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RESUM

El bacteriofag lambda (fag A) és un virus que, com indica el seu nom (bacteriofag, ‘que
menja bacteris’) infecta el bacteri intestinal Escherichia coli. El fag A s’ha utilitzat historica-
ment com a organisme model per a l'estudi de la multiplicacié de virus i, sobretot, per
comprendre la regulacié genica. Per regulacié génica entenem on i quan han de funcionar
els gens, decisié cabdal que fa que, per exemple, les céllules de la nostra sang siguin molt
diferents de les de I'ull, tot i dur els mateixos gens: la diferencia és quins es troben actius.
El fag A és, doncs, el paradigma per entendre la regulacié genica, ja que té dos cicles de
vida diferents, anomenats cicles litic i lisogénic; per triar quin manara s'utilitza un sistema
senzill (i alhora complex) de regulaci6é genetica. Si el fag tria el cicle litic, es multiplica
dins del bacteri fins a lisar-lo i alliberar els fags descendents. Si, en canvi, tria el cicle liso-
genic, el DNA del fag s’integra dins del DNA del bacteri i roman latent (profag), com un
fragment més de genoma bacteria. Aixo no mata el bacteri, que continua dividint-se. El
DNA del fag es replica juntament amb el DNA del bacteri, que expressa els seus gens i els
del fag. La lisogénia pot mantenir-se estable o revertir envers el cicle litic si hi ha certs fac-
tors ambientals que afectin la viabilitat del bacteri. El fag A s’ha utilitzat també com a eina
en biologia molecular, entre altres aplicacions, per produir DNA recombinant, aprofitant
les capacitats dels seus enzims d’integrar fragments de DNA dins del genoma bacteria.
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THE BACTERIOPHAGE LAMBDA

SUMMARY

The bacteriophage lambda (phage A) is a virus that infects the intestinal bacteria Es-
cherichia coli. Phage A has been historically used as a model microorganism on the study
of virus multiplication, and moreover for the genetic regulation of its multiplica-
tive cycles. Phage A has two different multiplicative pathways, called lytic and lysogenic
cycles, and can choose among both cycles by a complex system of genetic regulation. If
the lytic cycle is selected, A multiplies within the bacteria generating new phages. The
new phages release outside the bacteria by lysis, which causes the death of the cell. If the
lysogenic cycle is selected, the phage DNA is integrated within the bacterial DNA and re-
mains in a latent state (prophage) as a part of the bacterial genome. This cycle does not
kill the bacterial cell, that can continue its replication together with the replication of the
phage DNA. This allows the bacterium to express its own genes and those of the phage.
Lysogeny can remain stable or revert towards the lytic cycle, if there are certain environ-
mental factors that affect viability of the bacteria. Phage A has also been applied as a tool
for diverse molecular biology applications. Among others, the production of recombinant
DNA, using the abilities of their enzymes to integrate DNA fragments within the bacteri-

al genome.
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El bacteriofag o fag lambda, anomenat
normalment amb la lletra grega A, va ser
descobert fa més de mig segle, el 1950, per
la microbiologa Esther M. Zimmer Leder-
berg (1922-2006) (Lederberg, 1950, 1951).
Els bacteriofags o fags son virus que tenen
la capacitat d’infectar bacteris. La doctora
Lederberg va aillar el fag A a partir de la
infeccié del bacteri d’origen intestinal Es-
cherichia coli, soca K-12. Com tots els virus,
l'estructura del fag A és molt simple. Con-
sisteix en un cap, que té la forma d’un pris-
ma icosaédric, fet de subunitats de protei-
na, amb un diametre de 55 nm. A l'interior
d’aquest cap hi ha el material genetic, DNA
de doble cadena, que conté més de quaran-
ta gens, amb la informacié necessaria per
generar-ne l'estructura i per dur a terme la
infeccié. A més, el fag A posseeix una cua
de 150 nm, també composta per proteines,
que li serveix per unir-se al bacteri i infec-

tar-lo (vegeu la figura 1) (Hendrix et al.,
1983).

La utilitat dels bacteriofags es basa en la
facilitat de creixement del seu hoste, per la
qual cosa han esdevingut models per a l'es-
tudi dels virus. El fag A ha estat un dels
bacteriofags més ben estudiats i s'utilitza
encara avui dia com a model de regulacié
genetica i d'infecci6 virica. Facilita aquesta
tasca el fet que A no és cap virus patogen,
que no necessita cultius cellulars comple-
X0s per propagar-se i que estudiar-lo no és
excessivament car. El fet que el seu bacteri
hoste sigui E. coli ha estat determinant, ja
que aquest és un bacteri facil de manipu-
lar, molt estudiat i ampliament utilitzat en
el laboratori (vegeu el capitol sobre E. coli).
Aixi doncs, A és un virus model que infecta
un bacteri model.

Tanmateix, l'elecci6 del fag A com a mo-
del es recolza en la complexa i interessant
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regulacié del seu circuit genetic. En efecte,
els seus mecanismes de regulacié genica
son dels més ben coneguts i estudiats
(Little, 2006; Oppenheim et al., 2005) i mol-
tes de les caracteristiques generals de la re-
gulacié genetica que considerem evidents
avui dia van tenir la seva descoberta en A.
El fag té un cicle vital molt més complex
que la majoria d’altres virus bacterians, i
aixo crea un ampli rang de comportaments
i una regulacié genética molt interessant.
Hi ha tres aspectes del comportament de A
que requereixen una atencié especial: pri-
mer, A fa una tria, just després d’infectar
la céllula, entre dos cicles vitals diferents
(cicle litic o lisogenic); segon, si segueix el
cicle lisogenic, el DNA del fag s’integra en
I'hoste i reprimeix el cicle litic; i tercer, un
cop en l'estat lisogenic, pot canviar d’opi-
nid i tornar un altre cop a l'estat litic. Tots
aquests cicles els porta a terme mitjangant
una acurada regulacid dels seus gens, re-
primint l'expressié d’alguns i promovent
l'activacié d’altres, en un delicat equilibri
de decisions a escala molecular. A continu-
acié veurem que ens ha ensenyat A i conei-
xerem els seus cicles en detall.

MODEL D’INFECCIO VIRICA

La infecci6 del fag A, com la d’altres fags,
té lloc quan aquest troba el receptor d'una
cellula del seu bacteri hoste, en aquest cas
E. coli. El fag A utilitza la cua per unir-se a
una proteina de la superficie del bacteri, la
proteina LamB. LamB forma part de l'es-
tructura proteica d’un porus que es forma
a la paret d’E. coli i que fa servir el bacteri
per captar un sucre, la maltosa. El model
de A i el seu receptor de la maltosa va ge-
nerar elegants experiments que descrivien
que l'expressio d’aquest receptor afavoria o
inhibia la infeccié del fag A (Lederber,
1955) i han servit de base per estudiar els
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receptors d’altres virus. Un cop unit a
LambB, i a través de la cua, el fag injecta el
seu DNA dins del bacteri (vegeu la figu-
ra 2). Aquest és el primer pas de la infeccié
de la majoria de bacteriofags amb cua. La
cadena lineal de DNA del fag travessa la
paret del bacteri i arriba al seu interior, on
immediatament es tanca sobre ell mateix
formant una molecula de DNA circular.
Aquesta circularitzacioé és possible gracies
a uns extrems cohesius en el seu DNA que
s'uneixen per uns enzims del bacteri, les
lligases. La circularitzacié és necessaria per
evitar que certs enzims degradadors de
DNA (endonucleases) del bacteri, que ac-
tuen generalment sobre DNA lineal, no ta-
llin i degradin el DNA del fag (Heskowitz i
Hagen, 1980).

MODEL DE LISOGENIA

Un cop injectat el seu DNA dins d’E.
coli, el fag pot triar dues opcions a I'hora
de replicar-se: el cicle litic i el lisogenic, i
pren la decisié depenent de 'ambient i les
circumstancies en que es troba (Hersko-

Fi1GUurA 1. Micrografia electronica del bacteriofag A.
Tinci6 negativa amb molibdat amonic.
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witz i Hagen, 1980; Oppenheim et al,
2005).

Primera alternativa: cicle litic

Si A segueix el seu cicle litic, aleshores el
primer que es produeix és la replicacié del
seu DNA. Com tots els virus, el fag A no té
la maquinaria necessaria per replicar-se i
ha de manllevar la de la cellula bacteriana,
com a perfectes parasits que son (vegeu la
figura 2). Quan el fag A segueix el cicle litic
es comporta com un virus virulent. Per tal
d’aconseguir la replicacié del seu DNA, el
fag A utilitza els enzims de replicacié del
DNA del bacteri i els fa treballar per a ell.
El bacteri atura les seves funcions propies
en haver de treballar per al fag. E1 DNA
del fag es replica nombroses vegades a fi
que es formin copies de DNA per als nous
fags que es formaran. Una serie de protei-

nes primerenques produides pel fag ma-
teix ajudaran en aquesta tasca. Un cop hi
ha prou copies del DNA del fag, aquest
mateix DNA aporta la informacié necessa-
ria per sintetitzar les proteines que han de
conformar la capsida i la cua dels futurs
nous fags. Amb aquest sistema, nombroses
proteines estructurals del fag, incloent-hi
les de la cua, es formen i sOn encaixades.
Finalment, cada copia de DNA del fag es
coloca a dins de cada nova capsida forma-
da i es generen noves particules completes
de fag A a l'interior del bacteri. Un darrer
grup de proteines tardanes del fag, les li-
sines, causaran la lisi i mort de la céllula
bacteriana per tal de permetre l'allibera-
ment dels nous fags a l'exterior.

Pero no és pel cicle litic pel qual A és un
organisme famds: la seva caracteristica es-
pecial és la capacitat de seguir una segona
alternativa, o de triar entre totes dues.
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del DNA per la cua del fag i penetracio a I’interior del bacteri. 3. Replicaciéo del DNA del fag i sintesi
de proteines fagiques. 4. Assemblatge de les capsides dels nous fags i introduccié del DNA a dins les
capsides. 5. Alliberament dels nous fags per lisi del bacteri mitjancada per lisines.
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Segona alternativa: cicle lisogeénic

Algunes vegades el fag pot seguir el ci-
cle lisogenic. Es sobretot en aquest cicle en
que el fag A apareix com el principal mo-
del i és a partir dels estudis fets amb A
quan es va comengar a entendre com es
prenen les decisions de regulacié genetica
a escala molecular. No tots els fags sén ca-
pagos de seguir aquesta segona alternativa,
i aixo fa que A sigui tan especial.

A diferencia del cicle litic, aquest cicle no
causa la mort bacteriana. Per contra, el ge-
noma del virus, un cop introduit dins del
bacteri, s’integra en el cromosoma del bac-
teri hoste (vegeu la figura 3). Aquest meca-

nisme va ser estudiat per un collega i amic
d’Esther Lederberg, el microbioleg Allan
Campbell, el 1962. La integracié del DNA
del fag dins del bacteri té lloc gracies a una
proteina del fag, la integrasa. Aquesta per-
met que el genoma del fag s’insereixi en un
lloc concret del genoma del bacteri (vegeu
la figura 3) (Heskowitz i Hagen, 1980; Wi-
lley et al., 2008). Un cop integrat el DNA
del fag, el cicle lisogenic es manté gracies a
una acurada regulacié a escala genetica,
que és altament estable. En 'estat lisogenic,
el DNA de A s’anomena profag, i roman
resident dintre del genoma del bacteri sen-
se causar-li cap dany aparent. El fag capag
de seguir el cicle lisogenic, com A, s'anome-
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Cicle lisogénic del fag 1. Esquema d’integraciéo del DNA

del fag en el cromosoma bacteria mitjangant la integrasa (inf) i els llocs
att. El pas contrari, 1’escissié del DNA del fag en cas d’induccié del ci-
cle litic, es produeix mitjangant I’escissionasa (xis).
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na fag temperat, i el bacteri que té un fag
temperat al seu interior, lisogen. La lisoge-
nia estudiada en A fa que aquest fag hagi
servit també com a model de transferéncia
genetica, tal com veurem més endavant.

MODEL GENETIC DE DECISIO

La decisié lisi-lisogénia no es pren de
qualsevol manera, sind que es basa en una
regulacié a escala molecular que ha estat
molt ben caracteritzada. La base de la re-
gulacié recau en dues proteines: la protei-
na CRO, que activa el cicle litic (la forma-
ci6 de nous fags) i la lisi cellular, i la
proteina CI, que manté el cicle lisogenic
(manté el DNA del fag integrat en el geno-
ma bacteria) (vegeu la figura 4). El desco-

briment dels gens que codifiquen aquestes
proteines de decisiéo va ser tan rellevant
que en els sistemes que s’han estudiat des-
prés de A es té la tendencia a cercar els
gens homolegs que facin les funcions de
croocl.

CRO i CI sén proteines que funcionen
unint-se a determinades regions promoto-
res del DNA del fag. Tot i que el model
mecanic d’aquesta regulaci6 és for¢a com-
plex, de manera sintetica direm que en
unir-se totes dues proteines estimulen o
bloquegen la transcripcié dels gens que
provocaran un cicle o l'altre. La base d’a-
questa decisid és, doncs, una lluita basada
en la concentracié de cada una d’aquestes
proteines: quan la concentraci6 duna
superi l'altra, es determina la decisié en-
vers un cicle o laltre. Permeteu-me una
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Regulacio del cicle liticolisogénic del fag 1. El producte del gen cro regula el cicle litic i el

producte del gen ¢/ regula la lisogénia. Si la concentracié de CI és més gran que la de CRO, s’inhibeix
CRO, s’estimula la sintesi de CI i s’estableix la lisogénia. Si, per contra, determinats factors ambientals
causen 1’activacio de la resposta SOS, aix0 produeix 1’eliminacié de CI, que baixa en concentracid res-
pecte a CRO. Aleshores s’estimula la sintesi de CRO i s’inhibeix la de CI. L’augment de CRO porta a la

induccid del cicle litic de 4.
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aproximacié simplificada al que té lloc en
cada un dels suposits:

Progressid a cicle litic: en aquest cas hi
ha més produccié6 de proteina CRO i
menys de CI. En unir-se CRO, estimula la
seva expressio propia i, a més, 1'expressio
dels gens implicats en la via litica. A més,
inhibeix la produccié de CI, amb la qual
cosa continua mantenint el nivell més alt
de CRO i més baix de CI (Heskowitz i Ha-
gen, 1980; Oppenheim et al., 2005). En ex-
pressar-se CRO, s’activen altres gens: gens
encarregats de la sintesi de la capsida i la
cua del fag, de I'encaix i, finalment, de l'ex-
pressio dels gens de lisi.

Progressio a cicle lisogénic: en aquest
cas, els nivells de CI sén superiors als de
CRO. Els alts nivells de CI causen, en pri-
mer lloc, més expressio del CI mateix i,
també, bloquegen l'expressié de CRO, re-
primint els gens de la capsida, els gens per
a I'assemblatge i els de les proteines de lisi
(Friedman i Court, 2001; Oppenheim et al.,
2005). A més, la presencia de CI activa l'ex-
pressio de la integrasa del fag, que, tal com
s’ha comentat, permetra la integracio del
DNA del fag dins del genoma bacteria (ve-
geu la figura 4). Aixi estant, 'estat lisogenic
es mantindra sempre que CI es mantingui
a una concentracié superior a CRO. Lestat
lisogenic és afavorit quan hi ha molts vi-
rus, o si hi ha molts ions bivalents al medi
(Adams, 1959).

Tercera alternativa: tornar a activar
el cicle litic

El fag en estat lisogenic pot tornar a acti-
var el cicle litic mitjangant un canvi que sa-
nomena induccié del fag. Aquesta alternati-
va implica que les decisions moleculars
que poden semblar irreversibles poden te-
nir un nivell de complexitat superior que
en permeti la reversio si canvien les condi-
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cions ambientals. Aquesta senzilla observa-
cié en un petit fag té grans implicacions
que han estat la base d’estudis genetics
posteriors en altres organismes i han con-
dicionat la nostra comprensio de les decisi-
ons a escala molecular. La decisié que do-
na com a resultat l'inici del cicle litic a
partir de la lisogenia involucra un sistema
regulador que s'anomena resposta SOS. La
resposta SOS és un conjunt de canvis que
es produeixen en els bacteris com a respos-
ta davant de certs factors ambientals que
comporten estres. Aixo activa el fag A, cosa
que molts autors interpreten com una res-
posta del fag, que se sent «<amenacat» per
factors externs que podrien perjudicar-lo.
Aixi es pren la decisié de «sortir» del bac-
teri. S’inicia aleshores un procés invers al
descrit per a l'establiment del cicle lisoge-
nic, i que té com a objectiu la creacio i dis-
seminacié de nous fags. L'activacio de la
resposta SOS activa la proteina RecA, que
degrada CI i en redueix la concentracio.
Com a conseqiiéncia, la concentracié de
CRO augmenta i s’indueix el cicle litic.
Aleshores, es ddna l'escissié del DNA del
fag des del cromosoma bacteria i el profag
resultant (vegeu la figura 3) forma nous
fags A, que son alliberats fora del bacteri.

MODEL EVOLUTIU .
DE TRANSFERENCIA GENETICA
HORITZONTAL

Tal com s’ha comentat més amunt, l'es-
pecial cicle vital de A té d’altres implicaci-
ons. En integrar-se dins del genoma d'un
bacteri, A és capa¢ d’introduir-hi els seus
gens. En lestat lisogenic, el DNA de A (o
profag) roman resident dintre del genoma
del bacteri. El bacteri que té un fag al seu
interior (lisogen) es continua dividint i
provoca la duplicacié del DNA del fag en
cada nova divisié. Els gens de A integrats
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al cromosoma bacteria poden ser, per tant,
expressats pel bacteri. Quan un bacteri
integra un fag en un lloc concret del seu
genoma i expressa els gens del fag, diem
que aquests gens han estat transduits.
Aquest mecanisme és un dels tres mecanis-
mes de transferéncia genética horitzontal
descrits en bacteris: conjugacio, transfor-
macio i transduccid. La transduccié fagica
és el mecanisme pel qual els bacteris es
transfereixen DNA transportat mitjancant
un fag. La transduccié pot ser generalitza-
da o especialitzada. El fag A és el tipic
exemple de fag temperat que fa transduc-
ci6 especialitzada: el fag s’integra en un
lloc especific del cromosoma bacteria.

El model de A ha permeés també l'estudi
d’altres fags que «s’assemblen» a A. S'ano-
menen fags lambdoides, i tenen una estruc-
tura genetica forca similar, malgrat que
presenten certes diferencies. Les seqiienci-
es completes del fag A i d’altres fags lamb-
doides s’ha determinat en els darrers anys.
La comparacié d’aquestes seqiiencies ha
donat una nova perspectiva a temes d’estu-
di tan rellevants com l'evolucié dels virus i
I'evolucié dels bacteris (Canchaya et al.,
2004).

Evolucio dels virus

L'estructura genetica dels fags és com un
mosaic, en que diferents fags comparteixen
els mateixos gens o grups de gens. Aixo
implica que els fags s’intercanvien aquests
fragments entre si, probablement per re-
combinacid. El tipus de recombinaci6 de A
permet la recombinaci6 de fragments molt
petits, i aquesta activitat tan potent té un
paper important en aquests fenomens de
recombinaci6 entre fragments de DNA, tot
i que no siguin identics. Imaginem diver-
sos fags integrats com a profags dins del
genoma d’una mateixa cellula bacteriana.

Aquests diversos fags es poden (de fet ho
fan) intercanviar fragments de DNA entre
si entrecreuant-se els fragments entre zo-
nes homologues. Quan aquests fags acti-
ven posteriorment el seu cicle litic, els nous
fags generats no son idéntics als seus pro-
genitors, sind que han incorporat o perdut
fragments de DNA: han evolucionat. La re-
combinacid entre fags, iniciada amb A, con-
tinuada amb fags lambdoides, és extensi-
ble a virus de la mateixa familia o entre
fags molt diversos, que poden infectar bac-
teris diferents (E. coli o Streptomyces, per
exemple). Aquest fet explica per que es tro-
ben fags filogeneticament molt distants en-
tre si, pero que per contra comparteixen re-
gions de DNA exactament iguals. Dins de
la seqiiencia de A, hi ha fragments que no
s’han identificat, trossos de DNA que no se
sap per a que serveixen. Shan anomenat
morons, i es creu que podrien ser fragments
recentment transferits des d'un altre fag
(Hendrix et al., 1999, 2000).

No es coneix quin pot ser el benefici con-
cret obtingut pels virus en incorporar (o
perdre) nous fragments de DNA, pero sens
dubte, la incorporacié de nous gens in-
crementa la variabilitat genetica dels orga-
nismes i aquesta sempre és benvinguda,
atesos els avantatges selectius que pot pro-
porcionar.

Evolucio dels bacteris

La sospita del paper de A i els fags lamb-
doides en 'evoluci6 bacteriana s’inicia amb
el descobriment de Freeman el 1951 en que
es va descriure que els fags poden estar
relacionats amb la viruléncia bacteriana.
Freeman va provar que un fag de Coryne-
bacterium portava el gen de la toxina difte-
rica. Esther Lederberg, el 1956, va potenci-
ar aquest paper en estudiar la transducci6
del fag A en E. coli K-12 (Morse et al., 1956),
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i va provar la importancia d’aquest fet, no
solament per explicar la transferencia de
resisténcia bacteriana, sind també com un
important mecanisme d’evolucié bacteria-
na. Posteriorment es va veure que altres
fags lambdoides també porten gens que
codifiquen factors de virulencia. L'exemple
més significatiu és el dels fags Stx, que
porten el gen de la toxina Shiga, una toxina
molt similar a una toxina de Shigella, pero
produida per E. coli (O'Brien et al., 1984;
Muniesa et al., 2009). Aquestes toxines son
importants en la viruléncia d’algunes so-
ques d’E. coli, anomenades enterohemorragi-
ques, perque causen diarrea amb sang i
complicacions més greus. De la mateixa
manera que els fags Stx, el fag A mateix
transporta gens relacionats amb la virulén-
cia bacteriana. El gen bor, que confereix al
bacteri lisogenitzat per A resisténcia al se-
rum animal, i el gen lom, que s’expressa en
la membrana externa del bacteri lisogenit-
zat i pot ajudar a la uni6 dels bacteris amb
cellules de mamifers (Barondess i Beck-
with, 1990; Waldor et al., 2005). Els gens de
virulencia transportats per fags son els més
estudiats, per raons obvies, pero altres
gens relacionats amb el metabolisme o
I'adherencia bacteriana també s’han obser-
vat en el genoma d’alguns fags (Canchaya
et al., 2004).

La conseqiiéncia de tot aix0 és que els
fags que incorporen en el seu DNA gens
bacterians i que després infecten bacte-
ris poden transferir els gens a aquests bac-
teris (transduccid), la qual cosa fa canviar
el DNA del bacteri infectat. Aquest fet va
ser ampliament estudiat en el fag A (Leder-
berg, 1956). A vegades aquests gens no
perduren si el fag activa de nou el seu cicle
litic, la qual cosa fara que el bacteri es lisi i
es perdi el nou gen incorporat. Pero de ve-
gades observem coses curioses tot just
abans de produir-se aquesta lisi. Per exem-
ple, si considerem un fag que transporta i
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transdueix el gen d'una toxina en un bac-
teri, el fet interessant és que, quan s’activa
el cicle litic dels fags, augmenta drastica-
ment la producci6 de toxina d’aquestes so-
ques. Aix0 succeeix just abans que el bac-
teri es lisi per causa dels nous fags induits.
Aquests descobriments porten a la idea
que el fag, més que ser un mer vehicle de
transport de gens de virulencia, té un pa-
per important en la regulacié mateixa de
I'expressié de la toxina (Canchaya et al.,
2004; Muniesa et al., 2009). A més, l'estudi
d’aquest model genera una interessant pa-
radoxa: per que una cellula bacteriana aug-
menta la seva viruléncia tot just abans de
ser lisada per un fag? Quin sentit té que es
torni més virulenta si, al cap i a la fi, acaba-
ra morint quan els fags en surtin? Tot i que
encara no hi ha una resposta definitiva a
aquesta pregunta, molts autors han propo-
sat una solucié molt elegant a aquesta pa-
radoxa. Es pensa que potser dintre de la
poblacié d’E. coli, una subpoblacié aug-
menta la seva virulencia, i augmenta la
produccié de toxina i la generaci6é de nous
fags que la transporten, malgrat que aixo
representa la mort d’aquesta subpoblacid,
una especie de suicidi altruista. Parallela-
ment, una altra subpoblacié roman intacta,
sense activar la lisi del fag i sense generar
fags nous. No es torna més virulenta, pero
continua existint. Amb aquest mecanisme,
el global de la poblacié d’E. coli pot perdu-
rar i alhora ser més virulenta. A més, es ge-
neren nous fags alliberats a l'exterior que
serien capacos de tornar a infectar altres
bacteris i transferir-los el gen de la toxina
per transducci6 fagica (Wagner et al., 1999;
Canchaya et al., 2004; Serra-Moreno et al.,
2008).

Encara hi ha més observacions interes-
sants que expliquen el paper de fags en I'e-
volucio bacteriana. De vegades, després de
moltes divisions bacterianes, el fag (o, més
correctament, el profag) perd la seva capa-
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citat de revertir el seu estat lisogénic i d’ac-
tivar el cicle litic. Aixo s’ha observat amb A
i amb altres fags. El fag es queda literal-
ment atrapat en la seva forma de DNA
dins del genoma del bacteri i deixa de ser
un profag, per passar a ser el que s'anome-
na un fag defectiu. D’aquests se’n localitzen
en gran quantitat dins els genomes bacteri-
ans que s’han anat seqiienciant (Canchaya
et al., 2004). Alguns fags defectius es creu
que son de tipus lambdoide, i d’altres no.
Segurament se’n seguiran trobant en altres
genomes bacterians que se seqiienciin en el
futur. Aixi, el bacteri que transporta un
profag defectiu ha incorporat definitiva-
ment els gens d’aquest sense possibilitat de
perdre’ls, almenys per activacié del cicle li-
tic. El bacteri ha adquirit material genetic
nou, ha evolucionat.

UNA EINA MOLT UTIL A MES
D’UN MODEL: APLICACIONS
DE A EN BIOLOGIA MOLECULAR

El coneixement sobre el fag A ha propor-
cionat eines molt utils per aplicar-les en ci-
encia. En concret, en la disciplina de la bio-
logia molecular, en la qual sestudia el
funcionament biologic dels sistemes a esca-
la molecular.

Una de les aplicacions més simples del
fag és aprofitar el seu DNA, facil d’extreu-
re i de seccionar, com a marcador de pesos
moleculars. Efectivament, el DNA del fag
A, un cop tallat amb enzims de restriccio,
que tallen en determinades zones del
DNA, genera fragments de mida conegu-
da. Aquest patré de bandes del DNA del
fag (de mida coneguda) es fa servir de ma-
nera comparativa per verificar la mida dels
fragments de DNA amb els quals es treba-
lla. Nombrosos laboratoris on es fan tecni-
ques de reacci6 en cadena de la polimerasa
(PCR) utilitzen marcadors basats en el

DNA del fag A per comprovar la mida dels
fragments amplificats amb PCR.

A més, diversos fragments i gens del fag
A s’han fet servir per construir vectors, ele-
ments genetics que serveixen per clonar
gens a la manera d’una maquina de repli-
cacié6 que, un cop introduida dins d'un
bacteri, ens genera nombroses copies del
gen en estudi. Entre aquests gens tenim zo-
nes per on A comenga a copiar el seu DNA
(origen de replicaci6), zones d’homologia
amb el cromosoma del bacteri, zones de re-
combinacié, etc.

Diversos processos han aprofitat el co-
neixement sobre el genoma de A i la seva
capacitat per introduir el seu DNA en el
genoma del bacteri. El descobriment de les
funcions de recombinacié de A ha portat a
generar noves estrategies per aprofitar
aquestes funcions. Enzims propis de A s’u-
tilitzen en aquests processos. Entre d’altres,
integrases, de les quals hem parlat en les
seccions anteriors, i recombinases. D’a-
questes destaca la Red-recombinasa, una
proteina de A que produeix la recombina-
cié dels fragments de DNA lineal amb
DNA bacteria utilitzant zones homologues
del DNA, i que aconsegueix integrar-lo
(Datsenko i Banner, 2000). Aix0 permet in-
troduir de manera artificial fragments del
genoma que es vol estudiar dins d'un de-
terminat bacteri. Majoritariament, s’ha tre-
ballat amb E. coli, pero recentment s’ha
adaptat el sistema a altres bacteris (Fried-
man i Court, 2001). Aquestes caracteristi-
ques recombinatories ja s’havien provat
amb Saccharomyces cereviciae, pero ha resul-
tat que, gracies a la utilitzacio de la recom-
binacié mitjangant A, ara es pot aconseguir
que E. coli faci el mateix, perd amb molta
més eficiencia que Saccharomyces. Aquest
sistema s’ha desenvolupat i ha arribat a
tenir un nom propi, recombineering, que
prové de la fusio dels termes anglesos re-
combination (‘recombinacid’) i engineering
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(‘enginyeria’). Es podria traduir com a en-
ginyeria de recombinacié. En aquesta engi-
nyeria son possibles moltes aproximacions:
fragments linears molt curts, variacions
d’un sol nucleotid i incorporaci6é de frag-
ments amplificats amb PCR, entre d’altres.

El fag A també s’ha utilitzat com a vehi-
cle per transportar gens. Ultilitzant particu-
les del fag en qué s’han modificat algunes
proteines de la capsida s’ha aconseguit que
aquest infecti i transfereixi el seu DNA a
cellules animals (Lankes ef al., 2007). Una
altra aplicacid relacionada és la utilitzacié
del fag A per presentar proteines en la seva
capsida. Aquesta metodologia rep la deno-
minaci6 de phage display en angles, i consis-
teix a introduir el gen de la proteina que
volem presentar dins d'un gen d’una pro-
teina de la capsida del fag. Quan genera la
seva capsida, el fag incorpora la proteina
en estudi associada a les proteines de la
seva capsida; aleshores diem que «presen-
ta» la proteina en estudi en la seva superfi-
cie. El phage display és una tecnologia que
ha tingut exit en diverses aplicacions du-
rant els darrers anys, tant per a l'estudi de
processos biologics com per aillar molecu-
les amb un valor practic (Garufi ef al.,
2005). El phage display presenta una vessant
interessant del fag com a vehicle potencial
per a vacunes. Els estudis duts a terme in-
diquen que el sistema immunitari del sub-
jecte reacciona contra el fag. Si la proteina
del fag es modifica de manera que s’assem-
bli, posem per cas, a la proteina d"un virus
de la grip, podriem estar generant una va-
cuna amb fag A com a vehicle, en principi
innocu per a l'individu, capag de presentar
la proteina del virus de la grip al sistema
immunitari i generar un augment de les
defenses envers el virus (Lankes et al.,
2007).

Finalment, un altre ts dels fags que esta
incrementant la seva importancia els dar-
rers anys és la terapia fagica. Aixo és I'ts
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de fags litics per eliminar bacteris. Es pre-
senta com una alternativa als antibiotics i
el van desenvolupar per a us clinic ja fa
molts anys diversos grups d’investigacié
de I'Europa de I'Est i dels Estats Units. Ara
torna a ressorgir com a alternativa per tal
d’evitar les resistencies bacterianes als anti-
biotics (Briissow, 2005). La major part de la
recerca en terapia fagica s’ha fet amb fags
litics que infecten E. coli. Aquests son fags
de tipus T i tipus A. Malgrat tot, el fet que
alguns fags puguin fer el cicle lisogenic
com A pot tenir implicacions no desitjades
d’intercanvi de DNA amb els bacteris i pot
ser un inconvenient per utilitzar-los per a
terapia fagica.
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