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1. RESUMEN

La emergencia de organismos resistentes a los antibiéticos usados convencionalmente supone
un problema que compromete los sistemas de salud y la seguridad alimentaria. Esta situaciéon
se prevé que alcance una magnitud enorme en las préximas décadas hasta convertirse en una
verdadera pandemia. La diseminacidn de genes de resistencia entre organismos se lleva a cabo
mediante transferencia génica horizontal (TGH), principalmente mediante las vias conocidas
como transformacién, transduccién y conjugacién. Se estima que esta ultima ruta es la que
mayor contribucidon aporta a esta situacién. Por ello, el estudio de este proceso es
fundamental como base para el posible desarrollo de terapias disefiadas para bloquearlo y, en
consecuencia, frenar la dispersién de estos genes de resistencia a las poblaciones de
microorganismos sensibles. Respecto a lo que se sabe sobre la conjugacién en bacterias Gram-
negativas (Gram-), el conocimiento de la conjugacidn en bacterias Gram-positivas (Gram+) es
muy limitado, aun teniendo en cuenta que muchos patdgenos, que actualmente han adquirido
genes de resistencia, pertenecen a este grupo.

En este contexto, en nuestro laboratorio se estudia el pldsmido pLS20 de Bacillus subtilis (B.
subtilis) como modelo de conjugacidn en bacterias Gram+. En él, los genes de conjugacion
estdn agrupados en un operén cuya expresion depende del promotor de conjugacion, P..
Estudios previos han revelado que la expresidon de los genes de conjugacién estd regulada
mediante un mecanismo sofisticado al nivel de la iniciacidon de transcripcién. Se trata de un
sistema de “quorum sensing” que asegura que la conjugacion solamente esté activa cuando
hay receptores potenciales del plasmido. En este trabajo se ha descubierto la presencia de un
segundo nivel de regulacién basado en un sistema de elongacién de transcripcion condicional.
Se ha demostrado que la region 5’ no traducida (5 UTR) del primer gen del operén de
conjugacion, el gen 28, posee un atenuador que regula la elongacion transcripcional. Se ha
comprobado que se trata de un terminador transcripcional muy eficiente que, sin embargo, no
es funcional en su emplazamiento nativo. Han sido obtenidas evidencias muy convincentes de
que una region de 123 nucledtodos (nt) localizada 5 al terminador es responsable de inactivar
el terminador, ya que es capaz inducir la formacién de una estructura secundaria alternativa,
energéticamente mas favorable, en la que secuencias del bucle en horquilla hibridan con esta
zona aguas arriba. Finalmente, se han cosechado indicios preliminares de que la activacion del
terminador puede ser un mecanismo para limitar la expresién de los genes de conjugacion a
un marco de tiempo concreto. Este hecho estaria mediado por la transicion de estado inactivo
a activo del atenuador (formacion de la estructura de terminacién) derivada de la interaccion
con algun posible producto del operdn de conjugacion.

2. INTRODUCCION

2.1. Contexto historico, situacion presente y perspectivas futuras de la resistencia a
antibidticos

El descubrimiento de la penicilina por Alexander Fleming (1928) marcd el comienzo de la
denominada como “Era de los Antibidticos” (Gogarten, Gogarten y Olendzenski, 2009). Este
nombre se debe al efecto que tuvo la introduccién de estos antimicrobianos. Por una parte,
supuso importantes avances en medicina, tanto de una forma directa por su capacidad de
combatir enfermedades infecciosas como de forma indirecta por su capacidad de prevenirlas.



Este ultimo hecho permitio, ademds, el desarrollo de técnicas que implicaban
inmunosupresion o alto riesgo de contagio. Por otra parte, varias de estas propiedades han
hecho que adquieran también gran relevancia en los en los sectores piscicola, agricola y
ganadero, convirtiéndose en uno de los principales pilares que sostienen los sistemas de salud
y la seguridad alimentaria en los paises desarrollados (World Health Organization, 2017). El
descubrimiento y desarrollo de antimicrobianos alcanzé su auge durante las décadas de los 80
y 90. Sin embargo, en los Ultimos afios se encuentra en decadencia por la rapida aparicién y
diseminacion de formas de resistencia a los mismos, amenazando el sistema de bienestar
gestado en base a estos productos (Gogarten, Gogarten y Olendzenski, 2009).

La Organizacién Mundial de la Salud (OMS) estima que la resistencia a antimicrobianos se
cobra anualmente alrededor de 700.000 vidas. Segun un estudio, esta cifra podria aumentar
hasta los 10 millones en 2050, superando incluso las muertes provocadas por el cancer y
convirtiéndose asi en la principal causa de muerte a nivel mundial. Ademas, conllevaria unos
costes sanitarios que alcanzarian los 100 trillones de ddlares estadounidenses para dicha
fecha, y la produccidn de comida se encontraria comprometida por la aparicidn de resistencias
en patogenos de plantas y animales (O'Neill, 2016). Por esta razén, determinar las bases bajo
las que subyace la aparicion y diseminacién de la resistencia a estos compuestos es
fundamental para evitar el incipiente estado de emergencia que conlleva esta situacion.

2.2. Adquisicion y diseminacion de formas de resistencia a antibioticos

Los microorganismos pueden ser intrinsecamente resistentes a antibidticos o adquirir dicha
resistencia. La obtencion de genes de resistencia puede ocurrir a través de dos mecanismos, la
mutacion y la TGH (Martinez, 2014). El primero de estos procesos implica la variacién de los
genes que codifican para las dianas de los antibidticos, sus transportadores o los genes que
regulan la expresion de dichos transportadores o de elementos implicados en la
descontaminacién (Martinez, 2014). El segundo hace referencia al conjunto de mecanismos a
través de los cuales se produce la transferencia de material genético entre dos células. Ambos
procesos han sido y son fundamentales para la evolucidn, entendida de forma general, de la
vida en la Tierra. La importancia de cada uno de ellos en la adquisicién de resistencias a
antibidticos es diferente dependiendo tanto del microorganismo como del mecanismo de
resistencia de los que se trate (Sabtu, Enoch y Brown, 2015). Estamos hablando, por tanto, de
un proceso que se produce de forma natural (World Health Organization, 2017). Sin embargo,
numerosas causas antropolégicas entre las que destacan el uso excesivo de antimicrobianos,
tanto en medicina como en la produccién de alimentos, la prescripcidon incorrecta y falta de
adhesién a los tratamientos (Lee Ventola, 2015) ejercen una presién selectiva que ha
conllevado al enriquecimiento, tanto en la microbiota comensal como en ambientes naturales,
en microorganismos que poseen genes de resistencia a los antibidticos empleados (Martinez,
2014). Estos microorganismos no son patdgenos, sino que estas resistencias se suelen asociar
a los productores naturales de los mismos (si generan el antibidtico tienen que tener un
mecanismo para evitar su efecto) salvo contadas excepciones, siendo la mds clara la
resistencia a quinolonas, un antibidtico frente al que se han encontrado resistencias pese a ser
sintético (Martinez, 2014). Este proceso de seleccidn favorece que haya mayor contacto entre
estos microorganismos portadores de resistencias y posibles receptores, favoreciendo los
eventos de TGH (Martinez, 2014). Esto los convierte en la forma mas rapida y comun de la



diseminaciéon de resistencia a antibioticos (Gogarten, Gogarten y Olendzenski, 2009) vy la
principal causa de la pandemia actual de microorganismos resistentes (von Wintersdorff et al.,
2016). Por tanto, estudiar estos mecanismos es fundamental para poder hacer frente a esta
situacion.

Existen tres métodos principales a través de los que se puede dar la TGH (von Wintersdorff et
al., 2016):

e Conjugacion (Figura 1A): transferencia de DNA entre una célula donadora y una
receptora orquestada por los genes de conjugacién presentes en la primera y
consistente en un proceso multietapa que implica contacto célula-célula a través de
pili tipo IV o adhesinas (von Wintersdorff et al., 2016)

e Transformacion natural (Figura 1B): capacidad para incorporar, integrar y expresar
funcionalmente fragmentos de DNA extracelular. A excepcién de bacterias del género
Neisseria, en las que se trata de un proceso constitutivo, el resto de microorganismos
gue presentan esta capacidad lo hacen de una forma inducible, pudiendo ser uno de
estos inductores los antimicrobianos (von Wintersdorff et al., 2016).

e Transduccion (Figura 1C): transferencia de material genético mediada por
bacteriéfagos (von Wintersdorff et al., 2016). Puede ser de dos tipos:

» Generalizada: consecuencia del empaquetamiento erréneo de DNA celular en
vez de fagico (von Wintersdorff et al., 2016).

> Especializada: consecuencia del empaquetamiento de un fragmento hibrido
entre el DNA del huésped y del fago formado la introduccion de un fragmento
de DNA celular en el genoma de este ultimo (von Wintersdorff et al., 2016).

A Conjugacion c Transformacion

DNA
cromosémico
DNAlibre
Plasmido

\ DNAdel
) huésped

Transduccién

Figura 1. Mecanismos de TGH. A. Conjugacion. B. Transformacién. C. Transduccidon (ver texto)
(Modificado de: von Wintersdorff et al., 2016)

Todas las bacterias pueden utilizar los tres métodos de transferencia génica horizontal
mencionados anteriormente, sin embargo, existe cierta tendencia a especializarse en el
mecanismo que mas se emplea (Gogarten, Gogarten y Olendzenski, 2009). Aunque el papel de
la transformacion y la transduccién no debe ser desestimado, la conjugacidn es el mecanismo



con mayor relevancia en la diseminacidn de antibidticos (von Wintersdorff et al., 2016). Esta
situacién se refleja en una mayor afluencia de genes de resistencia en los elementos moviles,
para los cuales la conjugaciéon es el mecanismo mdas probable de transferencia (von
Wintersdorff et al., 2016).

Existen numerosos elementos mdviles a través de los cuales puede darse esta transferencia,
pero los plasmidos de resistencia han sido identificados en cantidades ingentes. Ademas, son
capaces de portar multitud de estos genes que proporcionan resistencia a diferentes
antibidticos y de trasladarse a microorganismos filogenéticamente distantes. Estos hechos los
convierten en los principales agentes de diseminacién de los genes de resistencia a
antibidticos. Descifrar los mecanismos bajo los que rigen su transferencia es fundamental para
poder desarrollar nuevos tratamientos dirigidos a inhibir su diseminacién (von Wintersdorff et
al.,, 2016). La conjugacién en bacterias Gram- ha sido ampliamente mas estudiada que en
Gram+, de las que actualmente se posee un conocimiento bastante limitado (Singh y Meijer,
2014). Esta situacidn contrasta con el hecho de que buena parte de los patdégenos que la OMS
ha declarado como prioritarios para la busqueda de antibidticos para hacerles frente,
precisamente porque han adquirido resistencia a los empleados convencionalmente, son
bacterias Gram+. Entre ellos destacan microorganismos de gran relevancia clinica como
pueden ser Enterococcus faecium o Staphylococcus aureus (World Health Organization, 2017).

2.3. pLS20 como modelo de estudio de la conjugacion en bacterias Gram+

Con objeto de comprender mejor el proceso de conjugacidn en bacterias Gram+, en nuestro
laboratorio se estudia el plasmido pLS20 de Bacillus subtilis, identificado en la cepa IFO3335 de
la bacteria Bacillus subtilis natto (Tanaka, Kuroda y Sakaguchi K, 1977). pLS20 es un plasmido
circular de 64775 pares de bases (pb) que codifica por un total de 92 genes (putativos) (Figura
2) y es conjugativo tanto en medio sélido como liquido (Singh et al., 2013). Su importancia no
se limita a ser un mero modelo de conjugacién en bacterias Gram+ sino que también por sus
homadlogos en otros géneros como puede ser Clostridium o Listeria y otras especies de género
Bacillus como Bacillus thuringiensis (informacidon no publicada). Ademds, se ha demostrado
que presenta la capacidad de promover la transferencia de otros plasmidos de resistencia
como pueden ser pBC16 (Tc') a especies del género Bacillus como B. anthracis, B. cereus, B.
licheniformis, B. pumilus o B. thuringiensis o pUB110 (Km') a Staphylococcus aureus (Koehler y
Thorne, 1987). De esta forma, se trata de un mecanismo de TGH aparentemente comun en el
filo Firmicutes, en el que se encuentran los géneros y especies bacterianas de relevancia
clinica, alimenticia o industrial, mencionados en este parrafo y el anterior.
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Figura 2. Mapa genético del plasmido pLS20cat. Los genes putativos estan sefialados con flechas
indicando la direccidon de transcripcidn. Los genes pertenecientes al operén de conjugacion quedan
resaltados en azul (Singh et al., 2013).

Inhibir la diseminacion de genes de resistencia a antibidticos es posible interfiriendo sobre la
conjugacidn. Una posible via para el desarrollo de nuevas estrategias para bloquear este
proceso podria consistir en la modulacidn de los genes que lo regulan. La conjugacion
involucra muchos genes, la formacion de un transferosoma y un sistema de transferencia de
muchas kb de DNA desde la célula donadora a la receptora. Esto implica un coste energético
alto, por lo que los genes de conjugaciéon estdn estrictamente regulados. Los estudios
realizados hasta el momento han evidenciado que esto también ocurre en pLS20 (Singh et al.,
2013).

pLS20 contiene todos los genes necesarios para la conjugacidn agrupados en un operdn de 47
genes (del 28 al 74) (Figura 2) cuya expresidn esta supeditada a un promotor, denominado P,
(promotor de la conjugacién) (Singh et al., 2013). P, es un promotor fuerte que esta regulado a

Ill

nivel transcripcional por un sistema represor-antirrepresor gobernado a través del “quorum
sensing”. Dicho sistema esta formado por los genes 25 (rap, antirrepresor), 26 (phr, péptido
implicado en “quorum sensing”) y 27 (rco, represor), expresandose los dos primeros bajo un
promotor constitutivo mientras que la expresién de rco estd subordinada al promotor débil
denominado P, (promotor de regulacidn), que solapa con el promotor P,, respecto al que se
transcribe de forma divergente (Singh et al., 2013). Rco es capaz de unirse a ocho regiones de
DNA circundantes e internas a los promotores P. y P,, impidiendo la expresién del primero y,
en consecuencia, del operdn de conjugacién (Figura 3A). Ademads, esta unidn es capaz de
estimular y reprimir su propia expresién cuando se encuentra a baja y alta concentracion,

respectivamente. De esta forma, se asegura un nivel de expresidn dentro de un rango bajo a la



par que consigue una represion eficiente del promotor P.. Sin embargo, la proteina Rap es
capaz de unirse a al represor y retirarlo de sus sitios de unién, dotando de reversibilidad a este
proceso (Figura 3B). A su vez, Phr’ es capaz de secuestrar a Rap, manteniendo el sistema de
represion establecido por Rco (Figura 3C). Esto se realiza mediante un sistema de “quorum
sensing” en el que la proteina Phr inmadura (44 aminoacidos) es exportada al exterior celular
donde sufre dos procesos proteoliticos hasta formar un pentapéptido maduro (Phr*), que
puede ser absorbido activamente por células. Cuando alcanza una concentracion elevada en el
medio se acumula en las células, secuestrando Rap y manteniendo la conjugacién inhibida
(Singh et al., 2013).

B
X actlvanon by Rap anti-repressor ~ ,==============mm=nuy
Conjugation genes

.E

repressed state due to Rco

(
{
C

repressed state due to Phr-inactivated Rap

Dirreiv: et

i

Figura 3. Sistema de regulacion de la conjugacidon por quérum sensing de pLS20. A. Represion de la
conjugacion por Rco. B. Activacidn de la conjugacion por la unidn Rco-Rap (represor-antirrepresor). C.
Inhibicion de la actividad antirrepresora de Rap por su unién al pentapéptido Phr (Singh et al., 2013).

Este sistema de regulacion tiene como consecuencia que los genes de conjugacion se activen
cuando potencialmente hay células receptoras presentes en el medio. Cuando las bacterias
portadoras del pldsmido se encuentran en bajo nimero se promueve la conjugacion (Phr” estd
en baja concentracidn, por lo que se produce la situacion mostrada en la Figura 3B); mientras
que cuando el plasmido se encuentra ampliamente distribuido en la poblacién este proceso se
ve inhibido (Phr” estd en alta concentracién, por lo que se produce la situacién mostrada en la
Figura 3C) (Singh et al., 2013)

2.4. Objetivo de estudio

Ademas de este sistema de regulacion, cabe la posibilidad de que haya mecanismos
adicionales que puedan afectar a la expresion de las proteinas del operdn de conjugacién. Una
observacién que apoya esta hipdtesis es que el primero de estos genes esta precedido por una
region larga de 456 pb que aparentemente no codifica para una proteina (5 UTR). En este
trabajo se ha estudiado el posible papel de la 5" UTR del mRNA del operdn de conjugacién en
la expresion de los genes situados aguas abajo. Los resultados obtenidos ponen de manifiesto
la presencia de un terminador transcripcional precediendo el primer gen del operdn.
Resultados in vivo muestran que se trata de un terminador muy eficiente. Curiosamente, este
terminador no se forma cuando esta presente en su emplazamiento nativo. Los resultados
obtenidos aportan evidencias convincentes de que la region 5°UTR puede plegarse en dos
formas distintas y mutualmente excluyentes. En el plegamiento que adquiere
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espontaneamente no se forma el terminador debido a que la mayoria de las secuencias que lo
forman hibridan con secuencias localizadas aguas arriba. Resultados preliminares sugieren que
el operdn de conjugacidn pueda expresar una proteina que causa la formacién de la estructura
alternativa en que se forma el terminador, impidiendo asi la transcripcion del operdn de
conjugacidn y poniendo fin a este proceso.

3. MATERIALES
3.1. Cepas bacterianas, medios, plasmidos, cebadores y enzimas

Las cepas de Escherichia coli (E. coli) y B. subtilis se crecieron en medio liquido Luria-Bertani
(LB) o en placas de dicho medio con 1.5% de agar. Estos medios pueden estar, ademas,
suplementados con ampicilina (100 pg/ml), espectinomicina (100 pg/ml), cloranfenicol (5
pg/ml), eritromicina (1.5 pg/ml) o IPTG (1 mM) (Sigma-Aldrich).

Las cepas de B. subtilis empleadas eran isogénicas a B. subtilis 168 y quedan recogidas, junto a
las de E. coli en la Tabla 1. Los plasmidos y los oligonucledtidos (Isogen Life Science, Holanda)
empleados quedan recogidos en la Tabla 2 y 3, respectivamente.

Los enzimas empleados y quedan recogidos en la Tabla 4.
3.2. Kits comerciales para extraccidn de plasmidos en E. coli y para purificacion de DNA

La purificacién de productos de PCR (reaccién en cadena de la polimerasa) y digestiones con
enzimas de restriccion se realizd empleando el kit comercial “PCR and DNA Fragment
Purification Kit” de NeoBiotech, Estados Unidos. La extraccién del DNA plasmidico contenido
en E. coli (Miniprep) y su posterior purificacién se realizd empleando el kit comercial “High
Purification Plasmid Miniprep Kit” de NeoBiotech, Estados Unidos.

3.3. Filtros

Los filtros empleados para la purificacion de los oligonucledtidos hibridados entre si y
eliminacion de sales (ambos procesos por didlisis frente a agua MiliQ) fueron filtros de
nitrocelulosa de 0.025 pum de Milipore SA, Irlanda.

4. METODOS
4.1. Andlisis in silico

El andlisis de secuencias de RNA para la localizacidon de estructuras regulatorias se realizd
empleando los softwares “RNA motif” y “Erpin”, disponibles “online” en la pagina de web
ARNold (http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/). La prediccién del plegamiento espacial

adquirido por el RNA se obtuvo empleando el software “RNA fold” disponible online
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi).

4.2. Transformacion

Los métodos empleados para llevar a cabo la transformacion fueron el choque térmico (E. coli
XL1 Blue competentes) (Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989), la electroporacién (E. coli IM101


http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi

electrocompetentes) (Sambrook, Fritsch y Maniatis, 1989) y la transformacién mediada por
competencia natural (todas las cepas de B. subtilis transformadas) (Singt et al, 2013)

4.2.1. Transformacion por choque térmico

100 pl de células competentes fueron incubadas en presencia del DNA a transformar durante
un minuto en hielo y, posteriormente, a 42 °C durante 3 minutos (choque térmico). Tras esto,
se afiadieron 400 pl de medio LB y se incubaron a 37 °C y 750 rpm durante una hora v,
después, fueron sembrados en placas de LB selectivas.

4.2.2. Transformacion por electroporacion

El DNA a electroporar fue dializado frente a agua MiliQ durante 10 min empleando filtros de
0.025 um para eliminar las sales procedentes del tampdn de PCR o de digestidn. Dicho DNA se
mezclé con 100 pl de células electrocompetentes y se introdujeron en una cubeta de
electroporacion, donde se les aplicd un pulso eléctrico de 2,5 kv (adaptando los otros
parametros a 25 puF y 200 Q). Seguidamente, se afiadieron 500 pl de medio LB y se incubaron a
37 °Cy 750 rpm durante una hora, tras lo cual fueron sembradas en placas de LB selectivas.

4.2.3. Induccion de competencia natural y transformacién

A partir de un cultivo “overnight” (o/n) (37 °C y 210 rpm) de las células en las que se quiere
inducir la competencia, se hizo una dilucién 1:100 en medio minimo (PC (1 %), glucosa (2 %), L-
triptofano (0.005 %), citrato amaonico férrico (0.0011 %), L-aspartico pH7 (0.25 %) y sulfato de
magnesio (3 mM)) con casaminoacidos (0.1 %) y se incubd a 37 °C y 210 rpm hasta alcanzar
una densidad dptica a 600 nm (ODgy) de 1. Tras esto, se diluyeron en un ratio 1:2 en medio
minimo sin casaminoacidos y se incubaron a 37 °C y 210 rpm durante 1 h. 800 pl de estas
células (competentes) se incubaron en presencia del DNA a transformar a 37 °C y a 210 rpm
durante 20 min y, posteriormente, se afiadieron 50 pl de casaminodcidos (10 %) y se incubaron
a 37 °C y 210 rpm durante 90 minutos. Finalmente, fueron sembrados en placas de LB
selectivas.

4.3. Fusiones transcipcionales

4.3.1. Clonaje de las regiones a fusionar transcripcionalmente al gen gfp presente en el
vector de integracion pDR110sfgfp

Excepto el fragmento de 49 pb, todas las regiones de pLS20 a fusionar transcripcionalmente a
gfp fueron amplificadas desde pLS20cat mediante la reaccién en cadena de la polimerasa
(PCR), empleando para ello la Vent® polimerasa. Los cebadores utilizados poseian extensiones
para dianas de Hindlll o Nhel en su extremo 5’, introduciéndolas en los amplicones resultantes
en su extremo 5’ y 3’, respectivamente (se toma como referencia el sentido en que se va a
transcribir el DNA en el vector pDR110sfGFP). Los cebadores usados para amplificar las
diferentes regiones con sus caracteristicas estdn mencionados en la Tabla 3. La regién de 49
pb, correspondiente a Ter,ys, fue generada mediante hibridacion de dos oligonucledtidos
complementarios, que contienen extensiones en su 5" que generan secuencias sobresalientes
que son cohesivos con las secuencias protuberantes generados por los enzimas Hindlll y Nhel.



Tras esto, fueron purificadas por didlisis frente a agua MiliQ durante 10 min empleando filtros
de 0.025 pm.

Para generar los amplicones con mutaciones se llevé a cabo la amplificacién de las zonas a
mutar con oligonucledtidos que poseian una extensidon que incluia las tres mutaciones
puntuales. Las mutaciones en el extremo 3’ se introdujeron directamente al amplificar
empleando los cebadores oDG03 y oDG19. Sin embargo, para introducir las mutaciones en 5’
fueron empleadas dos PCRs sucesivas, la primera empleando los cebadores oDG18A y oDG06
para introducir la mutacién y la segunda, empleando la anterior como molde, usando los
cebadores oDG18B y oDGO6 para dotar a la secuencia de un tamafio correcto (en el caso del
doble mutante se empled oDG19 en vez de oDGO6 en la segunda PCR)

Todas las secuencias amplificadas por PCR fueron purificadas y fueron digeridas con los
enzimas HindllI-HF y Nhel-HF a 37 °C durante 5 h, tras lo cual fueron purificadas de nuevo. En
paralelo, se digirid y purificd el plasmido pDR100sfgfp con los mismos enzimas.

Todos los fragmentos fueron introducidos en el pldasmido por medio de la T4 ligasa® (incubada
a 16 °C durante 2 h y 30 min) y, seguidamente, fueron transformadas en la cepa XL1 Blue de E.
coli mediante choque térmico (seleccion por ampicilina). Los clones obtenidos fueron
analizados para comprobar la presencia de inserto mediante PCR colonial empleando para ello
la Tag® polimerasa y cebadores que flaquean el “multicloning site” (MCS) del vector (0PDR111
U _seq y oSeqpPKSGFP_DN). A partir de los clones positivos, se extrajo el DNA, que fue
secuenciado para verificar la exactitud de la secuencia clonada. Los transformantes con la
secuencia correcta fueron nombrados como se menciona en la Tabla 1 y conservados a -80 °C
(en presencia de glicerol al 20 %).

4.3.2. Insercion de los casetes con las fusiones transcripcionales en el gen cromosémico
amyE de B. subtilis

Los plasmidos obtenidos del proceso descrito en el apartado anterior fueron utilizados para
transformar células competentes de la estirpe 168 de B. subtilis. En los casos en los que habia
varios lugares donde el plasmido pudiera recombinar ademas del gen amyE (estirpes con
pLS20cat o derivados, ya que las secuencias clonadas proceden de dicho plasmido), se usaron
derivados de pDR110sfGFP linealizados, digiriéndolos con Spel-HF (diana Unica) a 37 °C durante
5 horas para forzar que Unicamente se pudiese producir recombinacion homadloga doble (la
simple conduce a la linealizacion del elemento genético en el que recombina y, por tanto, a su
eliminacion). Para comprobar que se ha introducido Unicamente la secuencia contenida entre
el amyEL y el amyER (recombinacién homdloga doble) y no el plasmido completo
(recombinacién homdloga simple) se determind la capacidad de varios transformantes para
producir amilasa, el producto del gen amyE, en placas de almiddn. Para ello, se expusieron las
placas a vapores de yodo (pone de manifiesto la presencia de este polisacarido en el medio).
Las estirpes generadas por doble recombinacién homdloga (amilasa negativas) fueron
nombradas segun indicado en la Tabla 2 y conservadas a -80 °C (en presencia de glicerol al 20
%).



4.3.3. Deteccion de la capacidad de regulacion transcripcional de las secuencias mediante
citometria de flujo

Para determinar la capacidad de regulacién transcripcional de las construcciones generadas se
diluyeron cultivos o/n (37 °C y 210 rpm) con antibidtico en medio LB fresco (ratio 1:100) y
fueron inducidas con 1 mM de isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido (IPTG) (concentracion
saturante para el promotor Pg,..). La expresion del gen reportero gfp fue monitorizada
midiendo los niveles de fluorescencia de las células mediante citometria de flujo
(FACScalibur®). Los experimentos se realizaron por triplicado. Los datos fueron analizados
mediante el programa Flow.Jo.

4.4. “Knock out”

4.4.1. Construccion de vectores derivado de pMiniMad2 para la eliminacién de secuencias en
pLS20cat

En primer lugar, se clonaron dos regiones adyacentes a la secuencia a eliminar desde pLS20cat
mediante PCR empleando para ello la Vent® polimerasa. Estas reacciones se denominaron
PCR, y PCRg por su situacién aguas arriba (“Left”) y aguas abajo (“Right”) respecto a la regién a
eliminar, respectivamente, con objeto de formar un hibrido carente de dicha regién (Figura
4A).

El cebador “forward” de la PCRy incluia una extensién a su extremo 5° cuya secuencia es igual a
la del extremo 3’ de la PCR,, permitiendo asi la hibridacién entre ambos fragmentos (Figura
4A). Ademas, el cebador “forward” de la PCR, y el “reverse” de la PCRy presentan extensiones
en su extremo 5” con las dianas para Hindlll y BamHI, respectivamente.

Seguidamente, se juntaron los dos fragmentos en un ratio 1:1 y se ejecuté con esta mezcla una
PCR de 13 ciclos en ausencia de cebadores para obtener el fragmento hibrido (Figura 4B) que,
posteriormente, fue amplificado por PCR empleando los cebadores forward de la PCR, y
reverse de la PCRy (flanqueantes del hibrido generado) (Figura 4C).

Fragmento

A a eliminar
[ —— 1
Molde
Cebadores s [—v—

—_ —_— . —

PCRy

PCR, —| [ —|
N

B Hibridaciéon o
PCR sin [
cebadores
‘ Cebadores
externos
c Amplificacion del "
hibrido por PCR e

Figura 4. Delecion de un fragmento por PCR solapante. A. Clonaje de dos fragmentos flanqueantes a la
zona a eliminar. B. PCR sin cebadores para producir la hibridacién y formar el hibrido por amplificacion
empleando como cebador el extremo 3’ libre. C. Amplificacién del hibrido empleando como cebadores
el “forward” de la PCR y el “reverse” de la PCRy (cebadores externos).
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Tanto el vector pMiniMad2 como los hibridos fueron digeridos con Hindlll y BamHI a 37 °C
durante 5 h y, posteriormente, ligados entre si a 16 °C durante 2 h y 30 min. Tras esto, fueron
transformadas en la cepa XL1 Blue de E. coli mediante choque térmico (seleccidon por
ampicilina). Los clones obtenidos fueron analizados para comprobar la presencia de inserto
mediante PCR colonial empleando para ello la Tag® polimerasa y cebadores que flaquean el
MCS del vector (M13_Fw-21_ext y M13RevExt). A partir de los clones positivos, se extrajo el
DNA plasmidico que fue secuenciado para verificar la exactitud clonada. Los transformantes
con la secuencia correcta fueron nombrados segln indicado en la Tabla 1 y conservados a -80
°C (en presencia de glicerol al 20 %).

4.4.2. Generacidn de derivados de pLS20cat con regiones delecionadas

Los vectores obtenidos del proceso descrito en el apartado anterior fueron transformados por
electroporacion en la cepa JIM101 de E. coli, ya que los plasmidos generados por esta estirpe
tienen mayor rendimiento en este proceso (seleccion con ampicilina). Los clones positivos
fueron nombrados y conservados a -80 °C (en presencia de glicerol al 20 %).

Posteriormente, se extrajo el DNA a partir de un cultivo o/n (37 °Cy 210 rpm) en presencia de
ampicilina y fue empleado para transformar células competentes de la estirpe B. subtilis PKS9
(seleccidn por eritromicina). El plasmido pMiniMad2 posee un gen de replicacién con tiene una
mutacién que causa que la proteina Rep sea termosensible. Como consecuencia pMiniMad2 y
sus derivados no pueden replicar de forma auténoma a 37 °C. La Unica forma de mantenerse y,
por tanto, dotar a la bacteria de resistencia a eritromicina, es insertarse en el plasmido
pLS20cat por recombinacion homodloga simple. Una vez obtenidos transformantes en que el
derivado de pMiniMad2 se ha integrado en pLS20cat, se seleccionaron varios de estos clones
que se crecieron o/n a 25 °C, temperatura a la que la proteina Rep es funcional y provoca la
replicacion de pMiniMad2. Esta situacidon genera inestabilidad en pLS20cat, de forma que se
tiende a expulsar el derivado de pMiniMad2, lo que puede ocurrir de la misma forma en la que
se introdujo, dando lugar al genotipo de partida; o por doble recombinacién homéloga, dando
lugar al genotipo “knock out”. La estirpe PKS9 posee en su genoma un casete en que el gen rco
de pLS20 esta bajo control del promotor Psp,n, inducible por IPTG. Como medida de seguridad
ante la posible letalidad del proceso, se crecieron en presencia de 100 uM de IPTG para que la
conjugacidn se mantuviese apagada por el represor Rco.

Posteriormente, se comprobdé la sensibilidad a eritromicina de los clones obtenidos
(seleccionados por cloranfenicol) para cerciorarse de que se habia producido la expulsion y
pérdida del pldsmido. Los clones sensibles fueron analizados por PCR colonial empleando la
Taq® polimerasa para examinar si se habia producido o no el acortamiento de la zona deseada.
Los clones positivos fueron nombrados segin mencionado en la Tabla 2 y conservados a -80
°C.

4.4.3. Curvas de crecimiento

A partir de un cultivo o/n (37 °C y 210 rpm) de las estirpes con cloranfenicol se realizaron
diluciones en medio fresco estimando la cantidad necesaria para que la ODg( inicial fuera de
0.01. Se monitorizé el crecimiento a lo largo del tiempo (37 °C y 210 rpm) mediante un
seguimiento de este pardmetro hasta alcanzar una ODgyo en torno a 3, donde se considera que
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las células ya han alcanzado la fase estacionaria de crecimiento. Los experimentos se
realizaron por triplicado.

4.4.4. Eficiencia de conjugacion

A partir de cultivos o/n (37 °C y 210 rpm) de células donadoras y receptoras, se hizo una
dilucién 1:100 en medio LB sin antibidtico y se dejé crecer hasta que la cepa donadora
alcanzaba la ODgy en que se queria hacer la conjugacidn, presentando su maximo cuando
ODgoo es igual a 1. La eficiencia de conjugacion se determind como el ratio entre
transconjugantes (seleccidon con los antibidticos cuyas resistencias estan en el plasmido a
transferir y en el genoma de la célula receptora) frente a los donadores y los propios
transconjugantes en conjunto (seleccidn con el antibidtico cuya resistencia esta en el plasmido
a transferir). Los experimentos se realizaron por triplicado.

5. RESULTADOS

5.1. Analisis in silico sugieren la presencia de un terminador transcripcional intrinseco
localizado aguas arriba del gen 28

La regulacién de los promotores divergentes y solapantes P,y P, involucra la unién de Rco a
dos regiones operadoras distintas, separadas entre si por 75 pb. Una de estas regiones solapa
con los promotores mientras que la otra se encuentra aguas abajo del promotor P (Figura 6A).
Debido a esta configuracion, la regién 5 del mRNA derivado del promotor P, corresponde, en
el DNA, a las secuencias de unién a Rco. Sin embargo, la 5’UTR se extiende 270 nt aguas abajo
de los lugares de unién a Rco hasta llegar al primer gen del operdn de la conjugacion, el gen
28.

El hecho de que esta region larga de 270 pb aparentemente no ha sido eliminada durante la
evolucidn sugiere que posee un papel bioldgico relevante. Las 5° UTR pueden tener un rol
regulatorio en la expresion de genes localizados aguas abajo (Naville y Gautheret, 2009).
Existen numerosos mecanismos a través de los cuales se puede llevar a cabo esta regulacion.
La formacidn de estructuras secundarias en el RNA de la 5" UTR que provocan la terminacién
prematura de la transcripcion es uno de ellos, y serd el mecanismo estudiado en este trabajo.

Para examinar si la 5 UTR del gen 28 podria afectar a la elongacion transcripcional se llevaron
a cabo andlisis in silico con objeto de comprobar la posible presencia de un terminador
transcripcional intrinseco. Dos algoritmos diferentes (“RNA motif” y “Erpin”) predijeron la
presencia de un posible terminador transcripcional localizado de 32 a 70 pb aguas arribas del
codon de inicio del gen 28, que detendria la transcripcion en la direccién de expresiéon del
promotor P.. La prediccion indica la formacidn de un bucle en horquilla (AG° = -13.3 kCal/mol)
precediendo una region de Us (Figura 6A, By E).

5.2. Fusiones transcripcionales confirman que la region predicha corresponde a un
terminador transcripcional genuino que no esta activo en su emplazamiento nativo

El vector de integracién en el gen amyE de B. subtilis, pDR110sfgfp, ha sido construido de tal
manera que el gen reportero gfp esta bajo el control del promotor P, inducible por IPTG.
Entre la secuencia del promotor y del reportero hay un MCS que permite clonar fragmentos de
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DNA de tal forma que la expresion de gfp queda transcripcionalmente fusionada a la de dichos
fragmentos. Este vector fue empleado para construir una cepa de B. subtilis, denominada
AND101, que incorpora en el locus amyE de su genoma una copia del casete Pypan-gfp. Esta es
fluorescente cuando crece en medio LB suplementado con IPTG (1 mM) pero no en ausencia
de dicho inductor (el promotor no tiene escape detectable en B. subtilis).

Para estudiar si la regidn identificada en el apartado anterior efectivamente contenia un
terminador transcripcional intrinseco, se ligd a pDR110sfgfp un fragmento de 49 pb que
abarcaba la secuencia predicha como tal y se usd la mezcla de ligacién para transformar células
competentes de E. coli (ver Métodos). Al ubicar las colonias en un transiluminador de luz UV, la
mayoria de los transformantes eran blancos mientras que habia una minoria verde. EIl DNA
plasmidico de algunas colonias blancas y verdes fue secuenciado para determinar la exactitud
secuencia introducida. Si bien todos los clones contenian el inserto, los blancos carecian de
mutaciones mientras que los verdes presentaban una mutacién puntual (guanina por adenina)
como se muestra en la Figura 6B y E. Estos resultados muestran que esta mutacién puntual
afecta la expresion del gen gfp, localizado aguas abajo, en E. coli. Ambos vectores fueron
empleados para transformar células competentes de B. subtilis 168, dando lugar a las cepas
DGAOS5 (168, amyE::P,q-F1-gfp) y DGAO6 (168, amyE::P,q,-F1 -gfp), en los cuales F1y el F1°
corresponden a la secuencia de 49 pb correcta y mutada, respectivamente. Ambas cepas,
junto a AND101 inducido (control positivo) y sin inducir (control negativo), fueron crecidas en
LB con IPTG y analizadas mediante citometria de flujo (FACS) como se describe en Métodos.
Los controles positivo y negativo obtuvieron niveles altos y bajos de fluorescencisa,
respectivamente (100 % y 4 % de fluorescencia relativa, Figura 5). En el caso de DGAOQS5, se
obtuvieron niveles muy bajos de fluorescencia (Figura 5), lo que es indicativo de que la
secuencia clonada actia previniendo la expresion del gfp. Este hecho apoya intensamente la
prediccion de que en dicha regidén estd contenido un terminador transcripcional intrinseco.
Ademas, esta conclusion esta avalada por los resultados de la cepa DGAO6, donde fue posible
observar expresién de gfp (aunque en niveles claramente mas bajos que el control positivo,
Figura 5). Esto pone de manifiesto que una mutacidn puntual es capaz de sortear parcialmente
el bloqueo ejercido sobre la expresion de gfp. Los algoritmos empleados por la pagina web
ARNold indican la formacion de terminador Unicamente en el caso de la secuencia silvestre (no
mostrado). En conjunto, estos resultados suponen una evidencia de que la regién de 49 pb que
antecede al gen 28 es un terminador transcripcional genuino, al que denominaremos Ter ps.
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Figura 5. Efectos de las diferentes regiones de la 5’ UTR que precede al gen 28 en la expresion de gfp
cuando esta fusionado transcripcionalmente delante de este reportero. A. Caracteristicas de la 5" UTR
que precede al gen 28. La posicion del promotor P, se indica con una caja azul, y el transcrito derivado
del mismo con una flecha ondeante verde. Los lugares de union de Rco se muestran con pequefias cajas
rojas denominadas “a” y “b” segun correspondan al operador | y Il, respectivamente, que estan
separados 75 pb. La posicion del terminador transcripcional predicho estda mostrada mediante un bucle
en horquilla seguido de un tridangulo rojo, que representa la region de uridinas. La posicidon de las
estructuras con -7.2 y -6.2 kCal/mol estad indicada con 2 bucles en horquilla, verde y naranja,
respectivamente. La posicidon 1 en la numeracidn situada sobre la representacion indica el lugar de inicio
de la transcripcion derivada del promotor P.. B. Representacion esquematica del casete “Pspn-Inserto-
gfp”, donde el inserto corresponde a las diferentes regiones de la 5" UTR del gen 28. El asterisco rojo
representa una mutacion puntual (G por A). Los detalles sobre la longitud de los fragmentos clonados,
su nombre y el de las estirpes en las que se ha introducido se presentan a la derecha junto a la
fluorescencia que presentan cada cepa bajo idénticas condiciones. Los datos reflejan la media de tres
experimentos independientes.

Como se explica arriba, la 5* UTR comienza 380 nt antes del Ter,,,s. Si bien no se han predicho
terminadores transcripcionales adicionales, esta regidn contiene 2 secuencias con repeticiones
invertidas que, una vez transcritas, podrian formar horquillas en bucle con una energia libre de
-7.2 y 6.2 kCal/mol (Figura 6A, B, C y D). Posiblemente, estas secuencias podrian actuar
modulando la capacidad regulatoria del Ter,,s. Para comprobarlo, se empleé pDR110sfgfp
para construir cinco nuevas estirpes, en las que fueron clonadas diferentes partes de la 5’ UTR,
citadas como fragmentos del 2 al 6 (F2-F6) (Figura 5) delante del gen reportero gfp. En las tres
primeras estirpes, DGA03, DGA04 y DGA19, se introdujo la regién 5’ UTR completa a excepcion
del lugar de union del ribosoma (RBS) del gen 28 (F4), el Tery,s (F5) y la regién 3’ comprendida
hasta el bucle en horquilla de -6.2 kCal/mol (F6), respectivamente (Figura 5). Las otras 2
estirpes, DGAO1 y DGAO2, incluyen las regiones comprendidas entre el Ter,;s y las horquillas
en bucle de -6.2 (F2) y -7.2 kCal/mol (F3), respectivamente.
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Figura 6. El mRNA que codifica los genes de conjugacion esta precedido por una UTR larga que esta
predicho que contenga un regulador transcripcional intrinseco y 2 horquillas en bucle. A.
Representacion esquematica de la regidn intergénica comprendida entre los genes rco y 28. Los genes
estan indicados con flechas en el sentido en que se transcriben. La posicion de los promotores
solapantes P,y P, se muestra con una caja azul. Los transcritos derivados de los promotores P.y P, se
indican con una flecha ondeante verde y roja, respectivamente el resto de estructuras se indican igual
que en la Figura 5A. B. Estructura primaria de la 5" UTR desde el nucledtido 196 respecto al inicio de
transcripcion del promotor P.. Incluye la regidn predicha como terminador transcripcional, los bucles en
horquilla y las secuencias flanqueantes, que estdn marcadas segun el cédigo de colores empleado en
“A”, y enfatizadas con una flecha. Las secuencias predichas para formar el bucle estdn marcadas en
morado mientras que la regién de uridinas lo esta en rojo. El RBS del gen 28 y los dos primeros codones
(UUG y GCU) de dicho gen que codifican para residuos de metionina (M) y alanina (A) estan indicados.
La mutacion puntual que consiste en un cambio de una guanina (G) por una adenina (A) en la posicidn
392 (ver texto) esta recuadrada y marcada con un asterisco. C. Estructura secundaria predicha para las
repeticiones invertidas con AG=-7.2 kCal/mol (1). -6.2 kCal/mol (2) y por el terminador transcripcional
putativo (3) situados aguas arriba del gen 28. El cédigo de color es el mismo que el empleado en “A” y
“B”.

Las células de las cepas DGAO4 y DGA19, en las que el gfp estaba unido a fragmentos que no
contienen el Ter,,,s, presentaban niveles de fluorescencia del mismo orden que los mostrados
por el control positivo (sin ningun fragmento clonado, Figura 5). Teniendo en cuenta que en
dichas estirpes estaban contenidos los bucles en horquilla de -6.2 (solo en DGA04) y -7.2 kCal
(en ambas estirpes), se asumid que estas estructuras no son terminadores transcripcionales
intrinsecos, como cabria de esperar partiendo de la base de que no estdn seguidos por una
region de uridinas y que, ademdas, no han sido predichos por los analisis in silico.
Sorprendentemente, los niveles de fluorescencia de las estirpes DGAO1, DGA02 y DGAO3 cuyos
insertos incluian el terminador Ter,,s fueron similares al nivel de fluorescencia del control
positivo (AND101) en que no habia un inserto antes del gen gfp.
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5.3. Analisis in silico e in vivo evidencian que el Ter,,s no se forma en su emplazamiento
nativo debido al establecimiento de una estructura alternativa que secuestra las secuencias
que lo constituyen

La regién de 49 pb localizada 40 pb aguas arriba del gen 28 contiene una estructura con
repeticiones invertidas seguida de una secuencia de timinas. Cuando se transcribe, estd
predicho que el RNA de dicha regién adquiera una conformacién en horquilla en bucle
antecediendo una regién de uridinas. Estas caracteristicas son tipicas de los terminadores
transcripcionales intrinsecos. Los andlisis in silico anteriormente realizados apoyan esta
hipétesis y los analisis in vivo la confirman. Sin embargo, los ultimos resultados presentados en
el apartado anterior indican que cuando se encuentra en su emplazamiento nativo el Ter,s no
es capaz de evitar la expresion de gfp, siendo las 123 pb aguas arriba de esta Ter,,s (presentes
en F2) suficientes para inactivarlo.

La regulacion transcripcional ejercida por el Ter,y,s es dependiente de la formacién de la
estructura de horquilla en bucle seguida de una regién de uridinas. Por ello, la presencia de las
123 pb aguas arriba podria haber actuado inhibiendo la formacidon de esta configuracion
mediante el establecimiento de una estructura alternativa. Para predecir si el Ter,s se
formaba cuando se transcribia junto a las secuencias aguas arriba en la 5’ UTR se empleé el
programa “RNAfold”. Este software permitié analizar las secuencias en un rango de tamafo
mayor que los empleados anteriormente. Las secuencias analizadas fueron la 5 UTR completa
(F4) y la regién minima capaz de inactivar Terys (F2). Como se muestra en la Figura 7, en
ninguna de estas estructuras se predijo la formacidn de Ter,u3. De hecho, en ambos casos se
produjo un plegamiento alternativo que es energéticamente mds favorable que la estructura
de Ter,ps. En esta estructura alternativa, la region 5’ del Ter,y,s hibridaba con los nucleétidos
281-296 de la 5 "UTR que estan localizados aguas arriba de Ter,,s, mientras que buena parte
de la regidn 3’ lo hacia con las bases 417-422 (situadas justo después de la regién de timidinas
a la que antecede el Ter,,,s, Figura 7).

6.2 kCal
6.2kCal

% 7.2kcal

Figura 7. Plegamiento espacial del RNA predicha para F2 y F4. A. Localizacién de las secuencias del
Ter,ps ¥ las horquillas en bucle en la estructura secundaria predicha para F2 (1) y F4 (2). El cédigo de
colores es el empleado en la Figura 6A y B. B. Expectativa de que se establezca la estructura secundaria
acorde con la prediccion para F2 (1) y F4 (2) segln el cddigo de colores indicados en la parte abajo.
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De confirmarse esta prediccion, seria de esperar que alteraciones en las regiones aguas arriba
y/o aguas abajo, especialmente en los residuos en las posiciones anteriormente mencionadas,
conllevasen la alteracion de esta estructura a favor de la formacién del Ter,,s. Por ello, se
emplearon dos estrategias para alterar estas secuencias. En la primera, se construyeron
derivados de F2 en los que se introdujeron tres mutaciones puntuales en la regidn aguas arriba
(F2A), aguas abajo (F2B) y en ambas a la vez (F2C) (Figura 8B). En la segunda, se introdujeron
cambios mas bruscos mediante deleciones 5’ de 33 y 69 pb (F2D y F2E, respectivamente)
(Figura 8B). Todos estos fragmentos se fusionaron transcripcionalmente al gen gfp y se
emplearon para construir estirpes de B. subtilis que posean una copia de este casete en su
genoma (Figura 8B).

El analisis de estas estirpes mediante citometria de flujo (FACS) mostré que los cambios
introducidos afectaban de forma diferencial a la eficiencia de terminacién. El efecto observado
en la fluorescencia se puede ordenar, de mayor a menor fluorescencia, como sigue: F2B, F2C,
F2A, F2D y F2E, siendo la fluorescencia de F2B similar a la del control AND101 y la de F2A
parecida a la de F2C. De estos resultados se puede sacar dos conclusiones importantes.
Primero, mutaciones fuera de las secuencias predichas de formar Ter,,s afectan a su
funcionalidad. Segundo, sélo las mutaciones presentadas en la regidn aguas arriba tienen un
verdadero efecto sobre la funcionalidad/eficiencia del terminador Ter,. La importancia de
esa region se ve corroborada por el hecho de que al ir acortdndola por el extremo 5, la
fluorescencia cayd hasta alcanzar los mismos valores que con Ter,,,s. Estos resultados apoyan
la prediccidon de que la region de RNA de, aproximadamente, 200 nt situada aguas arriba del
gen 28 forma una estructura secundaria que energéticamente es mds favorable que la
formacion de Ter,ps. En esta estructura alternativa las secuencias para formar Ter,ps estan
secuestradas por regiones localizadas aguas arriba del mismo.

A Ter s
- ‘i , S
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“ -6.2 kCal
P
5 208
B
1 00 300 M e )
| | [ | [ | [ | | | 1
) >
28
7.2 6.2 133
Nhel
!H/mllll ‘ ’ '
Inserto fragmento  Cepa  Fluorescencia
183 2 DGAO1 100 %
= 183 2A DGA20 18.6 %
—_—l 183 2B DGA21 100 %
~H—l— 183 2C DGA22 34%
— 150 20 DGA38 28R
114 26 DGA39 7%
— 49 1 DGAOS 7.6%

Figura 8. Evidencia de que la formacién del Ter,;,; es evitada en la 28 5’ UTR debido a la formacién de
una estructura alternativa en la que las regiones del Ter,,3 quedan secuestradas. A. Estructura
predicha para el fragmento de 182 pb (F2). Los extremos 5’ y 3’ estan indicados con flechas. El cédigo de
colores es el empleado en la Figura 5A. Las mutaciones introducidas que dan lugar a los fragmentos
F2A-C estan indicadas en rojo. En el fragmento F2A se introdujeron cambios en las posiciones 282 (de G
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aC), 420 (de Ga A)y 422 (de Ca A); en el fragmento F2B en las posiciones 417 (de G a C), 420 (de G a A)
y 422 (de Ca A); y en el fragmento F2C ambos juegos de mutaciones. B. En la parte superior se muestra
una visién esquematica de la 28 5" UTR (explicaciéon en la Figura 6) mientras que en la inferior
proporciona una vision esquematica de F2 (control positivo), sus derivados y F1 (control negativo),
fusionados al gen reportero gfp para testar la eficiencia del Ter,,s en estas construcciones. Las
mutaciones puntuales introducidas en F2A, F2B y F2C estdn representadas mediante lineas rojas
verticales. Los Fragmentos F2D y F2E contienen deleciones de 33 y 69 pb respectivamente.

5.4. Evidencia de que Ter,,s forma parte de un atenuador transcripcional cuya activacién
depende de la expresion del operdn de conjugacion

Los resultados presentados hasta el momento demuestran que el primer gen del operdn de la
conjugacioén esta precedido por un terminador transcripcional intrinseco, Ter 3. Sin embargo,
este terminador no es funcional cuando se transcribe junto a las secuencias de su
emplazamiento nativo, probablemente por la formacién de estructuras secundarias
alternativas mediante la hibridacién con parte de las secuencias del terminador, previniendo
asi su formacion.

La regulaciéon de la expresion génica a través de dos estructuras alternativas de RNA
mutualmente excluyentes que permiten o impiden la formacidon de un terminador intrinseco
se denomina atenuacidn transcripcional. La transicién de la configuracidon energéticamente
mas favorable a la estructura alternativa requiere de un sistema que estabilice esta ultima.
Como se explica en la discusion, la funcién biolégica de Ter,,s podria ser de limitar la sintesis
transcritos derivados del promotor P. a una ventana de tiempo maximo. En otras palabras, que

I”

podria existir un sistema que al “encender” la produccion de proteinas de conjugacidon ponga
en marcha este mecanismo para “apagarlo” y, de esta forma, acotar el proceso a una ventana
de tiempo concreta. Si fuese correcta esta hipdtesis, seria esperable que un gen localizado
dentro del operén de conjugacidén produjera la proteina responsable de activar Ter,,s. Se
construyeron dos derivados de la estirpe DGAO3 (168, amyE::P,,q.-F4-gfp), DGAO9 y DGA25
que poseian, respectivamente, el pldsmido pLS20cat, o un derivado, pLS20A28, en que el
operdn de conjugacién no se expresa (Figura 9)(ver Métodos), y se analizaron estas estirpes
con FACS para determinar sus niveles de fluorescencia. En el caso de que la hipdtesis fuese
correcta se esperaria niveles de fluorescencia mas baja en las células de la estirpe DGA25, ya

qgue posee pLS20cat y el casete en que el fragmento F4 esta fusionado transcripcionalmente a
afp.

DGAO3 DGAO09 DGA25

Figura 9. Representacion del funcionamiento sistema de regulacion propuesto para el atenuador
transcripcional en las estirpes DGA03, DGA09 y DGA25. El circulo azul hace referencia al cromosoma
bacteriano en el que estd insertado el casete Pg,,q.-F4-gfp (amarillo). El circulo verde representa el
pldsmido pLS20cat y la flecha morada la expresién o no (cruz roja) del operén de conjugacién. Con
asterisco se representan los productos de la expresion del casete (GFP, amarillo), del cromosoma
bacteriano (azul), de los genes accesorios del plasmido pLS20 (verde) y de los genes del operdn de
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conjugacion (morado). El terminador se muestra con una estructura de horquilla en bucle azul, y solo se
forma por la interaccién de un producto del operén de conjugacién con la estructura del fragmento F4.

Los resultados obtenidos en los ensayos de FACS mostraban de que la presencia de pLS20cat o
pLS20A28 no aportaba diferencias significativas en los niveles de fluorescencia en relacién a la
estirpe homologa sin plasmido cuando se analizaron los cultivos en el momento que tenian un
ODggo de 1. Sin embargo, cuando se analizaron muestras de cada cultivo una hora mas tarde,
los niveles de fluorescencia de las estirpes DGAO3 (Psyan-F4-gfp) y DGAQ9 (Pspank-F4-gfp,
pLS20A28) subieron 38 y 70%, respectivamente (las diferencias entre ambas podrian explicarse
por un crecimiento diferente en los dos cultivos, lo significativo es que se produce aumento en
la fluorescencia en ambos casos). Sin embargo, el nivel de fluorescencia de la estirpe DGA25
que posee el plasmido pLS20cat sdlo subié 6%. Estudios cuantitativos realizados en el
laboratorio han puesto de manifiesto que el nivel de fluorescencia estd directamente
relacionado con la cantidad de GFP celular. Analisis por FACS de la estirpe AND101 (Pspanc-gfp)
mostraron que los niveles de fluorescencia aumentan moderadamente durante la fase
exponencial (ODgy de 0,4 hasta 0,9) mientras que se produce un aumento mas pronunciado
cuando entran en la fase estacionaria. Durante ésta Ultima, se ralentiza la division celular, lo
que probablemente causa que se acumule el GFP en la célula explicando el aumento de
fluorescencia. La observacién que el nivel de fluorescencia apenas aumenta en presencia de
pLSOcat apoya la hipdtesis que un gen presente en el operén de conjugacion codifica una
proteina que pueda activar Ter,ys. Es importante destacar que hacen falta experimentos
adicionales para confirmar esta hipdtesis.

5.5. La delecion de las secuencias previas al Ter,,,3 disminuye inmensamente la eficiencia de
conjugacion in vivo

En el laboratorio se ha puesto a punto un protocolo que permite introducir deleciones “en
fase” en el plasmido pLS20cat sin dejar cicatriz alguna. Para estudiar el papel del atenuador
transcripcional in vivo se usé esta técnica para construir tres estirpes, DGA35, DGA36 y DGA37,
en la que se delecionaron el atenuador, la regidn aguas arriba del Terys v el Teryns,
respectivamente (ver Figura 10). Los derivados de pLS20cat construidos se denominaron
pLS20catAAt,,,s (delecion de la region del atenuador), pLS20catATer,s (delecién de la regién
Teryps) Y pLS20catA5’At, s (delecidn de la regién aguas arriba del terminador)

Delecion
(bp) Plasmido Cepa

e 143 pLS20catdAt, ;s DGA3Sy DGA40
i 74 pLS20catdSAly,, DGA36yDGA4L
- 54 PLS20catdTer,yy  pGA37yDGAM2

Figura 10. Representacion de los fragmentos delecionados por “knock out” en la 28 5’ UTR. A.
Esquema de la 28 5’ UTR silvestre. B. Esquema de las 28 5’ UTR derivadas del “knock out”. Las regiones
delecionadas se indican mediante una linea de puntos. El cédigo de colores es el mismo que en la Figura
5.
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A priori, no podiamos descartar la posibilidad de que la delecién de Ter,,,s pueda tener efectos
letales; por ejemplo, porque si no se detiene la expresién del operon de conjugacion la
cantidad de proteinas de membrana puede afectar a la viabilidad. Esta ha sido la razén por la
qgue se utilizdé la estirpe PKS9 para construir los tres derivados de pLS20cat. PKS9 posee
pLS20cat y tiene en su genoma un casete en que el gen rco estd bajo control del promotor
Pspank- La induccion de rco bloquea por completo la expresion de los genes de conjugacion
(Singh et al, 2013). Aunque el promotor Py, estd bien reprimido en ausencia de IPTG,
preferimos pasar los derivados de delecién construidos en una estirpe sin una copia del gen
rco ectépico. Por eso, una vez obtenidos, se transfirieron mediante conjugacién los plasmidos
construidos a la estirpe PKS7 que es un derivado de 168 resistente a eritromicina. Las estirpes
generadas de esta manera se llamaron DGA40 (pLS20catAAt,,s), DGA41 (pLS20catAS5’Atypas) ¥
DGA42 (pLS20catATer,,s). Antes de estudiar los efectos de las deleciones sobre la eficiencia de
conjugacion, se comprobd si estos plasmidos afectaban el “fitness” bacteriano. Para eso se
realizaron curvas de crecimiento, empleando como controles las estirpes PKS11 (168 con
pLS20cat) y PS110 (168 sin pLS20cat). Los resultados obtenidos (Figura 11) mostraron que las
diferentes deleciones implicando a la regidn de Ter,,s no afectaron significativamente al
crecimiento de su huésped indicando de que no producian un efecto perjudicial sobre el
desarrollo de estas células.

10 -

——PKS11 (pLS20cat)
200 ~—-PS110
DGA40
(pLS20catiAtup28)
—=DGA41
(pLS20catd 5’ Atup28)
—i—DGA42
(pLS20catiTerup28)

log(ODg0)

01 -

0,01 -

tiempo (min)

Figura 11. Curva de crecimiento de las estirpes PKS11, PS110, DGA40, DGA41 y DGAA42. Se representa
el logaritmo decimal de la ODgqq frente al tiempo para cada estirpe, diferenciadas por colores segin lo
indicado en la leyenda a la derecha del gréfico.

Como ya se ha comentado en los aparatados anteriores, teniendo en cuenta la posicién del
atenuador es probable que cumpla un papel importante en la regulacidn de la transcripcidn de
los genes de conjugacion. Para estudiarlo, se realizaron experimentos para medir la eficiencia
de conjugacion de las tres estirpes construidas respecto a PKS11, empleando como recipiente
PS110. Las medidas se realizaron a diferente ODgy (0.6, 1, 1.5 y 2), obteniéndose los
resultados mostrados en la Figura 12.
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Figura 12. Eficiencia de conjugacion de las estirpes PKS11, DGA40, DGA41 y DGA42. Se representa
eficiencia frente a la ODgq para cada estirpe, diferenciadas por colores segun lo indicado en la leyenda a
la derecha del gréfico.

Los resultados mostraron que DGA41 presentaba una eficiencia de conjugacion alrededor de
dos ordenes de magnitud menor que el control. Este hecho puso de manifiesto que las
secuencias anteriores al Ter,,s actian regulando la formacién del terminador transcripcional y
qgue, efectivamente, éste estd implicado en la regulacion transcripcional de los genes del
operdn ubicados aguas abajo. Llama la atencién que también se observé una bajada
destacable en la eficiencia de conjugacién para el pldsmido pLS20catATer,,,s. Teniendo en
cuenta que dos de las estirpes presentaban un plasmido derivado de pLS20cat con el
terminador eliminado, hubiese sido de esperar un efecto similar en ambas. Por ello, no
supimos cdmo explicar este resultado, pero es posible que la deleciéon en pLS20catATer;s
afectase a la estabilidad de RNA mas que la delecion de la regiéon en el plasmido
pLS20catAAt,,s. Para determinar si esta hipdtesis es correcta, es necesario complementar
estos resultados con experimentos adicionales como pueden ser una gPCR de genes de
conjugacidon o RNAseq. Otra posible razén es que la estructura adquirida por la 28 5’ UTR de
pLS20catATer,,,s hubiera provocado que el RBS dejara de ser accesible. En cualquier caso, los
efectos observados en la eficiencia de conjugacidn de DGA41 fueron mucho mas severos que
los observados por las otras 2 estirpes, lo que puso de manifiesto la potente capacidad
reguladora del Terps.

6. DISCUSION

La terminacién condicional de la transcripciéon o atenuacion transcripcional es un fendmeno
comun en bacterias (Merino y Yanofsky, 2005). Generalmente, esta regulacién se ejerce a
través de la secuencia 5° UTR de genes u operones. Existen diferentes variantes (Figura 13)
pero todos tienen en comun que la region 5'UTR puede plegarse en dos formas mutualmente
excluyentes, en una de las cuales, se forma un terminador transcripcional que previene la
transcripcién del/de los gen(es) aguas abajo. La formacion de una u otra estructura depende
de sefiales celulares. Es decir, una region 5° UTR adoptara una configuracién preferente
correspondiente a la energéticamente mas favorable y se requiere un mecanismo activo para
promover la transicion hasta la estructura alternativa (Naville y Gautheret, 2009). La evolucion
ha provisto de varios mecanismos distintos que permiten hacer esto. Todos ellos tienen en
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comun que los permite percibir sefales intracelulares y reaccionar en consecuencia, regulando
la transcripcion de los genes ubicados aguas abajo en funcién de la necesidad. La Figura 13
muestra un resumen de los diferentes sistemas de atenuacion transcripcional.
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Figura 13. Mecanismos de regulacién transcripcional. a. Atenuador transcripcional mediada por
ribosoma (péptido lider). La parada del ribosoma durante la sintesis del péptido lider permite al RNA
adoptar una conformacion alternativa antiterminacion. b. Atenuacion transcripcional mediada por
proteinas. La unién de proteinas a la 5’ UTR puede estabilizar la formacion de un terminador (i) o un
antiterminador (ii). c. Atenuacién mediada por tRNA. Los tRNA no cargados con un aminoacido pueden
hibridar con secuencias especificas de la 5° UTR estabilizando la estructura del antiterminador. Cuando
el tRNA si estd cargado esta interaccion no ocurre y se forma un terminador. d. Atenuacion mediada por
moléculas pequefias (vitaminas, purinas, aminodcidos, etc). La molécula es capaz de interaccionar con la
5’ UTR causando (i) o evitando (ii) la formaciéon de la estructura de antiterminacion (Merino y Yanofsky,
2005)

Excepto el primer mecanismo, los otros han sido frecuentemente descritos en bacteria Gram
positivas, incluyendo B. subtilis. Todos los sistemas de atenuacién transcripcional conocidos
regulan la transcripciéon de genes que se pueden clasificar en 3 categorias funcionales: (l)
regulaciéon de biosintesis e importacion de nutrientes (aminodcidos, acidos nucleicos,

homeostasis de iones metalicos, etc) (ll) fluidez de procesos celulares de mantenimiento
(regulacién de sintetasas de tRNAs y operones ribosomales, incluyendo la regulacion del
balance entre rRNA y proteinas ribosomales), y (lll) respuesta a estrés global (sensores de
temperatura, regulacion de sistemas de dos componentes sensitivos a sefiales

medioambientales particulares, etc.) (Merino y Yanofsky, 2005; Naville y Gautheret, 2009)

Hasta la fecha de hoy no se ha descrito la existencia de un sistema de atenuacion
transcripcional involucrado en la conjugacién. Los resultados obtenidos en este trabajo han
proporcionado evidencias convincentes de que los genes de conjugacion del plasmido pLS20
estan bajo control de un sistema de atenuacién transcripcional.

En este caso, resultados preliminares identificaron que el inicio de la transcripcion del mRNA
derivado del promotor P, que lidera la expresion de todas las proteinas de conjugacion,
comenzaba 456 pb antes del coddn de inicio del primer gen, el gen 28. En otras palabras, el
mMRNA que codifica el operédn de conjugacidn esta precedido por una regiéon 5" UTR larga. El
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analisis in silico de esta regién puso de manifiesto la posible presencia de un terminador
transcripcional al que se ha denominado Ter,y,s. Se demostré que esta secuencia no solo es
funcional in vivo, sino que, ademas, es un terminador muy eficiente, ya que al fusionarlo
transcripcionalmente delante del gen reportero gfp es capaz de provocar un decaimiento de
los niveles de fluorescencia hasta casi alcanzar el mismo nivel que se obtuvo con la estirpe
AND101 en la que no se induce el promotor. Sin embargo, también se ha demostrado que no
se forma un terminador funcional en su emplazamiento nativo. La region 5 del Teryys
necesaria para evitar la formacidn de esta estructura se ha delimitado ha delimitado a 123 nt.
Segun predicciones in silico, el terminador no se forma en presencia la regién de 123 nt situada
inmediatamente aguas arriba del Ter,,,s, sino que esta predicha la formacién una estructura
alternativa energéticamente mas favorable. En ella, las secuencias del 5 de la horquilla y del
bucle hibridan con secuencias aguas arriba mientras que las secuencias 3’ de la horquilla lo
hacen con los nucledtidos situados después de la regién de timinas. Segln predicciones in
silico, la formacion de esta estructura se veria alterada al modificar cualquiera de estas 2
regiones. Sin embargo, esto no ocurria en la regién 3’ ya que, como cabria esperar, cuando la
RNApol sintetiza la secuencia de uridinas se pausa y, en ese momento es cuando puede o
caer- si se forma la horquilla en bucle- o continuar la transcripcién, de forma que las bases
situadas aguas debajo de la regién de Us no influian sobre el proceso de terminacién. Sin
embargo, el hecho de que los algoritmos empleados hubieran predicho lo contrario sugiere
gue ambas estructuras son energéticamente similares, es decir, que se requiere poca variacion
en la energia libre para la transicion de una a otra. En cambio, el andlisis de la region 5,
realizado por métodos suaves (mutaciones puntuales) y bruscos (deleciones), demostré que
estas secuencias estaban implicadas en la reclusion del Ter,,,s, Ya que las construcciones con
fragmentos mutados/delecionados eran capaces de impedir la sintesis de GFP. Estos
resultados soportaban la hipdtesis de que la 5° UTR puede adquirir 2 conformaciones
alternativas y mutuamente excluyentes. Ademas, las predicciones y los resultados in vivo
pusieron de manifiesto que la conformacidon mds favorable es la de antiterminacidn, al menos
en las condiciones experimentales empleadas.

De momento se desconoce cudl es la funcidon in vivo de este sistema de atenuacion
transcripcional. La presencia de un terminador que previene la sintesis de proteinas de
conjugacidn podria tener varias funciones, entre las que favorecemos dos posibilidades. En
primer lugar, ademas de una regulacion sofisticada al nivel de iniciacion de transcripcién, el
sistema podria funcionar como un nivel adicional para asegurar que la sintesis de proteinas de
conjugacion sélo ocurre cuando las condiciones son éptimas para que haya un alto nivel de
éxito de conjugacion. Por ejemplo, se puede pensar que el terminador se forma bajo
condiciones fisioldgicas que no son adecuadas para este proceso. En segundo lugar, se podria
pensar que un producto del operdn de conjugacién induce la formacién del terminador. Asi, se
asegura que solo se produce la cantidad de proteinas adecuadas para hacer la conjugacion. Los
resultados preliminares obtenidos a partir de experimentos disefiados para estudiar la
segunda hipdtesis sugieren que pueda tratarse de la correcta. El indicio que apunta a esta
posibilidad es que la estirpe con pLS20 no acumulaba practicamente GFP cuando llegaba a la
fase estacionaria, mientras que las estirpes con pLS20A28 y sin plasmido si lo hacian, lo que
indicaba que podria haber algo en el operdn de conjugacidn capaz de promover la activacion
del terminador. En el caso de tratarse de la hipdtesis correcta, seria de esperar un modelo
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como el que se ilustra en la Figura 13bi, en el que una proteina del operén de conjugacion
podria interaccionar al RNA, provocando la formacion del terminador. Sin embargo, analisis in
silico (no mostrados) indican que en el operén de conjugacion no se codifican proteinas con
dominios de unidn a acidos nucleicos, al menos entre los descritos actualmente. En cualquier
caso, se trata de resultados preliminares. Son necesarios mas estudios a la par que es
necesario investigar la primera hipdtesis, por ejemplo, estudiando como varian los niveles de
fluorescencia cuando las células se crecen en distintas condiciones. En ella, se podrian
encuadrar varios de los sistemas de atenuacién transcripcional propuestos en la Figura 13, por
ejemplo, mediante la unién de proteinas inducidas por estrés térmico (bi) o de metabolitos
pequefios derivados de otros tipos de estrés (di). Aunque no se ha llegado a desentrafiar
completamente el mecanismo de este sistema, si se han obtenido resultados muy
convincentes de que el operén de conjugacion de pLS20 estd bajo el control de un sistema de
atenuacidn transcripcional, que como se ha mencionado anteriormente es algo totalmente
nuevo.

Resultaria de gran interés determinar el mecanismo bajo el cual se rige el funcionamiento de
este atenuador, ya que permitiria el desarrollo de mecanismos para intervenir sobre el mismo.
De esta forma, se podria interferir sobre el proceso de conjugacion, que como se menciona en
la introduccién es la ruta principal a través de la cual se diseminan los genes de resistencia a
antibidticos.

7. CONCLUSIONES

e La transcripcion del operén de conjugacion del plasmido pLS20 estd regulada por un
sistema de atenuacidn transcripcional, presente en la 5’ UTR del gen 28.

e El atenuador transcripcional estd formador por un terminador, Ter,,s, que se
encuentra inactivo en su emplazamiento nativo.

e Las region ubicada 123 pb aguas arriba del Ter,,,s es la responsable de su inactivacion
al secuestrar parte de la estructura que forma el bucle en horquilla del terminador.

e Posiblemente, algun derivado del operdn de conjugacidn sea el responsable de
estabilizar la estructura alternativa en la que se forma el terminador.

e La identificacion del agente responsable de este “switch” y el desarrollo de
compuestos capaces de imitar esta funcién podria suponer un paso importante en la
elaboracion de terapias dirigidas a evitar la diseminacidon de genes de resistencia a
antibidticos por conjugacion.

e El rol bioldgico de este atenuador podria estar relacionado con mantener la expresion
del operdn de conjugacion una ventana de tiempo limitada.
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9. MATERIAL COMPLEMENTARIO

Tabla 1. Plasmidos empleados

Plasmido Descripcion Referencia
pLS20cat y derivados
pLS20cat Derivado del plasmido pLS20 de B. subtilis natto en el Stock del
que se ha clonado el gen de resistencia a cloranfenicol | laboratorio
procedente del plasmido pC194 (cloranfenicol acetil
transferasa, cat) en la diana Unica Sall
pLS20catA28 Derivado de pLS20cat en que se ha delecionado el gen | Stock del
28 laboratorio
pLS20catAAt, ;s Derivado de pLS20cat con la regidn del atenuador 143 Elaboracidn
pb) de la 28 5’ UTR delecionada propia
pLS20catATer,,,s | Derivado de pLS20cat con la regién del terminador (54 | Elaboraciéon
pb) de la 28 5’ UTR delecionada propia
pLS20catA5’At,,,s | Derivado de pLS20cat con la region del aguas arriba del | Elaboracién
terminador (74 pb) de la 28 5’ UTR delecionada propia
pDR110sfgfp y derivados
pDR110sfgfp Vector de integracion en el locus amyE del genoma de | Stock del
B. subtilis. Presenta el origen de replicacion ColEl en E. | laboratorio
coli, amp®, y el casete de integracién: amyEL-spec”-
Pspank-MCS-sfgfp-lacl-amyER
pDGAO1 Derivado de PCR110sfgfp con el fragmento F2 Elaboracién
incorporado en el MCS propia
pDGAO02 Derivado de PCR110sfgfp con el fragmento F3 Elaboracién
incorporado en el MCS propia
pDGAO3 Derivado de PCR110sfgfp con el fragmento F4 Elaboracién
incorporado en el MCS propia
pDGAO4 Derivado de PCR110sfgfp con el fragmento F5 Elaboracién
incorporado en el MCS propia
pDGAO05 Derivado de PCR110sfgfp con el fragmento F1 Elaboracién
incorporado en el MCS propia
pDGAO06 Derivado de PCR110sfgfp con el fragmento F1" Elaboracién
incorporado en el MCS propia
pDGAO07 Derivado de PCR110sfgfp con el fragmento F6 Elaboracién
incorporado en el MCS propia
pDGAO08 Derivado de PCR110sfgfp con el fragmento F2A Elaboracién
incorporado en el MCS propia
pDGA13 Derivado de PCR110sfgfp con el fragmento F2B Elaboracién
incorporado en el MCS propia
pDGA15 Derivado de PCR110sfgfp con el fragmento F2C Elaboracién
incorporado en el MCS propia
pDGA17 Derivado de PCR110sfgfp con el fragmento F2D Elaboracién
incorporado en el MCS propia
pDGA18 Derivado de PCR110sfgfp con el fragmento F2E Elaboracién
incorporado en el MCS propia
pMiniMad2 y derivados
pMiniMad2 Vector para eliminar o introducir secuencias del DNA Stock del
sin dejar cicatriz alguna en el genoma o plasmidos de B. | laboratorio
subtilis. . Replica en E. coli basado en el origen de
replicacion de pUC19 (resistencia a ampicilina).
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de replicacidn tiene una mutacién causando que la

También es capaz de replicar en B. subtilis (resistencia
a eritromicina) pero solo a temperatura baja (25 °C)

dado que estd basado en el sistema de replicacién del
pldsmido tipo circulo rodante de pE194 en que el gen

proteina codificante sdélo es funcional a temperatura

baja.
pDGAO09 Derivado de pMiniMad2 con la secuencia para Elaboracién
delecionar el atenuador de la 28 5’ UTR incorporado en | propia
el MCS
pDGA12 Derivado de pMiniMad2 con la secuencia para Elaboracién
delecionar la regidn aguas arriba del terminador de la propia
28 5’ UTR incorporado en el MCS
pDGA16 Derivado de pMiniMad2 con la secuencia para Elaboracién
delecionar el terminador de la 28 5" UTR incorporado propia
en el MCS
Tabla 2. Estirpes utilizadas
Estirpe ‘ Propiedades ‘ Referencia
E. coli
XL1-Blue F'::Tn, proA+B+, laclq, A(lacZ)M15, recAl, endAl, gyrA96 (Bullock et al.,
(Nalr), thi, hsdR17, (rk-mk+), supE44 1987)
K12 JM101 | F’, traD36, proA’B,” laclg, A(lacZ)M15, A(lac-proAB), ginV, Stock del
thi laboratorio
B. subtilis
168 Especie silvestre secuenciada. trpC2. (Kunst et al, 1997)
PKS11 Estirpe 168 con pLS20cat Stock del
laboratorio
PKS11A28 | Estirpe 168, pLS20catA28 (no conjugativa) Stock del
laboratorio
PKS9 Estirpe 168, amyE::Ppani-rco szo-spec, pLS20cat Stock del
laboratorio
PKS7 Estirpe 168,lacA::Em Stock del
laboratorio
PS110 Estirpe 168, amyE::spec Stock del
laboratorio
DGAO1 Estirpe 168 transformada con pDGAO1, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: 168, amyE::Ps,qn-F2-sfgfp-lacl- propia
spec”
DGAO02 Estirpe 168 transformada con pDGA02, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: 168, amyE::P.,.n-F3-sfgfp-lacl- propia
spec®
DGAO3 Estirpe 168 transformada con pDGAOQ3, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: 168, amyE::P.,.n-FA-sfgfp-lacl- propia
spec®
DGA04 Estirpe 168 transformada con pDGA04, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: 168, amyE::P.,.n-F5-sfgfp-lacl- propia

spec®
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DGAO05 Estirpe 168 transformada con pDGAO5, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: 168, amyE::Psyqn- F1-sfafp-laci- propia
spec®

DGAO6 Estirpe 168 transformada con pDGAQ6, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: 168, amyE::Pspa,,k-F1*—sfgfp—lacl- propia
spec®

DGAO09 Estirpe PKS11A28 transformada con pDGAO3, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: PKS11A28, amyE::P,,n-FA-sfgfp- | propia
lacl-spec”

DGA19 Estirpe 168 transformada con pDGAOQ7, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: 168, amyE::Ps,q.-F6-sfgfp-lacl- propia
spec®

DGA20 Estirpe 168 transformada con pDGA13, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: 168, amyE::Ps,qn-F2A-sfgfp-lacl- propia
spec®

DGA21 Estirpe 168 transformada con pDGA15, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: 168, amyE::Psyqn-F2B-sfgfp-lacl- propia
spec®

DGA22 Estirpe 168 transformada con pDGA18, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: 168, amyE::Psyan-F2C-sfgfp-lacl- propia
spec®

DGA25 Estirpe PKS11 transformada con pDGAO3, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: PKS11, amyE::Pq,,.-F4-sfafp-lacl- | propia
spec”

DGA35 Genotipo: 168, amyE::Py,n-rco, pLS20AAt 8 Elaboracién

propia

DGA36 Genotipo: 168, amyE::P,,n-rco, pLS20catA5’ At g Elaboracién

propia

DGA37 Genotipo: 168, amyE::P,qn-rco, pLS20catATer 08 Elaboracién

propia

DGA38 Estirpe 168 transformada con pDGA17, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: 168, amyE::P,,.-F2D-sfgfp-lacl- | propia
spec”

DGA39 Estirpe 168 transformada con pDGA18, doble Elaboracién
recombinante. Genotipo: 168, amyE::P.,..-F2E-sfgfp-lacl- propia
spec”

DGA40 168, pLS20catAAt,,,s (Estirpe PS110 en la que se ha Elaboracién
introducido pLS20catAAt,,,s por conjugacién desde propia
DGA35)

DGA41 168, pLS20catA5’At,pas (Estirpe PS110 en la que se ha Elaboracién
introducido pLS20catA5’At,2s por conjugacion desde propia
DGA36)

DGA42 168, pLS20catATer,s (Estirpe PS110 en la que se ha Elaboracién
introducido pLS20catATer,y,s por conjugacion desde propia

DGA37)

Tabla 3. Oligonucledtidos empleados. En negrita se muestran las extensiones de los

oligonucledtidos, en rojo las dianas de restriccidn, subrayadas las mutaciones y en formato

estandar la parte que hibrida con la secuencia molde. Dentro de “objetivo” se explica el uso al
que se han destinado y, entre paréntesis, si son “Forward” (F) o “Reverse” (R)
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Nombre Secuencia (orientacion 5’-3’) Objetivo
oDGO1 AGCTAATTTGGAGCTGTCAGACTAA | Generar por hibridacién F1 (F)
CTGACAGCTTTTTTTGTTGTCTTTACA
C
oDGO02 CTAGGTGTAAAGACAACAAAAAAAG | Generar por hibridacién F1 (R)
CTGTCAGTTAGTCTGACAGCTCCAAA
TT
oDGO03 TTTTAAGCTTGATATAGCTCACAGTG | Clonar F2y F2B (F)
AAAGTTAGTGTG
oDG04 TTTTAAGCTTGTCAGTTAATAATAAG | Clonar F3 (F)
TTTAGTAAAAACAGG
oDGO05 TTTTAAGCTTAAGAGTCAGTGAAAA | Clonar F4, F5y F6 (F)
AAATGCAGAATAAGG
oDGO06 TTTTGCTAGCCCTAAATTTTCAATCA | Clonar F2, F2A, F3y F4 y generar el
GTGTAAAGACAAC molde para clonar F2Ay F2C (R)
oDGO09 TTTTGCTAGCCAAATTGATAAACATA | Clonar F5 (R)
CATCCA
oDG10 TTTTGCTAGCAAGTTCACACTAACTT | Clonar F6 (R)
TCACTGTGAGCT
oDG11 TTTTAAGCTTGTCTGTTATCTTAGTG | Generar los fragmentos hibridos para
AAAGAGTCAGTGAAAAAAATGCAG delecionar el terminador, el
atenuador y la secuencia aguas arriba
al mismo y amplificarlos (PCR,, F)
oDG12 GGCAAGTTCACACTAACTTTCACTGT | Generar los fragmentos hibridos para
GAGCT delecionar el atenuador y la secuencia
aguas arriba al mismo (PCR,, R)
oDG13 CCAAATTGATAAACATACATCCAAAT | Generar los fragmentos hibridos para
G delecionar el terminador (PCR,, T)
oDG14A GTGAAAGTTAGTGTGAACTTGCCTT | Generar los fragmentos hibridos para
TAGGGAGGGAATAGCTTGGCTAAA | delecionar el atenuador(PCRg, F)
GTT
oDG14B GGATGTATGTTTATCAATTTGGTTTA | Generar los fragmentos hibridos para
GGGAGGGAATAGCTTGGCTAAAGTT | delecionar el terminador (PCRg, F)
oDG15 GTGAAAGTTAGTGTGAACTTGCCTA | Generar los fragmentos hibridos para
TGTTTATCAATTTGGAGCTGTCAGAC | delecionar el terminador, el
TAAC atenuador y la secuencia aguas arriba
al mismo y amplificarlos (PCRg, F)
oDG18A CAGTGAAACTTACTGTCAACTTGCCC | Generar el molde para clonar F2A 'y
CATTTATTGTATTCATACATC F2C (F)
oDG18B TTTTAAGCTTGATATAGCTCACAGTG | Clonar F2Ay F2C (F)
AAACTTACTGTCAACTTGCCCC
oDG19 TTTTGCTAGCCCTAAATTTTCAATCA | Clonar F2By F2C (R)
GTGTAAATATAAGAAAAAAAGCTGT
CAGTTAGTCTG
oDG23 TTTTAAGCTTGCCCCATTTATTGTATT | Clonar F2D (F)
CATACATCATTTTAGCTTTA
oDG24 TTTTAAGCTTTAAAAGAGAGGCATC | Clonar F2E (F)
TTTTGAAGTAAAATTCATTTGG

pDR111_U_use
q

TGACTTTATCTACAAGGTGTGGC

Comprobar tamafio de fragmentos
por PCR colonial (F) y secuenciar
insertos en pDR110sfgfp
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0SeqpPKSGFP_ | TTCCGGCATGGCGGACTTGAAGAAG | Comprobar tamaio de fragmentos

DN TC por PCR colonial (R) y secuenciar
insertos en pDR110sfgfp

M13_Fw- ACGTTGTAAAACGACGGCCAGTG Comprobar tamafio de fragmentos

21 _ext por PCR colonial (F) y secuenciar
insertos en pMiniMad2

M13RevExt CACAGGAAACAGCTATGACCATG Comprobar tamafio de fragmentos
por PCR colonial (R) y secuenciar
insertos en pMiniMad2

oRG17 TTTTGGATCCGGATGACAAACGATA | Generar los fragmentos hibridos para

GCAATGCCTCTGCTTGTG delecionar el terminador, el

atenuador y la secuencia aguas arriba
al mismo y amplificarlos (PCR,, R)

Tabla 4. Enzimas utilizados

Enzima Casa comercial | Actividad

Material asociado

HindllI-HF NEB

(extremos cohesivos)

Endonucleasa con diana A’AGCTT Tampdén CutSmart®

Nhel-HF NEB

(extremos cohesivos)

Endonucleasa con diana G'CTAGC Tampdén CutSmart®

Spel-HF NEB

(extremos cohesivos)

Endonucleasa con diana A’CTAGT Tampdén CutSmart®

BamHI-HF | NEB

(extremos cohesivos)

Endonucleasa con diana G'GATCC Tampdén CutSmart®

T4 ligasa NEB DNA ligasa T4 ligase Buffer®

Vent NEB DNA polimerasa, 3’-5’ exonucleasa dNTPs, Vent pol
buffer®

Taq BIOTOOLS DNA polimerasa, 5’-3’ exonucleasa dNTPs, Taq pol

buffer®, MgCl,
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