicA g g : 8 ug

2EBE

OB
SI02 [
SR

B exiap

Versién extendida de la figura 20. Comparativa de unién individual y competitiva de YonN (1.7 ug) y HBsu (1.5
ug) con los sustratos Zenit y ADN RicA. Se detallan los desplazamientos de banda y la formacién de complejos
nucleoproteicos. Se incluye el patrén de migracién Ladder VII.
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*ADN *ADN

*ADN *ADN *ADN *ADN Zenit + Zenit +
Zenit + Zenit + RicA + RicA + *ADN ADN RicA ADN RicA
% % .
I.AlzllJER *ADN Zenit 1V07n HBs ‘ADN Yon HBs Zemt.+ +YonN  + HBs

Version extendida de la figura 21. Andlisis EMSA de la interaccién de YonN (2.2 ug) y AimR (5 ug) con el
fragmento de ADN Plus. Se muestran carriles con proteinas individuales y en combinacién para observar el

desplazamiento de las bandas de ADN libre.

*ADN

Plus +

*ADN *ADN  YonN

Plus+  Plus+ 22ug

*ADN YonN  AimR5 +AimR
Plus 22u 5ug

¥

Version extendida de la figura 22. Titracién de la proteina YonN (9 a 54 ug) con el fragmento de ADN RicA. El
Ultimo carril muestra el control de la proteina YonN (54 ug) en ausencia de ADN exdgeno. Se incluye el patron

de migracién Ladder VII.

*ADN *ADN *ADN *ADN *ADN *ADN *ADN *ADN

RicA+ RicA+ RicA+ RicA+ RicA+ RicA+ RicA+ RicA+

*LADDER *ADN  YonN YonN YonN YonN YonN YonN YonN  YonN
it RicA 9 ug . ;

4074)px

*YonN
54 ug

261197/px
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Version extendida de la figura 23. Andlisis del efecto de agentes desnaturalizantes (calor y urea 8M) sobre la
movilidad de las proteinas YonN y HBsu (4 ug). Se incluye el patréon de migracion Ladder Vil y el buffer SDS de
forma independiente.

*YonN *HBsu
*YonN *HBsu Desnat Desnat
*YonN *HBsu Desnat Desnat con con
Desnat Desnat con con calor + calor +
con con UREA UREA UREA UREA *Buffer
*LADDER *YonN *HBsu calor calo am am 8M 8M SDS +

516,92:px

Version extendida de la figura 24. Ensayo EMSA evaluando la unién de HBsu (3 ug) al ADN RicA bajo
condiciones de modificacion (acetilacién) y desnaturalizacion (calor y SDS), incluyendo ademds el patrén de
migracion Ladder VII.

*ADN *ADN RicA *ADN RicA

*ADN RicA + + HBsu + HBsu

*HBsu RicA + HBsu Desnat Desnat
*LADDER *ADN *HBsu  Acetilada HBsu  Acetilada con calor con calor
Vil RicA 3ug 3 ug : SDS 3 ug

380/62/px4

4501.2px. . ; b R : pS

+ 591,5 px
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