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l. Resumen

En la actualidad, se ha visto un auge de bacterias patdgenas resistentes a antibidticos. La
aparicidon de bacterias resistentes a antibidticos no solo de uso regular, pero también
resistentes a antibidticos de ultima linea presenta una seria preocupacion de salud a nivel
global. Debido a esto, han aumentado los esfuerzos para obtener nuevos compuestos
antibidticos. Compuestos ya encontrados en el medio ambiente tienden a ser mejores
blancos de estudio, debido a su facil obtencion en comparacién con la sintesis de
compuestos nuevos. En el presente trabajo se intentd gene rar una bacteria que

produjera microcina J25 (MccJ25) en el laboratorio para futuros estudios.

Se realizé el cribado de 126 aislados de E. coli patogénicas en busqueda de los
determinantes genéticos de microcina J25 (MccJ25) mediante colony PCR. No se
encontraron bacterias que arrojaran un diagndstico positivo en este ensayo, por lo que se
disefié un plasmido, pKM1, con los cuatro genes responsables de la produccion de Mcc)25
con base en la secuencia reportada por los descubridores originales, Salomdn y Farias, en
el aflo 1996. E. coli NEB® Stable transformadas con pKM1 no produjeron el antibidtico en
las condiciones de cultivo esperadas. El andlisis de la secuencia reportada en 1996 indicd la
presencia de una mutacion sin sentido que produce la interrupcion de la traduccién del gen
mcjC. E. coli NEB® Stable fue transformada con el pldasmido corregido por mutagénesis
dirigida mediada por PCR, pKM2, y se procedid a los ensayos antibidticos. Estas bacterias
fueron capaces de producir Mccl25 tras 24 horas de cultivo en medio LB sin necesidad de
inductor, como se habia previsto. Esto muestra la viabilidad del pldsmido pKM2 como

pldasmido productor de MccJ25.

Palabras clave: Clonacidn, Deteccidon, Microcina, PCR, E. coli, Antibidtico



1l. Abstract

Recently, there has been an increase in antibiotic resistant pathogenic bacteria. The
apparition of bacteria resistant not only to first line use antibiotic but also last resort
antibiotics is a serious global health concern. This has increased efforts to obtain novel
antibiotic compounds. Naturally found compounds tend to be better study targets, as they
are easier to obtain than lab-synthetized compounds. In this work, we tried to obtain a
bacterium that was able to produce microcin J25 (Mccl25) in lab conditions for future

studies.

126 pathogenic E. coli samples were screened by colony PCR (cPCR) for Microcin J25
(Mccl25) genetic determinants. None of these samples gave reliable positive results, so a
plasmid with the four genes responsible for production of Mccl25 was designed using the
sequence reported by Salomén & Farias, its original discoverers, in 1996. Colonies
transformed with this plasmid, named pKM1, produced no detectable antibiotic in the
expected culture conditions. Later, we noted that the sequence reported in 1996 was
corrected in 2005, so we turned to correcting pKM1 through directed mutagenesis by PCR.
This corrected a nonsensical mutation in mc¢jC gene, responsible for the peptide’s
maturation. The corrected plasmid, pKM2, was transformed in NEB stable competent cells
and we began antibiotic assays. The bacteria were able to produce Mcc)25 after 24h

incubation in LB media without inductor as foreseen.

Keywords: Cloning, Detectioon, Microcin, PCR, E. coli, Antibiotic



. Introduccion

La bacteria Escherichia coli es un bacilo gram negativo de la familia de las enterobacterias.
Uno de sus habitats mas comunes es el intestino de mamiferos, mds especificamente, el
colon. Se ha reportado que, en humanos, E. coli coloniza el intestino durante los primeros
dias de vida (Hewitt & Rigby, 1976), sin embargo, otros estudios reportan tiempos de
adquisicion mucho mayores (Nowrouzian et al., 2003). Dentro del intestino humano, E. coli
se encuentra sobre la mucosa del colon, y es el anaerobio facultativo mas abundante. Estas
bacterias conviven con su anfitrion sin ocasionar patologias y son conocidas como

comensales.

El comensalismo es la situacidn ecolégica mas comun en esta bacteria, y es raro encontrarla
en el medio ambiente, por lo que usualmente su presencia en el ambiente es un indicador
de contaminacién fecal (Jang et al., 2017). Sin embargo, también existen clonas patogénicas
gue poseen genes de virulencia asociados a adherencia, metabolismo, competencia, y

resistencia a defensas del hospedero.

Dada la gran variedad que tienen las E. coli patogénicas, han sido clasificadas en relacién
con el cuadro clinico que generan durante la infeccidn: asociadas a infecciones de tracto
urinario (uropathogenic E. coli; UPEC); asociadas a infecciones intestinales o a diarrea
(Diahrogenic E. coli; DEC); y asociadas a sepsis/meningitis (Sepsis associated E.
coli/meningitis associated E. coli; SAEC/MAEC). Segun el juego de genes de virulencia que
posean, las E. coli asociadas a infecciones intestinales (DEC) se pueden separar en 6 distintos
patotipos: E. coli enteropatogénica (EPEC), E. coli enterohemorragica (EHEC), E. coli
enterotoxigénica (ETEC), E. coli enteroagregativa (EAEC), E. coli difusamente adherente
(DAEC) y E. coli enteroinvasiva (EIEC) (Nataro & Kaper, 1998). Ademas, es posible que un
individuo presente estas bacterias mas no cuadro clinico, caso en el cual se les llama E. coli

diarrogénicas no sintomaticas (DEC-NS) (Nataro & Kaper, 1998).



Los genes que se han identificado como responsables de estos tipos de virulencia se
encuentran en plasmidos en la mayoria de los casos. Sin embargo, también se pueden
encontrar en el genoma, en las llamadas islas de virulencia, y en algunos elementos mdviles.
Los genes de virulencia incluyen: genes que ayudan a la competencia en un ecosistema
competitivo como la microflora intestinal, genes que codifican factores de colonizacién,
genes que confieren alguna ventaja metabdlica (como adhesinas o siderdforos), y genes

productores de toxinas para el hospedero (Kaper et al., 2004; Nataro & Kaper, 1998).

Usualmente, la flora intestinal normal consiste en cientos de especies que ocupan
practicamente la totalidad de nichos posibles en su ecosistema. Esto genera un efecto
barrera que impide que especies o cepas exdgenas puedan colonizar el intestino (Tancréde,
1992). Las bacterias de la microflora también pueden dificultar la colonizacion o
proliferacién de especies exégenas mediante la producciéon de metabolitos bacteriotéxicos
(Guarner & Malagelada, 2003). E. coli es una bacteria que forma parte de la microflora
normal de mamiferos, y por lo tanto se entiende que puede participar en estos procesos.
Lamentablemente, a pesar de que E. coli es la bacteria mas estudiada, se conoce

relativamente poco de su comportamiento dentro de la microflora.

Dentro de la gran variedad de toxinas que E. coli puede producir para competir con otras
bacterias, se encuentran las microcinas. Las microcinas son péptidos de bajo peso molecular
(~10 kDa) pertenecientes a la familia de las bacteriocinas. Esta familia de péptidos es capaz
de resistir amplios rangos de temperatura y acidez, y son usualmente producidas durante
situaciones de estrés (Duquesne et al., 2007). Las bacteriocinas tienen un efecto
antimicrobiano, que cominmente afecta a la misma familia de bacterias que las produce o

a bacterias relacionadas filogenéticamente a la bacteria productora (Cotter et al., 2013).

En particular, la microcina J25 (Mccl25) (Salomén & Farias, 1992) es un péptido de 21
aminodacidos sintetizado por el ribosoma en situaciones de estrés, que muestra una alta
termoestabilidad, tolerancia a acidez y resistencia a proteasas. McclJ25 es Unica en su

mecanismo de citotoxicidad, que consiste en la obstruccién del canal secundario de la RNA



polimerasa. Las bacterias mas susceptibles a McclJ25 son E. coli, Salmonella y Shigella. Estas
son importantes responsables de contaminacion de productos avicolas e infecciones
intrahospitalarias que pueden llegar a ser letales (Baker & The, 2018; Eng et al., 2015; Galis
et al., 2013; Jones et al., 2016; Marteyn et al., 2012; Ohl & Miller, 2002; Sheikh et al., 2019).

Esto hace a la MccJ25 un atractivo candidato para estudios como alternativa antibiotica.

En la actualidad se ha visto un aumento de casos clinicos de infecciones de bacterias
resistentes a antibiéticos de primera y segunda linea. Esto ha causado un mayor esfuerzo
en la produccién de nuevos antibiéticos. Dado que sintetizar desde cero un antibiotico
presenta dificultades, casi todos los antibidticos han sido encontrados en la naturaleza o
generados mediante modificaciones a antibidticos ya existentes. Nuevos esfuerzos incluyen
la busqueda de alternativas en el mundo natural (Aminov, 2010; Clardy et al., 2009; Cotter
et al., 2013). Las ventajas que podria mostrar usar péptidos antibiéticos codificados en el
ribosoma (como MccJ25) es la facilidad de modificacion a la estructura mediante ingenieria
genética y, por con siguiente la capacidad de generar variaciones que sobrelleven la

resistencia antibiotica.

En el presente trabajo, se buscara producir MccJ25 mediante dos técnicas. Primero, se
analizardn dos grupos de E. coli (DEC-NS y UPEC) en busqueda de los genes responsables de
la produccién de MccJ25. Luego, se sintetizard estos genes para introducirlos y expresarlos

en una bacteria de uso en laboratorio.



V. Marco teodrico

1. Enterobacterias
Las bacterias de la familia Enterobacteriaceae son bacilos Gram-negativos anaerobios
facultativos no productores de esporas. Fermentan glucosa y otros azlcares, oxidan nitrato
a nitrito y no producen oxidasa, por mas que si catalasa; y la mayoria tienen flagelo peritrico
gue les otorga motilidad, aunque existen excepciones. Coloquialmente se les conoce como
bacterias entéricas, dado que su habitat principal es el intestino de muchos animales. Estos
términos no son sindnimos dado que muchas especies en esta familia se encuentran en
otros habitats y que muchas especies de bacterias que habitan el intestino animal no

pertenecen a enterobacterias (Donnenberg, 2010).

Las enterobacterias son responsables de wuna gran parte de las infecciones
instrahospitalarias. Las infecciones que causan incluyen infecciones del tracto urinario,

sanguineas, peritoneales y tracto respiratorio (Donnenberg, 2010).

2. Plasmidos
Los plasmidos son secuencias de DNA de doble hebra extracromosomales capaces de
autorreplicacion que no codifican genes indispensables para supervivencia y reproduccién
de las bacterias en condiciones no estresantes (Carattoli, 2011, 2013; Leplae, 2003).
Usualmente, codifican genes que otorgan ventajas competitivas a la bacteria que los porta,
de tal forma que compensan el gasto metabdlico de mantenerlos y la produccién de sus
proteinas asociadas. Es por esto que, por mas que son independientes del material genético
del huésped y no codifican genes esenciales para el crecimiento bacteriano en condiciones
sin estrés, evolucionan como una parte importante del material genético de las bacterias
(Carattoli, 2011). Los plasmidos también pueden ser elementos moviles si codifican un
conjunto de genes que le otorgan la capacidad de producir la maquinaria necesaria para
transmitirse horizontalmente, y no necesariamente se limitan a la trasmision entre
bacterias de la misma especie (Thomas & Nielsen, 2005). A los plasmidos que portan sus

propios genes de conjugacion se les llama conjugativos o auto transmisibles (Smillie et al.,



2010), y es esta caracteristica es la que hace de los plasmidos la principal forma de

adquisicion de resistencia en infecciones intrahospitalarias (Carattoli, 2013).

Por definicidn, los plasmidos no son factores de virulencia; los producen. Un factor de
virulencia es el producto de un elemento genético que permite a un microorganismo
proliferar en un organismo huésped causando dafio, ya sea sistémico o de un tejido
especifico. Los genes de virulencia contribuyen a la progresidn de la enfermedad, y pueden
codificar enzimas, toxinas (o la maquinaria proteica para producirlas), glicoproteinas de
pared o capsula, factores de adherencia, etc. (Chen et al., 2005). Se ha visto que muchos
plasmidos que contienen genes de resistencia poseen a su vez genes de virulencia, y, de la
misma forma, que plasmidos de virulencia también poseen genes de resistencia (Thomas &
Nielsen, 2005), y esta conjugacién lleva por presién antibidtica a la seleccion de los genes

de virulencia (Martinez & Baquero, 2002).

3. Antibidticos
Los antibiéticos son moléculas que reducen la tasa de crecimiento de bacterias
(bacteriostaticos) o las matan directamente (bacteriocidas). Los antibidticos son producidos
naturalmente como un mecanismo de competencia entre microorganismos, y existen

desde mucho antes de su uso en la medicina moderna.

El uso extendido de antibidticos en la modernidad, la lamada era antibidtica, comenzd con
Alexander Fleming y Paul Ehrlich. Alexander Fleming es responsable del descubrimiento de
la penicilina, un antibidtico de amplio espectro producido por hongos del género
Penicillium. El descubrimiento de sustancias que pudieran curar infecciones, que en 1930
era la principal causa de muerte hospitalaria, fue un hito médico que le valié el premio nobel

en medicina a Fleming en 1945.

Los mecanismos de accién antibidtica son diversos, y se puede agrupar a los antibiéticos en
base a su mecanismo de inhibicién: inhibidores de sintesis de la pared celular (beta-

lactamos, polimixinas y glicopéptidos), inhibidores de sintesis de dacidos nucleicos
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(inhibidores de sintesis de folato, quinolonas y rifampina) e inhibidores de sintesis proteica

(inhibidores de la subunidad 50S o 30S) (Kapoor et al., 2017).

Los mecanismos de resistencia a estos antibidticos son igualmente diversos. La produccién
de bombas de eflujo o la reduccion de la internalizacidn de la molécula en la célula evitarian
gue el antibidtico llegue a concentraciones letales. También puede obtenerse resistencia
mediante la mutacion de la molécula blanco, haciendo inefectivo el antibidtico. Por ultimo,
se puede obtener resistencia mediante la degradacion enzimdtica de la molécula (Kapoor

et al.,, 2017).

En muchos casos, los genes responsables de resistencia son transmisibles horizontalmente
en una poblacidon o comunidad mediante plasmidos. Esta forma de propagacion es exclusiva
de bombas de eflujo y enzimas que inactiven al antibidtico, pues son caracteristicas que, en
lugar de requerir modificacion de caracteres existentes (como es la mutacion de la molécula

blanco del antibidtico), requieren la adicion de genes (Carattoli, 2013).

Los antibidticos generan una presién de seleccion bastante fuerte en poblaciones
bacterianas, eliminando a las poblaciones que no poseen el gen de resistencia mientras que
proliferan las que si. El uso prolongado de antibidticos en la era moderna ha llevado al
rapido auge de infecciones resistentes a antibidticos, y se estima que pocos afios después
de la introduccién de un nuevo antibiético al mercado, ya existen cepas resistentes (Iredell

et al., 2016).

4. Microcina J25
Dentro de la gran variedad de toxinas que las bacterias pueden producir para competir en
su medio, se encuentran las microcinas. Las microcinas son péptidos de bajo peso molecular
(10kDa) pertenecientes a la familia de las bacteriocinas; que son capaces de resistir amplios
rangos de temperatura y acidez, y son usualmente producidas durante situaciones de estrés
(Duquesne et al., 2007). Estas moléculas tienen efecto antimicrobiano, cominmente
afectado a la misma familia de bacterias que las produce o a bacterias relacionadas

filogenéticamente a la bacteria productora.
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La microcina J25 (Mccl25) es un péptido de 21 aminodcidos sintetizado por el ribosoma
(Salomén & Farias, 1992) que posee una estructura secundaria exdtica de nudo. El primer y
el octavo residuo del extremo amino terminal se unen covalentemente, formando un anillo
por el cual pasa la cola carboxilo terminal. Esta estructura es estabilizada por dos residuos
aromaticos en posiciones cercanas a la porcién de la cola que atraviesa el nudo. Estos crean
un impedimento fisico al rompimiento del nudo, y se cree que esta es la razén tras la gran

termoestabilidad de la MccJ25 (Blond et al., 1999; K. Johan Rosengren et al., 2003; Wilson

et al., 2003).
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Figura 1. Determinantes genéticos y estructura de MccJ25. La parte superior
de la figura muestra los genes: mcjA, que codifica al precursor; mc¢jB y mcjC,
gue codifican las enzimas de maduracién; y mcjD, que codifica a la bomba
de exportacién. Debajo de estas se presenta la secuencia de 58 aminoacidos
del peptido precursor, McjA, y sus respectivas regiones. La flecha 1 indica
el sitio de corte por McjB. La parte inferior de la figura muestra la estructura
de MccJ25 tras la modificacidn por las enzimas McjB-McjC(Yan et al., 2012).



12

La Mccl25 se sintetiza, como el resto de bacteriocinas, en situaciones de estrés,
especialmente en deplecién de glucosa y azufre (Pan et al., 2010; Salomén & Farias, 1992).
También se ha visto que la concentracion de hierro disponible puede afectar la

concentracion MccJ25 en el medio (Destoumieux-Garzén et al., 2005).

Los determinantes genéticos de la Mccj25 son de origen plasmidico (Salomdén & Farias,
1992). En total, son necesarios 4 genes para la correcta produccion de Mccl25: mcjA, mcjB,
mcjCy mcjD. mcjA codifica un péptido precursor de 51 aminodcidos, que es luego procesado
por las proteinas McjB y McjC, codificadas en los genes mc¢jB y mcjC respectivamente. Las
modificaciones especificas que cada una de estas proteinas realiza sobre el péptido
precursor no se tienen claras, Pero el resultado final es un péptido de 21 aminoacidos con
un lazo. McjD es un transportador ATP-dependiente de tipo ABC, encargado de la
exportacion de la microcina desde el espacio intracelular al medio. La expresién de esta
ultima proteina confiere resistencia a la MccJ25 (Duquesne et al., 2007; Solbiati et al., 1996,

1999).

La MccJ25 es un bactericida con un mecanismo de accién es Unico: inhibe la RNA polimerasa
(Yuzenkova et al., 2002) mediante obstruccién del canal secundario de la RNA polimerasa
(Adelman et al., 2004). El taponamiento de este canal impide la transcripcion evitando la
adicién de nuevos nucledtidos durante la translacidn, y, por consiguiente, la produccién de
proteinas. Es especialmente tdxica contra enterobacterias, y se ha visto que es un potente
agente microbiano contra Shigella spp. y Salmonella spp. (Portrait et al., 1999; Rintoul et
al., 2001; Sable et al., 2000), que son de gran importancia industrial y médica gracias a su

patogenicidad.

Estudios anteriores sugieren que E.coli asociada a infecciones extraintestinales, mas
especificamente, infecciones urinarias, tienen una mayor prevalencia de genes que
codifican bacteriocinas, y la presencia de algunos de estos genes correlaciona con factores

de virulencia asociados a estas infecciones (Micenkova et al., 2014, 2016).
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V. Objetivos

1. Objetivo general
Producir una clona de E. coli no patogénica, de facil reproduccion en laboratorio y de alta

estabilidad genética, capaz de producir McclJ25 microbiolégicamente activa.

2. Objetivos especificos

Obtener determinantes genéticos de MccJ25 a partir de aislados clinicos de E. coli.
Obtener determinantes genéticos de McclJ25 mediante sintesis quimica.

Verificar actividad antibidtica de sobrenadante de cultivo de bacteria portadora de

determinantes genéticos de MccJ25.
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VI. Materiales y métodos

1. Diseno de primadores
Se realiz6 el disefio de primadores, salvo se indique lo contrario, utilizando la herramienta
web Primer3 (Triinu et al., 2016), usando como parametros del algoritmo los valores por
defecto. Luego de generar oligos candidatos para primadores, se utilizé la herramienta
OligoAnalizer (Owczarzy et al., 2008) para escoger las secuencias en base a sus tendencias
a no crear estructuras secundarias, homodimeros y heterodimeros, predichas segln sus

parametros termodindamicos.
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Lista de primadores|

Nombre Blanco Secuencia (5'->3') Fuente Tamano Esperado
DmcjA-FWR mcjA GCCATAGAAAGATATAGGTGTACCA Duarte M. et al., 2001

DmcjA-REV mcjA  GCATTTTCATTTTAATAAACTGTCTTCTGGT  Duarte M. et al., 2001 166pb
DmcjB-FWR mcjB G-T.I'TG*!.GCA TAGTGCCTGAC Este trabajo

DmcjB-REV mcjB TCCCGCATATTGGGAGCATC Este trabajo T
DmcjC-FWR mcjC TCCACAGAGGAGATTGCCAG Este trabajo

DmcjC-REV mcjC GGCTGACCTTCACCTTCTTC Este trabajo el
DmcjD-FWR mcjD CAACGCAAAGTCTTAACCAG Este trabajo

DmcjD-REV mcjD TTCCTGAGTGAGAGCATCTTC Este trabajo R

McjC-Mut-FWR  mcgjC GGTCATCTTCACAGCTAATATTCAGAATT Este trabajo

McjC-Mut-REV  mcjC GTTTGGTTTTTTTCCAGAAAATATCTG Este trabajo

Tabla SEQ Tabla \* ARABIC 1: Primadores. La tabla muestra todos los primadores mencionados en este trabajo. La
entrada "blanco" refiere al gen en el que estos oligonucledtidos hibridan, mientras que el tamafio esperado de secuencia
corresponde al tamafio esperado del amplicon de la reaccién de PCR si estos primadores hibridan en la posicién
esperada y no se generan productos incompletos o mal-apareamientos.
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2. Diseio de plasmidos
Se realizé el disefio de plasmidos utilizando las herramientas APE (A Plasmid Editor
software; por M. Wayne Davis, disponible en:

http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/) y SnapGene Viewer (SnapGene software

de GSL Biotech; disponible en snapgene.com) como editores y visualizadores de secuencias.
Algunas secuencias integradas en plasmidos se contrastaron con bases de datos disponibles

utilizando la herramienta web BLAST (Altschup et al., 1990).

Los determinantes genéticos (el constructo de genes mcjABCD) se mandaron a sintetizar y
subclonar a la empresa GenScript. El método de subclonacién utilizado por la empresa fue

el método CloneEZ (GenScript USA Inc., Piscataway, NJ, USA).

Los vectores utilizados y mencionados en este trabajo son pUC57 y pUC57-Kan (Figura 6).
La diferencia entre pUC57 y pUC57-Kan es que el primero tiene un gen de resistencia a
ampicilina y el segundo tiene un gen de resistencia a kanamicina en su lugar. El origen de
replicacion es igual en ambos (ColE1) y corresponde al comportamiento de muy alta copia
(100+ copias). El sitio de insercidén de secuencias esta dentro del gen lacZ. Estos vectores se
escogieron por la disponibilidad de antibidticos, disponibilidad de enzimas de restriccidén
utilizables para futuros ensayos con estos plasmidos, y por el nimero de copias, que haria
mas facil la obtencién de grandes cantidades de este plasmido para distintas modificaciones

y experimentos.


http://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/

AmpR promoter

lac operator

lac promoter

Figura 2. Plasmido pUC57. AmpR es un gen de resistencia a ampicilina. El
origen de replicacidn (ori) es ColE1, es un origen de replicacion de alta copia.
El gen lacZa, dentro del cual se encuentra el MCS (sitio de clonacién
multiple), codifica B-galactamasa. El operador y promotor /ac controlan la
produccién de los genes clonados en el MCS. Mapa del pldasmido obtenido
de https://www.snapgene.com/resources/plasmid-
files/?set=basic_cloning vectors&plasmid=pUC57.
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Pfol (46)

lac operato

pUC57-Kan
2579 bp

AfIIII (830)

Figura 3. Plasmido pUC57-Kan. Marcadas, las posiciones de las enzimas de
restriccion Pfol y Afllll, entre las cuales el constructo de genes mcjABCD fue
clonado. KanR es un gen de resistencia a kanamicina. El origen de replicacién
(ori) es ColE1 es un origen de replicacién de alta copia. El gen lacZa, dentro
del cual se encuentra el MCS (sitio de clonacidn multiple), codifica B-
galactamasa. El operador y promotor lac controlan la produccién de los
genes clonados en el MCS. Mapa del pldsmido obtenido de
https://www.snapgene.com/resources/plasmid-

files/?set=basic cloning vectors&plasmid=pUC57-Kan.

lac promoter
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3. Cepasde E. Coli

A. Aislados de E. coli a partir de muestras clinicas
Aislados de E. coli crio-preservados en peptona, obtenidas originalmente de heces de

pacientes asintomaticos fueron proporcionadas por la Dr. Teresa Ochoa (Laboratorio de
Infectologia Pedidtrica, UPCH). Estos aislados fueron reanimados por siembra en agar

MacConkey (Merck) preparado segun lo indicado por el fabricante.

B. Cepa sensible a MccJ25 de referencia (ATCC10536)
Para ensayos microbiolégicos de actividad de Mccl25, la cepa de E. coli ATCC10536

(https://www.atcc.org/products/all/10536.aspx) fue utilizada. Esta cepa fue tratada con

CaCl; para la generacion de células competentes y su posterior transformacion con
plasmidos de resistencia antibiética cuando fue pertinente mediante métodos estandar

(Sambrook & Russell, 2006).

C. NEB® Stable Competent E. coli
Para la produccién de plasmido y la produccidon de Mccl25 se utilizd la cepa NEB® Stable
Competent E. coli (NEB), que es una modificacién comercial de la cepa Dh5a. Las células
fueron hechas competentes mediante el método de incubacidn con CaCl, y recuperadas de
criopreservacion a -70°C y transformadas con los plasmidos pertinentes usando el método

de choque térmico (Sambrook & Russell, 2006).

4. Electroforesis
Para la visualizacion de secuencias de DNA, extraidas, amplificadas o digeridas; las muestras

fueron montadas en geles de TAE-agarosa y sujetas a electroforesis.

Se sometieron las muestras de electroforesis a 90 V por 50 minutos. Se utilizaron geles al
2% de agarosa en las ocasiones que el tamaio esperado de las bandas oscilaba entre 150 y
1000 pares de bases. Cuando las bandas esperadas eran de mas de 1000 pares de bases, se

utilizé gel de agarosa al 1%.


https://www.atcc.org/products/all/10536.aspx
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Se observaron las muestras utilizando como revelador Safe-Green™ (Applied Biolchemical

Materials Inc.) o bromuro de etidio en un transiluminador de luz azul o UV, respectivamente

5. PCR
Se utilizd la técnica de reaccion en cadena de polimerasa (PCR) para deteccidn,
amplificacién y modificacién de secuencias de DNA. Todas las reacciones fueron hechas con
DNA polimerasa Phusion de alta fidelidad producida y purificada en el laboratorio, y las
concentraciones de reactivos utilizadas fueron las recomendadas para la enzima comercial
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase por su proveedor, New England Biolabs (NEB). Las
reacciones se realizaron en termociclador Veriti (Applied Biosystems). A continuacién, un

resumen de los voliumenes de reactivos y condiciones utilizadas.

. Volume
Reactivo n
5x Phusion HF reaction buffer (NEB) 10ul
dNTPs (10uM) 1ul
Primador Delantero (10uM) 2.5ul
Primador Reverso (10uM) 2.5ul
Phusion polimerasa 0.5ul
DNA modelo ul
H>0 32.5ul
Total 50ul
Paso Tiempo Temperatura
denaturacion inicial 5:00 95°C
denaturacion 0:15 95°C
Ciclos x 35 alineamiento 0:20 variable
extension variable 68°C
Extension final 5:00 68°C

Tabla 2. A) Volumenes de reactivos utilizados para PCR y cPCR. B)
Condiciones utilizadas para las reacciones de PCR y cPCR.
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El tiempo de extension utilizado fue dependiente del tamafio esperado de producto para
cada reaccidn, mientras que las temperaturas de alineamiento responden a las propiedades

individuales de cada par de primadores usados.

6. Cribado por PCR
El protocolo utilizado para la deteccidn de bacterias productoras de MccJ25 via PCR fue una
modificacion del método descrito por Duarte en 2001 (Duarte et al., 2001): Se utiliz6 DNA
polimerasa Phusion en lugar de Taqg polimerasa, el buffer utilizado se cambié para
acomodarse al cambio de proteina utilizada, y el volumen total de reaccién se redujo de
100 pl a 50 pl. Los primadores utilizados fueron los descritos por Duarte sin modificaciones
(DmCcjA-FWR: 5’-gccatagaaagatataggtgtacca-3’ y DmcjA-REV 5'-

gcattttcattttaataaactgtcttctggta-3’).

Como control positivo, se disefié el plasmido pUC57-DP, un plasmido que contiene la
secuencia de 166 pares de bases con la que los primadores DmcjA-FWR y DmcjA-REV
hibridan. Esta secuencia es una porcién del gen mcjA. Se utilizé este plasmido para la

estandarizacion de la reaccion de PCR.

Las reacciones se hicieron de la siguiente manera: A 1 ul de DNA molde se le afadié 49 ul
de mezcla de PCR compuesta de agua ultra pura, Phusion HF Buffer (NEB), 50 uM de cada
dNTP, 0.5 uM de cada primador y 1 U de ADN polimerasa Phusion. Para los Colony PCR
(cPCR), las colonias fueron picadas usando una punta de pipeta de plastico estéril en 20ul
de agua ultra pura y se hirvieron a 95 °C por 10 minutos, y 1ul de este caldo fue utilizado
como DNA molde. Para las reacciones convencionales de PCR, 1ul de DNA a una
concentracion menor a 20ng/ul, extraido mediante kit de extraccidon plasmidica por
columna de silice, fue utilizada como DNA molde. La amplificacién se hizo en un
termociclador (Veriti, Applied Biosystems) y consistié en una denaturacidn inicial a 95°C por
5 minutos; 35 ciclos de 95°C por 15 segundos, 55°C por 20 segundos y 68°C por 20 segundos;
y una extensidn final a 68°C por 5 minutos. Los productos fueron visualizados en geles de

agarosa al 2%.
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7. Ensayo de actividad antibidtica Spot-on-lawn
Se realiz6 el ensayo Spot-on-lawn para la evaluacion de la actividad antibidtica de MccJ25.
Para esta prueba, 10 ml de agar M63 0.58% (p/v) enriquecido con 0.1 ml de glucosa 20%
(p/v), 0.01 ml de sulfato de magnesio (MgS04) 1M, 0.001 ml 0.5% tiamina y 0.04 ml 10%
casaminodcidos (Difco) y que contiene 0.263 ml de un cultivo de ATCC10536 a una densidad
de 0.5 McFarland (lo que equivale a aproximadamente 10’ UFC), fue colocada sobre una
capa de 20 ml de agar M63 1.5% (p/v) previamente solidificado. Se esperd a que el gel de
dos capas solidifique completamente y se colocaron 10 pl de sobrenadante incognita y se
esperod a que sea absorbido por el gel. Luego, se dejé incubando a 37 °C por 16-24 horas. Al

dia siguiente, se observaron las placas en busqueda de halos de inhibicién (figura 3).



Autoclavado

1 2 Centrifugacién

Produccion antibibtica

/ e\ >

Dispensacion de antibidtico

segunda capa con cepa indicadora

[ &\

Crecimiento de cepa indicadora

L

Lectura

—@

5
>

L

(

Crecimiento

Figura 3. Diagrama de ensayo Spot-on-lawn. 1) Produccién antibiética: Se
hace un cultivo de la bacteria productora de antibiético. 2) Centrifugacion:
Se centrifuga una pequefia parte del cultivo para eliminar la biomasa
bacteriana. 3) Autoclavado: Se esteriliza el sobrenadante que aun contiene
bacterias productoras, resistentes al antibidtico. 4) Dispensacidon de
antibiodtico: Gotas de 10 ul del sobrenadante autoclavado son colocadas en
posiciones discretas sobre una placa con 2 capas de agar. La capa inferior es
una capa de M9-agar 1.5%, mientras que la capa superior es una capa de LB-
agar 0.8% a la que se le adiciond bacteria indicadora a 0.5 en la escala de
McFarland. 5) Lectura: Esta placa se deja incubando por 16 horas a 37 °C.
Pasado este tiempo, se examina la placa en busca de halos de inhibicion de
crecimiento de la bacteria indicadora.



24

VIl. Resultados

1. Cribado por PCR de bacterias provenientes de muestras clinicas.
Se analizaron un total de 126 aislados (Tabla 3) proporcionados por el laboratorio de
Infectologia Pedidtrica de los Laboratorios de Investigacién y Desarrollo (LID). Estos 126
aislados fueron sometidos al cPCR diagndéstico previamente descrito. Como control positivo
de la reaccion de PCR y de PCR a partir de colonias se utilizé6 Neb Stable® transformada con
el plasmido pDPA (anexo 1), que contiene un inserto Unicamente de la secuencia reconocida

por los primadores DmcjA-FWR y DmcjA-REV.

Aislado Aislado
1 EE-121C102/03/2015 64 EE - 240 C3 20/02/2015
2 EE - 121 C3 02/03/2015 65 EE-240C421/02/2016
3 EE-121C402/03/2015 66 EE - 240 C4 20/02/2015
4 EE-121 C6 02/03/2015 67 EE - 240 C7 20/07/2015
5 EE-121C702/03/2015 68 EE - 241 C2 08/11/2014
6 EE - 130 C2 02/03/2015 69 EE - 241 C3 08/12/2014
7 EE - 130 C3 02/03/2015 70 EE - 241 C3 20/02/2015
8 EE - 130 C4 02/03/2015 71 EE - 241 C6 20/02/2015
9 EE - 130 C6 02/03/2015 72 EE - 243 C121/01/2015
10 EE-135C122/04/2015 73 EE - 243 C1 22/01/2015
11  EE-135C222/04/2015 74 EE - 243 C2 22/01/2015
12  EE-135C322/04/2015 75 EE-243C2 22/01/2015
13  EE-135C422/04/2015 76 EE - 243 C2 23/01/2015
14  EE-135C522/04/2015 77 EE - 243 C2 24/01/2015
15 EE-135C722/04/2015 78 EE - 243 C2 21/01/2015
16  EE-141C122/04/2015 79 EE - 243 C2 22/01/2015
17  EE-141C222/04/2015 80 EE - 243 C3 22/01/2016
18 EE-141C322/04/2015 81 EE - 243 C3 21/01/2015
19 EE-141C422/04/2015 82 EE - 243 C3 22/01/2015
20 EE-141C522/04/2015 83 EE - 243 C4 21/01/2015
21  EE-141C622/04/2015 84 EE - 243 C5 21/01/2015
22  EE-146 C102/03/2015 85 EE - 243 C5 22/01/2015
23  EE-146C202/03/2015 86 EE - 243 C6 21/01/2015
24  EE- 146 C4 02/03/2015 87 EE - 243 C6 22/01/2015
25 EE-146 C602/03/2015 88 EE - 243 C7 21/01/2015
26 EE-146C702/03/2015 89 EE-243C722/01/2015
27 EE-150C102/03/2015 90 EE - 244 C3 22/01/2016
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29
30
31
32
33
34
35
36
37
38
39
40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59
60
61
62
63

EE - 150 C2 02/03/2015 91 EE - 245 C2 22/01/2017
EE - 150 C3 02/03/2015 92 EE - 245 C3 22/01/2018
EE - 150 C4 02/03/2015 93 U015 30/11/2012
EE - 150 C5 02/03/2015 94 U023 04/12/2012
EE - 150 C6 02/03/2015 95 U027 12/12/2012
EE - 151 C1 22/04/2015 96 U038 20/12/2012
EE - 151 C3 22/04/2015 97 U048 04/01/2013
EE - 151 C4 22/04/2015 98 U055 12/01/2013
EE - 151 C522/04/2015 99 U057 11/01/2013
EE - 151 C6 22/04/2015 100 U080 12/02/2013
EE- 151 C7 22/04/2015 101  U12027/03/2013
EE - 205 C2 13/01/2015 102 U141 15/04/2013
EE - 209 C3 20/02/2015 103 U169 08/05/2013
EE - 209 C3 20/02/2015 104 U173 14/05/2013
EE - 209 C4 20/02/2015 105 U179 20/05/2013
EE-211C707/02/2015 106 U182 22/05/2013
EE-212 C2 13/03/2015 107 U191 05/16/2013
EE-212 C2 14/03/2015 108 U196 14/12/2012
EE-212C2 15/03/2015 109 U198 11/06/2013
EE-212 C2 16/03/2015 110 U208 21/06/2013
EE-212C7 13/03/2015 111 U210 24/06/2013
EE-216 C109/01/2015 112 U212 26/06/2013
EE-216 C2 09/02/2015 113 U221 03/07/2013
EE-216 C309/02/2015 114 U226 10/07/2017
EE-221C121/01/2014 115 U227 19/07/2013
EE - 221 C1 21/01/2015 116 U234 27/07/2013
EE - 223 C2 12/02/2015 117  U23530/07/2013
EE - 223 C5 12/03/2015 118 U240 06/08/2013
EE - 227 C4 12/01/2015 119 U253 15/08/2013
EE - 227 C6 12/02/2015 120 U260 29/08/2013
EE - 228 C1 20/02/2015 121 U273 10/10/2013
EE - 235 C2 18/12/2014 122 U279 10/09/2013
EE - 235 C3 18/12/2015 123 U282 29/08/2013
EE - 239 C2 19/12/2014 124 U288 19/09/2013
EE - 239 C2 19/12/2015 125 U292 19/09/2013
EE - 240 C2 20/02/2015 126 U293 19/09/2013

Tabla 3. Lista de aislados de E. coli extraidos de pacientes asintomaticos que
mostraron crecimiento tras incubacién de 16h a 37°C en agar MacConkey.
Aislados con la etiqueta "EE" corresponden a aislados identificados como E.
coli entero-diarrogénicas, mientras que las marcadas con "U" corresponden
a E. coli uropatogénicas.
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De los 126 aislados analizados, 122 dieron resultados negativos a la reaccién de PCR. Cuatro
de ellos, 26, 34, 44 y 46, mostraron una banda a la altura esperada en el ensayo (Figura 4b),

sin embargo, estos resultados no se pudieron replicar una vez que las colonias fueron

repicadas.

" b)

Figura 4. a) Gel de TAE-agarosa a 2%. Carriles PCR y cPCR corresponden a
reacciones de PCR (usando los primadores DmcjA-FWR y DmcjA-REV) usando
como DNA molde un extracto de plasmido pDPA (anexo 1), que contiene solo
la regién que reconocen los primadores utilizados (carril PCR) y una bacteria
transformada con ese plasmido segun el protocolo de Colony PCR (carril
cPCR). Carriles PCR- y cPCR- corresponden a los controles negativos de las
reacciones de los carriles PCR y cPCR respectivamente. El marcador (carril
“M”) utilizado fue GeneRuler® 100bp. Presencia de bandas en los carriles
PCR y cPCR muestra que los primadores funcionan correctamente, y no hay
inhibicion de la reacciéon de PCR usada. b) Gel de TAE-agarosa a 2%
representativo de ensayos de cPCR de los aislados de E. coli de muestras
fecales. EI marcador (M) utilizado fue GeneRuler™ 100 bp (Thermo
Scientific™). Los carriles “C” corresponden a la reaccién de PCR en la que se
usé como DNA blanco el plasmido pDPA (anexo 1). Carriles “C-”
corresponden a reacciones de PCR en las que no se colocé DNA blanco. Los
carriles marcados numéricamente corresponden a reacciones de cPCR de
diagndstico para los aislados rotulados en la Tabla 3. Carriles marcados con
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* corresponden a carriles con banda a la altura esperada para el ensayo
(~166).

Usando estos 4 aislados, se repitieron ensayos de diagndéstico por cPCR. Solo el aislado 44
mostro la banda vista en la Figura 4 en estos ensayos posteriores. Por esto, se le sometid a
un ensayo adicional. Se extrajo DNA plasmidico a partir de un cultivo de 10 ml de esta
bacteria en medio LB incubado por 16 h a 37°C. Este extracto fue utilizado como DNA molde
para una reaccién de PCR diagndstico utilizando los primadores DmcjA-FWR y DmcjA-REV
(Tabla 1), y esta reaccion fue revelada en un gel de TAE-agarosa al 1% (Figura 5). Este

ensayo, no obstante, no mostré la banda esperada en el gel.

cPCR GeneRi
M PCR 0'Gene
ready 1
10kpb 30-40kpb 10,000
Skph \
3kpb\
lkpb\ }
0.5ug/1ane, Bcm length gel,
a) il b) 1X TAE, 7V/cm, 45min

Figura 5. a) Gel TAE-agarosa al 1% x90v x60m. Carriles: M, marcador
GeneRuler™ 1kb (Thermo Scientific™); C-, control negativo de reaccién de
cPCR; cPCR, carril con reaccion colony PCR del aislado EE — 212 C2
13/03/2015; PCR, carril con reaccidon de PCR utilizando DNA extraido de un
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cultivo de 10ml de medio LB incubado a 37°C x 16h. b) Diagrama de bandas
del marcador GeneRuler™ 1bk (Thermo Scientific™).

La presencia de una banda > 10 Kpb (probablemente ~30 kpb) sugiere que la extraccidn
plasmidica fue exitosa, y que el aislado 44 es portador de un pldsmido. Sin embargo, la
ausencia de banda cerca a la altura de 160 bp (indicada) muestra que el PCR no fue exitoso,

lo que significa que el DNA extraido no contiene la secuencia buscada (el gen mcjA).

2. Obtencion de determinantes genéticos de Mccl25 mediante sintesis
guimica del plasmido pKM1.

Visto que la primera aproximacion utilizada para la obtencién de los determinantes

genéticos de la MccJ25 no dio resultados positivos, se siguid con el disefio de un plasmido

que contenga los genes responsables de la produccion de MccJ25 y se mandé a sintetizar al

proveedor GenScript. A este plasmido se le nombré pKM1 (Figura 6).

Se uso el vector pUC57-Kan Para construir el pldasmido pKM1. Se eligié este vector porque
su resistencia permitiria su uso en conjunto con otros plasmidos y por su alto nimero de
copias, que haria facil la obtenciéon de grandes cantidades de plasmido extraido, que
posteriormente podria ser utilizado para reacciones de PCR, corte y aislamiento de los
genes de MccJ25, posteriores subclonamiento de genes en el vector u otros procedimientos
en biologia molecular. Se utilizd la secuencia reportada por Salomén y Farias en 1999
(GeneBank: AF061787.1). A esta secuencia se le hicieron 12 modificaciones para la
generacion de secuencias de restriccidon en las regiones mas distales de la secuencia, con el
fin de ser capaces de retirar esta secuencia e insertarla en otros pldsmidos si asi fuera
necesario mediante digestién con enzimas de restricciéon. Estos cambios menores se
hicieron lo mas alejado posible a las secuencias codantes de los genes mcjABCD para
replicar lo mas posible el plasmido pTUC100, del cual esta secuencia fue obtenida. Dado
gue los autores originales reportaron produccién de Mccl25 usando esta secuencia sin la

adicién de terminadores, tampoco se afiadieron para la generacién del plasmido pKM1. La
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secuencia completa del inserto que contiene los genes mcjA, mcjB, mcjC y mciD y la

secuencia completa del pldsmido pKM1 en los anexos 2 y 3 respectivamente.

(46) Pfol DmcjA-FWR (145 .. 169)

(microcin 125 precursorl
DmcjA-REV (279 .. 310)

~——— DmqjB-FWR (722 ..741) @

DmgjB-REV (1237 .. 1256) @

— DMCJC-FWR (1419 .. 1438) @

pKM1

6650 b
(4901) AFIIII — P

DmcjC-REV (2127 .. 2146) @

McjC-Mut-REV (2572 .. 2598) @
MGC-Mut-FWR (2599 .. 2630) @

© (3530 .. 3550) DmciD-REV 1
DmcjD-FWR (3207 .. 3226) O

Figura 6. Esquema del plasmido pKM1 y la posicidn de los primadores de la
Tabla 1. El origen de replicacién (ori) es ColE1, un origen de replicacion de
alta copia. El casete m¢jABCD fue clonado entre los sitios de restriccion Pfol
y Afllll del vector pUC57-Kan (Figura 2) que se muestran en esta imagen. El
gen mcjA codifica el precursor de 50 aminoacidos de MccJ25. Genes mcjB y
mc¢jC codifican proteinas de maduracién del péptido precursor de Mccj25.
Por ultimo, m¢jD codifica una bomba de eflujo de MccJ25 que le otorga
resistencia a la bacteria frente a ella.

Se transformd una bacteria NEB® Stable Competent E. coli con el plasmido pKM1 (Figura 6).
Para verificar la presencia de los 4 genes de microcina, 3 pares de primadores de diagndstico

adicionales fueron disefiados para la deteccion de los genes m¢jB, mcjCy mcjD (primadores
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DmcjB-FWR y DmcjB-REV, DmcjC-FWR y DmcjC-REV, y DmcjD-FWR y DmcjD-REV
respectivamente. Ver tabla 1). Estos primadores fueron disefiados de tal forma que las
temperaturas de hibridacién fueran todas cercanas entre si y no produjeran heterodimeros
para poder ser usados en reacciones multiples de PCR, produciendo 4 amplicones de

tamafo diferenciable en geles de agarosa al 2% usando el mismo protocolo de PCR que los

primadores DmcjA-FWR y DmcjA-REV (Figura 7).

Figura 7. Gel de agarosa al 2% x90V x60m. (M) GeneRuler™ 100bp (Thermo
Scientific™). (C-) control negativo. Carriles marcados con cddigo pertinente al par o
pares de primadores utilizados en la reaccion de PCR (A corresponde a DmcjA, B
corresponde a DmcjB, C corresponde a DmcjC y D corresponde a DmcjD. Carriles
marcados con mas de una letra corresponden a reacciones de PCR multiple usando
los pares de primadores antes descritos. Secuencias y nomenclatura completa de
primadores en Tabla 1. Ubicacion de los primadores en los genes se ve en Figura 6)
utilizando pKM1 extraido cargada en cada carril. Las bandas corresponden al
producto de amplificacién de PCR de los genes mcjA, mcjB, mcjCy mcjD. Los carriles
de PCR muiltiple tienen dos bandas, que corresponden a las bandas esperadas, lo
que muestra que los primadores funcionan individualmente y en reaccién multiple
a las mismas condiciones de reaccion y sin reducir el poder de deteccion.

El plasmido pKM1 dio positivo a las reacciones de PCR para los genes mcjA, mcjB, mcjC y

mcjD antes descritas (Figura 7), lo que demuestra que el plasmido tiene los 4 genes
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responsables de la producciéon y maduracién de Mccl25 y no tiene errores mayores en la

secuencia.

Verificacion de actividad antibiotica de sobrenadante de cultivo de bacteria

transformada con pKM1.

Se siguid con el ensayo Spot-on-lawn para verificar la produccion de Mcc)25 de bacterias
transformadas con el plasmido pKM1. Se obtuvo sobrenadante de cultivos de 10 ml de esta
bacteria mediante centrifugacién (13 kRPM por 8 min) y se autoclavé para asegurar su
esterilidad. Los cultivos se incubaron en agitaciéon vigorosa (220 RPM) durante 24 horas a
37°C. La cepa E. coli ATCC10536 fue utilizada como cepa indicadora, susceptible a microcina

125.

Como cepa indicadora se intentd utilizar una cepa de uso comin como cepa de referencia,
la ATCC 25922 (Disponible en:
https://www.atcc.org/products/all/25922.aspx#tgeneralinformation) usando un
sobrenadante que se sabia contenia MccJ25. Esta cepa no mostrd halos de inhibicién en el
ensayo, asi que se procedid a probar utilizando la cepa ATCC 10536 (Disponible en:

https://www.atcc.org/en/Products/Cells and Microorganisms/By Focus Area/Clinical/A

ntimicrobial Resistance/10536.aspx). Esta segunda cepa si mostro halos de inhibicion, por

lo que fue utlizada como cepa indicadora en todos los ensayos de Spot-on-lawn posteriores.
Ambas cepas, ATCC 10536 y ATCC 25922 fueron generosamente donadas por Dora

Maurtua.

Ninguno de los sobrenadantes mostré actividad antibidtica denotada por halos de
inhibicién esperados en el ensayo. Se probaron pequefias variaciones del ensayo,

modificando temperaturas de crecimiento, tiempo de incubacion de los cultivos,


https://www.atcc.org/en/Products/Cells_and_Microorganisms/By_Focus_Area/Clinical/Antimicrobial_Resistance/10536.aspx
https://www.atcc.org/en/Products/Cells_and_Microorganisms/By_Focus_Area/Clinical/Antimicrobial_Resistance/10536.aspx
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cambiando la fuente de carbono en el medio (usando glucosa o polietilenglicol). Ninguno

de estos ensayos arrojé resultados positivos (Figura 8).

Figura 8. Placa de prueba antibidtica Spot-on-lawn de diluciones sucesivas
de sobrenadante de cultivo por 20 horas de bacteria NEB® Stable Competent
E. coli transformada con el plasmido pKM1 (izquierda) y control negativo
usando sobrenadante de cultivo de la bacteria NEB® Stable Competent E.coli
incubado por 20 horas sin plasmido transformado. Dado que el
sobrenadante de cultivo contiene el antibiético Kanamicina (concentracién
de 50 ug/ml al inicio del cultivo), la cepa indicadora ATCC10536 fue
transformada con un plasmido que contiene el gen de resistencia a
Kanamicina.

Se analizd la secuencia de los genes utilizados en la producciéon de microcina usando el
programa BLAST. Este andlisis mostré que entradas mas recientes de secuencias del
paquete de los 4 genes responsables de la biosintesis de MccJ25 no eran 100% idénticas a
la reportada en GeneBank (niumero de acceso: AF061787.1) (Figura 9). Esta diferencia se
encontro en el gen mcjC, por lo que se procedid a la busqueda de la proteina McjC en la

base de datos de proteinas Uniprot (www.Uniprot.org, Uniprot: Q9X2V9). Asi, vimos que la

secuencia del gen mcjC, que codifica a la proteina de maduracién de Mccl25, se habia
corregido en el 2005 por Duquesne S. V (NUmero de acceso en ENA: AM116873.1) (Figura
10).
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S5HHMNTU71015 (Expires on 01-13 21:31 pm)

lcl| Query_83503 Database Name nr

mcjabc Description Nucleotide collection (nt)
nucleic acid Program BLASTN 2.7.1+ b Citation
4432

Other reports: & Search Summary [Taxonomy reports] [Distance tree of results] [MSA viewer

Graphic Summary

Descriptions

Sequences producing significant alignments:
Select: All None Selected:0

1 Alignments o
Description ;212:; ;2:1 ?;fg vaIIEue Ident = Accession

Escherichia coli strain CRE 1540 plasmid p1540-4, complete sequence 8185 8185 100% 0.0 100% CPO19055.1
Escherichia coli plasmid pC53-153, complete sequence 8185 8185 100% 0.0 100% KJ484536 1
Escherichia coli O25b:5T131 str. JIE186 plasmid pJIE186-2, complete sequence 8185 8185 100% 0.0 100% JX077110.1
Escherichia coli plasmid pTUC100 micrecin J25 precursor (meiA), MciB (meiB). MeiC (mejC), and MeiD (meiD) genes, complete cds 8104 8104 100% 0.0 99% AFDG1787.1
Escherichia coli strain C8 plasmid B, complete genome 8091 8091 100% 00 99% CP0O10127.1
Escherichia coli plasmid pMRY16-002 1 DNA, complete genome, strain: 20Ec-P-124 7664 7664 100% 00 98% APOI7E11.1
Escherichia coli pTUC202 plasmid meiC gene for microcin J25 processing protein 2841 2841 34% 00 99% AM118873.1

Figura 9. Resultado de la busqueda mediante BLAST del casete mcjABCD. La secuencia original reportada por Salomdn y Farias
(AN: AF061787.1) muestra 99% de identidad.



a)
AFB61787.1 2451 TCGTTATCCCGTTCGTTATGAAGCGTTTCAACGATTTGGTTCAGA
||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
AM11e873.1 1251
AFeel787.1 25801 TCTGGAAAAAAACCAAACGGTCATCTTCATCATGACTAATATTCAGAATT
NERRNARNRR NN RN R AR RN A R RN
AM1le873.1 1301 TCTGGAAAAAAACCAAACGGTCATCTTCA-CA--GCTAATATTCAGAATT
AFeel787.1 2551 CTATCCGGTAAAAAGGATGAACTAGTGAATACAATAAAACAGTCAGGATT
RERRRERRRR RN R RN RN AR RN RN RN
AM116873.1 1348 CTATCCGGTAAAAAGGATGAACTAGTGAATACAATAAAACAGTCAGGATT
b)
AFOB1787.1 251 MKWNIMFMEKLYFMNLNPNSPDEIPLIFEQTDEEGEGQPPIDDDLLYLCGHG
RN RN AR R RN RRRR AR
AM116873.1 251 MENIMNFMNEKLYFNLMPNSPDEIPLIFEQTDEEGEGQPFIDDDLLYLCGHG
AFB61787.1 381 GDHIFGONPSELFGIDAYRSHGLMFMHKKIVEFSMLKGKRYKDIIFSNIS
PLEEEERTEEErer et e e e e e et e e er ey e ereenl
AM116873.1 381 GDHIFGONPSELFGIDAYRSHGLMFMHKKIVEFSNLKGKRYKDIIFSNIS
AFOB1787.1 351 AFINTSNGCSPAKQEHWVSDMKLASAQFFATDYTGKIMKLTPFLHKNIIQH
RN RN AR R RN RRRR AR
AM116873.1 351 AFINTSNGCSPAKQEHVSDMEKLASAQFFATDYTGKIMKLTPFLHKNIIQH
AFB61787.1 481 YAGLPVFSLFNQHFDRYPVRYEAFQRFGSDIFWKKTKRSSS5S --------
PLEEEETTEEE e et e e e rer e e eyt
AM116873.1 481 YAGLPVFSLFNOQHFDRYPVRYEAFQRFGSDIFWKKTKRSSSQLIFRILSG
AF@61787.1 AA3 s o s
AM116873.1 451 KKDELVNTIKQSGLIEILGIMHIELESILYEMNTTTRLTMELPYILNLYRL
AFB61787.1 443 —-----moo oo 442
AM116873.1 581 AKFIQLQSIDYKG 513

Figura 10. Seccion del alineamiento (realizado con la herramienta EMBOSS
Needle (Madeira et al., 2019))de un fragmento de la secuencia reportada
originalmente de mcjC (AF061787.1) y un fragmento de la secuencia
corregida por Duquesne (AM116873.1). La secuencia alineada corresponde
seccién final del gen mcjC. Las mutaciones fueron:
CAJ40934.1:g1323_1324insT, CAJ40934.1:g1325_1326insTG y
CAJ40934.1:g1326G>A. Estas mutaciones generan un coddn de terminacién
en la posicidn 1326 de los 1542 nucledtidos del gen mcjC, y la pérdida de los
aminodcidos a causa de esta mutacidn no permite la correcta produccion de
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Mccj25 en el medio. a) alineamiento de DNA de mcjC. b) alineamiento de
aminodcidos de mcjC (AF061787.1) y mcjC’ (AM116873.1).

3. Sintesis de plasmido pKM2 mediante correccidon por mutagénesis dirigida de
pKM1 mediada por PCR.

Se corrigidé el plasmido pKM1 mediante mutagénesis dirigida mediada por PCR, y al
producto de esta mutagénesis se le llamé pKM2 (Figura 11). Se usaron los primadores mcjC-
Mut-FWR (5’-ggtcatcttcacagctaatattcagaatt-3’) y mcjC-Mut-REV (5'-
gtttggtttttttccagaaaatatctg-3’) (Tabla 1) (Figura 12). Las condiciones de PCR fueron las
siguientes: denaturacién inicial a 95°C por 5 minutos; 35 ciclos de 95°C por 15 segundos,
58°C por 20 segundos y 68°C por 200 segundos; y una extensién final a 68°C por 5 minutos.
Se utilizé 58°C como temperatura de alineamiento por el apareamiento incompleto
presente en CMF. Sin este apareamiento incompleto, la temperatura de alineamiento sube

a6l°C.

Una vez terminado el PCR, se procedid a la limpieza del DNA molde. 2 ul de la reacciéon de
PCR fueron colocados en un microtubo de PCR junto con 1 ul de buffer T4 ligasa, 1 ul de T4
ligasa, 1 ul de Dpnl y 1 ul de PNK en un volumen total de 10 ul y la reaccion se dejé a
temperatura ambiente por 2 horas. Pasado este tiempo, 5 ul fueron utilizados para la
transformacién de NEB® Stable Competent E. coli quimiocompetente y se sembré en agar

LB suplementado con kanamicina a 50 ul/100ml.



© (145..169) DmMcjA-FWR (microcin 325 precursor]
DmcjA-REV (279 ..310) @

DmcjB-FWR (722 ..741) @

DmcjB-REV (1237 .. 1256) @

— DMCjC-FWR (1419 ..1438) @

DmcjC-REV (2127 ..2146) @

McjC-Mut-REV (2572 ..2598) @
McjC-Mut-FWR (2599 .. 2627) @

O (3527..3547) DmCJD-REV DmcjD-FWR (3204 ..3223) ©

Figura 11. Diagrama esperado del plasmido pKM2. La correccion introducida
por mutagénesis dirigida elimina un codén de terminacion erréneo en el gen
mc¢jC que truncaba 72 aminoacidos. El coddn de terminacién de mcjC
corregido se encuentra 2 pares de bases detras del coddn de inicio de mcjD.
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McjC-Mut-FWR

[sgtcatcttcar——=—ctaatattcagaatt

agcactttgatcgttatcccgttcgttatgaagcgtttcaacgatttggttcagatattttctggaaaaaaaccaaacggtcatcttcatcatgactaatattcagaattctatccggta
; f ; ! ; 1 ' N ' 1 ' ! ; ! ; 1 ' ! ; ! 4 ! + 1
+ } + } + } + } + } + t + 1 + t + T t T + T t T

tcgtgaaactagcaatagggcaagcaatacttcgcaaagttgctaaaccaagtctataaaagacctttttttggtttgeccagtagaagtagtactgattataagtcttaagataggeccat

L L L 415 L L L 420 L N L 425 L N L 430 N L L 435 L L L 440 L
Q H F =] R hd P v R hd E A F ] R F G s D 1 F W K K T K R s 5 s s =]

aaaaggatgaactagtgaatacaataaaacagtcaggattaattgaaatattaggcattaaccatattgaattggaaagcattttgtatgaaaatacgactacacgtctgacaatggaac
; f s ! ' ! ; ! ; f ' 1 ' 1 ; ! ' 1 ; ! ' 1 ; !

+ } + } + } + } + } + t + 1 + T + T t T + T t T
ttttcctacttgatcacttatgttattttgtcagtcctaattaactttataatccgtaattggtataacttaacctttcgtaaaacatacttttatgetgatgtgcagactgttaccttyg

taccatatatacttaacttataccgtctggcaaaattcattcaacttcaatccattgattataaaggttaattatggaaagaaaacagaaaaactcattatttaattatatttattcatt
; ! ! ; 1 ; 1 ' f s ! ; ! ; ! ; f s f ; ! !

+ t + } + t + } + } + } + t + t + t + T t T + T
atggtatatatgaattgaatatggcagaccgttttaagtaagttgaagttaggtaactaatatttccaattaatacctttecttttgtctttttgagtaataaattaatataaataagtaa
i ., ., 5 . , , ., 10 , , , ., 15

Figura 12. Posicidn de los primadores mcjC-Mut-FWR y mcjC-Mut-REV en el
plasmido pKM1 y su posicion relativa a los genes mcjCy mgjD.

La placa se incubd durante 16 h y presenté crecimiento de numerosas colonias. 10 de estas
colonias fueron elegidas al azar y fueron cultivadas en 10 ml de LB suplementado con
Kanamicina a 50 ul/100 ml. Luego de 24 h de crecimiento a 37°C, se extrajo plasmido de

estas bacterias y se guardd el sobrenadante a -20°C.

Los plasmidos extraidos fueron sometidos a PCR para determinar si estos presentaban la
mutacién (pKM2) o eran idénticos al DNA molde (pKM1). Dado el emparejamiento
imperfecto del primador mcjC-Mut-FWR necesario para inducir la mutacién (como muestra
la Figura 12), un PCR usando este primador es muy sensible a temperatura. A una
temperatura de alineamiento de 58°C, el plasmido pKM1 es amplificado usando este
primador, pero a una temperatura de 61°C, el emparejamiento imperfecto entre primador

y DNA molde no lo permite.

Se aprovechd esta sensibilidad a temperatura para verificar a través de PCR la correcta
mutacion del plasmido pKM1 a pKM2. Se usé el mismo protocolo de PCR utilizado para la
mutagénesis, incluyendo los primadores, pero se cambid la temperatura de alineamiento a
61°C. De esta forma, solo colonias bacterianas que posean el plasmido pKM2 mostrarian
una banda de electroforesis alrededor de 6,6 kpb a esta prueba de PCR, mientras que
colonias que posean uUnicamente el plasmido pKM1 no mostrarian esta banda (secuencia

completa del pldsmido mutado, pKM2, presente en anexo 4).



38

M1 2 3 4 5 6 M 7 8 9 10 C C

-
L

10kpb - ! §

6kpb\ ‘/
N

- -

\--;.'....;uq\ “
b

Figura 13. PCR de mutagénesis de pKM1 para la sintesis de pKM2. Carriles
“M” corresponden a marcadores de tamafio (GeneRuler® 1kb DNA Ladder,
Thermo Scientific). Carriles numerados corresponden a las reacciones de
PCR de los plasmidos extraidos de las 10 colonias seleccionadas. Carril “C”
corresponde a plasmido pKM1 extraido diluido a la misma concentracién
usada en las reacciones de PCR para servir como control negativo de
amplificaciéon. Carril “C-” corresponde al control negativo de reaccion de
PCR, para la cual se adiciond agua ultrapura en lugar de primadores. La
banda “a” tiene la longitud esperada de la concatenacion de 2 plasmidos
(PKM1 0 pKM2)., mientras que la banda “b” tiene la longitud esperada de los
plasmidos pKM1 o pKM2. La comparacidon entre las intensidades de las
bandas en los carriles de PCR (carriles numerados) y las bandas del carril de
pKM1 a la concentracion esperada en las reacciones de PCR (carril “C”)
permite diferenciar entre las reacciones que presentaron amplificacion.

8 de las 10 colonias (colonias 1-8) seleccionadas dieron positivo a este ensayo (Figura 13),
por lo que se procedid a la evaluacién de actividad microbioldgica de sus sobrenadantes

extraidos previamente.

4. Verificacion de actividad antibiética de sobrenadante de cultivo de bacteria
transformada con pKM2

Se autoclavaron los 10 sobrenadantes para asegurar esterilidad y se realizé el ensayo Spot-

on-lawn para evaluar su actividad antibidtica. Debido a que las bacterias potencialmente

productoras de microcina MclJ25 fueron cultivadas en presencia de kanamicina, fue



39

importante utilizar una cepa indicadora también resistente a este antibidtico (Figura 16). La
cepa susceptible usada fue ATCC10536 transformada el pldsmido pCOLADuet, un plasmido
inducible, que le otorga resistencia a kanamicina (Figura 16). Solo se usé este plasmido por
la resistencia a kanamicina. Dados los resultados anteriores, se esperd que los

sobrenadantes de los cultivos de bacterias 1-8 generen un halo de inhibicién, mientras que

los sobrenadantes de los cultivos de bacterias 9-10 no lo presenten.

Figura 14. Prueba antibidtica Spot-on-lawn de los sobrenadantes de las 10
colonias picadas de la transformaciéon. Los numeros en las placas
corresponden al lote de bacterias que produjo el sobrenadante usado para
el ensayo.



lacI promoter MCS-1

pCOLADuet™-1

3719 bp

(AmpR promoter]

Figura 15. Plasmido pCOLADuet™-1. Este vector tiene un gen de resistencia
a kanamicina, un origen de replicacién (ori) ColA de nimero de copia medio
(entre 20y 40), dos sitios de clonamiento multipe (MCS), y el plasmido tiene
un sistema de expresion inducible usando el sistema lac. Se uso este
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pldsmido Unicamente para otorgar resistencia a kanamicina a la bacteria
indicadora ATCC10536.

Los sobrenadantes de los cultivos de las 8 colonias que dieron positivo al PCR de verificacién
de mutacion mostraron halos de inhibicidn, mientras que aquellos provenientes del cultivo
de las 2 colonias que dieron negativo al PCR no los mostraron. (Figura 14). Se realizé ademas
un control de resistencia a kanamicina, colocando una gota de este antibidtico a la misma
concentracion que esta presente en el medio de cultivo en el que se cultivaron las bacterias
portadoras del plasmido pKM2. Como se ve en la Figura 16, la kanamicina presente en el
sobrenadante por si sola no genera halo de inhibicién en el pasto de bacterias, por lo que

podemos atribuir los halos observados en la figura 14 a la produccién de McJ25.

Figura 16. Prueba antibiética spot-on-lawn usando 10ul de kanamicina a
50ng/100ul. Niumero en la placa corresponden a repeticiones de la prueba.
No se observan halos de inhibicion en ninguna de las repeticiones.
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Cualidad antibiética de sobrenadante de bacterias transformadas con pKM2

presente hasta una concentracion de 102 del sobrenadante original

Se utilizé uno de los sobrenadantes de bacterias productoras de microcina para realizar un
ensayo de inhibicién de diluciones sucesivas. Se hicieron diluciones seriadas y se repitio el
ensayo Spot-on-lawn. Los diametros de las zonas de inhibicién fueron de 2 cm, 1.6 cm, 1.5
cm, 1.3 cm, 1.1 cm, 1 cm, 0.7 cm cm para las diluciones 2°, 271, 22, 23, 24, 2y 26
respectivamente (Figura 17). En comparacién, diluciones sucesivas usando el antibidtico
cloramfenicol resultaron en 2.5 cm, 1.7 cm, 1.5 cm y 1.1 cm para las diluciones 59, 57, 52y
573. Esto nos muestra que la capacidad antibiética de la microcina producida por el pldsmido
pKM2 es menos eficaz que el cloranfenicol, pero su concentracién y accidén es
suficientemente alta como para ser detectada usando métodos convencionales hasta una

concentracion aproximada de 1072

Figura 17. Diluciones sucesivas en Spot-on-lawn de ATCC10546 resistente a
kanamicina utilizando el sobrenadante de un cultivo de 10ml de una E. coli
productora de MccJ25 (transformada con el plasmido pKM2).
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VIlIl. Discusion

1. E. coli de aislados clinicos no mostraron presencia de bacterias productoras

de MccJ25.
Duarte reporta que se encontraron genes productores de Mccl25 en 9 de 26 aislados de
bacterias (Duarte et al., 2001). Sin embargo, utilizando el mismo protocolo, las proporciones
de las poblaciones estudiadas en este trabajo y los antes citados no coinciden: De las 126
bacterias sometidas al PCR diagnéstico, ninguna dio positivo al ensayo. Se descarté la mala
aplicacion del método como posible causa de los resultados negativos. Se probaron
multiples variaciones, hirviendo previamente la bacteria a probar y utilizando este caldo
para reducir contaminacion con material bioldgico de la colonia; se hizo un control positivo
de reaccién de PCR y cPCR: y se repitieron los ensayos multiples veces. Los aislados
provinieron de muestras de heces de infantes, al igual que el aislado del cual se extrajo los

genes productores de MccJ25 originalmente (Salomén & Farias, 1992).

Esta discrepancia se puede deber a multiples factores. Primero, es posible que el intestino
de aves de crianza estudiadas por Duarte sea un habitat mucho mas favorable para el
crecimiento o seleccion de bacterias productoras de Mccl25. Por esto, es interesante la
posibilidad de realizar estudios que ayuden a determinar la prevalencia real de MccJ25 u
otras microcinas o bacteriocinas en poblaciones humanas y, mas especificamente,
poblaciones del Perd (como la estudiada en este trabajo), y evaluar su relacion con distintas
condiciones, como la capacidad de patogenicidad de las bacterias, el estado de Ia
enfermedad en los pacientes, su interaccidon con coinfecciones, su relacién con la estructura

de las poblaciones bacterianas en la microflora, la dieta de los pacientes, entre otras.

Otra posibilidad es la pérdida de los genes responsables de la produccion de MccJ25 tras la
criopreservacion de las bacterias. Los aislados fueron criopreservados en peptona desde su
obtencidn, que en algunos casos fue en el 2012, y el plasmido que contiene los genes de
Mccl25 es un plasmido masivo de mas de 100 kpb. Se ha visto que las condiciones de

crecimiento y preservacién (Brownlie et al., 2009), tamafio de pldsmido (Smith & Bidochka,
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1998) y tiempos de crecimiento (Lau et al., 2013) afectan la estabilidad de plasmidos en
cultivos bacterianos. Otros autores utilizaron aislados bacterianos recién obtenidos, sin
pasar por un proceso de criopreservacion o reanimacién. Un plasmido Unico de mas de 100
kpb en una bacteria sometida a una condicidn de estrés como criopreservacion podria
tender a perderse para aminorar la carga metabdlica asociada a su manutencion. La
descripcién de como plasmidos que codifican microcinas reaccionan a este tipo de factores

ambientales podria ser un interesante camino de estudio.

2. Plasmidos pKM1 y pKM2
El plasmido pKM1 fue sintetizado mediante la clonacion del casete mcjABCD visto en
GeneBank: AF061787.1 al que se le adicionaron sitios de restriccidon en las regiones mas
distales, en el vector pUC57-Kan. El fragmento se clond entre las enzimas Pfol y Afllll, y las
enzimas de restriccion que se adicionaron a la secuencia fueron Ndel, Eco53kl, Sacl, Dralll y
Ncol en la regién mads cercana a mcjA y BstAPI, Kpnl, Apal, BamHI, Xhol y Notl en el extremo
cercano a m¢jD. Estas enzimas se escogieron por su disponibilidad en el laboratorio y se

introdujeron para poder retirar el casete y clonarlo en otros vectores.

El casete no fue modificado adicionalmente pues se queria replicar lo mas posible el
pldsmido pTUC200 (Salomén & Farias, 1992) para asegurar el éxito de los ensayos
posteriores. Esto, sin embargo, llevd a la inclusion del error en la secuencia de m¢jC, que, a
su vez, significd una dificultad mas que no se tomd en cuenta hasta ya muy entrados los
experimentos. Este error en la secuencia no permitia la correcta maduracién de MccJ25. No
hay publicaciones que dejen en claro este error, y la modificacion solo se pudo encontrar
en UniProt. Si bien las diferencias entre las entradas mostradas en el resultado de BLAST de
la Figura 9 se vieron durante la revisidn bibliografica previa a la sintesis de pKM1, la ausencia
de publicaciones que expliquen esta discrepancia me hizo virar hacia la idea de utilizar la
secuencia reportada por los autores originales, que ya habian probado que esta secuencia
en un plasmido era suficiente para que una bacteria produzca Mccl25. Esta anécdota, en

mi valoracién personal, deberia mostrar que se necesita una mayor disposicidn a la clara
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correcciéon de errores en ciencia, porque errores minimos pueden causar resultados

inesperados y complicaciones innecesarias en estudios posteriores.

El plasmido pKM2 se generd mediante la correccion por mutagénesis dirigida mediada por
PCR del plasmido pKM1 utilizando las indicaciones sugeridas por New England Biolabs

(Kunkel, 1985). Este plasmido si resulté capaz de producir MccJ25 activa en el medio.

Una vez confirmada la actividad antibiotica de pKM2, se generd ademas el plasmido pKM2’,
con una mutacién en mcjA que introduce el sitio de restriccion Bael (Figura 18). Esta enzima
corta este pldsmido de tal forma que retira la secuencia codante de los aminodcidos 12 a
20 del péptido maduro de MccJ25. Se pretende usar este plasmido para la mutacién de la
seccién carboxilo terminal de Mccl25 para futuros experimentos, evaluando la actividad de
estas mutantes en diversas bacterias. Sin embargo, esta mutacidon modifica el aminoacido
11 de una valina a una isoleucina. Se ha visto, en algunos estudios, que modificaciones a
aminodcidos modifican visiblemente la actividad antibidtica de Mccl25 (Pan et al., 2011),
sin embargo, el efecto en la actividad antibidtica de MccJ25 con esta mutacion especifica
todavia no ha sido probado individualmente y se requieren posteriores experimentos para

hacerlo.
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Figura 18. A) Alineamiento de secuencias de los genes mcjA (del plasmido
pKM2) y mcjA’ (del plasmido pKM2’). La mutacién mostrada en amarillo
introduce los sitios de restriccion Bael. B) Posicidon de los cortes realizados
por Bael en mcjA’.

Perspectivas

Teniendo un plasmido que consistentemente produce MccJ25 en el medio se puede pasar

a estudios adicionales. Hace poco, la estructura tridimensional del complejo de interaccién

Mcc)25-RNA polimerasa fue elucidada (Braffman et al., 2019). Esto muestra que todavia es

posible descubrir cosas nuevas sobre esta molécula. Como se menciona antes, estudios

sobre la posibilidad de usar McclJ25 mutantes como alternativas antibidticas selectivas

contra bacterias es un camino todavia sin explorar a fondo. El uso directo como alternativa

antibidtica, sin embargo, es una posibilidad lejana, pues como se ha mencionado antes,

existen multiples barreras a su uso sobre otras opciones ya existentes.
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Este trabajo aporta a la posterior generacion de versiones mutantes de Mccl25 que
permitan estudios sobre como estas pueden interactuar y afectar el comportamiento de las

RNA polimerasas de bacterias no relacionadas con E. coli.
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IX. Conclusiones

e No se encontraron bacterias productoras de MccJ25 en los 126 aislados utilizados
en este trabajo.

® La correccidén en la secuencia del gen mcjC hecha por Duquesne en el 2005 es
necesaria para el correcto procesamiento de MccJ25 y su actividad antibidtica.
Bacterias transformadas con el plasmido pKM2, plasmido que contiene los genes mcjA,
mcjB, mcjC y mcjD segln la secuencia original reportada por Salomén y Farias y corregida
(en el gen mcjC) por Duquesne, producen Mccj25 microbiolégicamente activa en

sobrenadante de cultivo.
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Anexos

1. Mapa y secuencia del plasmido pDPA

a)

DmcjA-FWR (436 .. 460)
\
McclA fragmento deteccién (195pb)

~-DmcjA-REV (570 .. 601)

b)

TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGAGACGGTCACAGCT
TGTCTGTAAGCGGATGCCGGGAGCAGACAAGCCCGTCAGGGCGCGTCAGCGGGTGTTGGCGGGT
GTCGGGGCTGGCTTAACTATGCGGCATCAGAGCAGATTGTACTGAGAGTGCACCATATGCGGTGT
GAAATACCGCACAGATGCGTAAGGAGAAAATACCGCATCAGGCGCCATTCGCCATTCAGGCTGCG
CAACTGTTGGGAAGGGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGA
TGTGCTGCAAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACGAC
GGCCAGTGAATTCGAGCTCGGCCAGTGAATTCGAGCTCGGTACCTCAGCCATAGAAAGATATAGG
TGTACCAATCCCCACAAAATACTCAGGCACATGTCCTGCACCACCTTTTGTGAGTTGCGATGCTGA
TTTTTTTATTTGTATAACCCCCTTTGCAGGAGATGGAACATTATTTTTTTTACCAGAAGACAGTTTAT
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TAAAATGAAAATGCTTAATCATCCATGGTCTAGATATCGGATCCCGGGCCCGTCGACTGCAGAGG
CCTGCATGCAAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTATCCGCTCACA
ATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCTAATGAGTGAGCTA
ACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACCTGTCGTGCCAGCTGCA
TTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGGGCGCTCTTCCGCTTCCTCGC
TCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCGGTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTA
ATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAA
AGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAG
CATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGG
CGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTC
CGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGT
GTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGLGLCTT
ATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCAC
TGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCT
AACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGA
AAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGC
AAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTC
TGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCT
TCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAGTATATATGAGTAAACTTG
GTCTGACAGTTACCAATGCTTAATCAGTGAGGCACCTATCTCAGCGATCTGTCTATTTCGTTCATCC
ATAGTTGCCTGACTCCCCGTCGTGTAGATAACTACGATACGGGAGGGCTTACCATCTGGCCCCAGT
GCTGCAATGATACCGCGAGACCCACGCTCACCGGCTCCAGATTTATCAGCAATAAACCAGCCAGC
CGGAAGGGCCGAGCGCAGAAGTGGTCCTGCAACTTTATCCGCCTCCATCCAGTCTATTAATTGTTG
CCGGGAAGCTAGAGTAAGTAGTTCGCCAGTTAATAGTTTGCGCAACGTTGTTGCCATTGCTACAG
GCATCGTGGTGTCACGCTCGTCGTTTGGTATGGCTTCATTCAGCTCCGGTTCCCAACGATCAAGGC
GAGTTACATGATCCCCCATGTTGTGCAAAAAAGCGGTTAGCTCCTTCGGTCCTCCGATCGTTGTCA
GAAGTAAGTTGGCCGCAGTGTTATCACTCATGGTTATGGCAGCACTGCATAATTCTCTTACTGTCA
TGCCATCCGTAAGATGCTTTTCTGTGACTGGTGAGTACTCAACCAAGTCATTCTGAGAATAGTGTA
TGCGGCGACCGAGTTGCTCTTGCCCGGCGTCAATACGGGATAATACCGCGCCACATAGCAGAACT
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TTAAAAGTGCTCATCATTGGAAAACGTTCTTCGGGGCGAAAACTCTCAAGGATCTTACCGCTGTTG
AGATCCAGTTCGATGTAACCCACTCGTGCACCCAACTGATCTTCAGCATCTTTTACTTTCACCAGCG
TTTCTGGGTGAGCAAAAACAGGAAGGCAAAATGCCGCAAAAAAGGGAATAAGGGCGACACGGA
AATGTTGAATACTCATACTCTTCCTTTTTCAATATTATTGAAGCATTTATCAGGGTTATTGTCTCATG
AGCGGATACATATTTGAATGTATTTAGAAAAATAAACAAATAGGGGTTCCGCGCACATTTCCCCGA
AAAGTGCCACCTGACGTCTAAGAAACCATTATTATCATGACATTAACCTATAAAAATAGGCGTATC
ACGAGGCCCTTTCGTC

2. Secuencia de inserto mc¢jABCD presente en el plasmido pKM2.
ATGATCCGTTACTGCTTAACCAGTTATAGAGAGGATCTTGTTATCCTGGATATAATTAATGATAGTT
TCAGCATAGTGCCTGACGCAGGTAGCTTGCTAAAAGAAAGAGATAAATTGCTTAAAGAATTCCCA
CAACTATCTTACTTTTTTGACAGTGAATATCATATTGGAAGTGTTTCTCGTAATAGTGACACTTCTTT
TCTTGAAGAACGCTGGTTTCTACCAGAACCTGACAAAACATTATATAAGTGTTCTCTATTTAAACGA
TTTATATTATTACTCAAAGTCTTTTACTATAGCTGGAATATTGAAAAAAAAGGGATGGCATGGATT
TTCATAAGTAATAAAAAAGAGAATAGGCTATACTCCTTGAATGAAGAGCATCTTATCCGGAAAGA
AATTAGTAATCTTTCCATTATCTTTCATCTTAATATTTTTAAATCTGACTGTCTTACCTATTCATACGC
ACTAAAAAGAATTCTTAATTCCAGAAATATTGATGCTCATCTTGTTATTGGTGTAAGGACACAACCT
TTTTATAGCCACTCTTGGGTGGAGGTTGGGGGACAAGTTATCAATGATGCTCCCAATATGCGGGA
TAAATTATCTGTTATTGCAGAGATATAGTTATGGAAATATTTAATGTCAAGTTAAATGATACTTCAA
TTAGAATTATTTTCTGTAAAACGCTTTCTGCCTTCCGGACAGAAAATACCATCGTTATGCTCAAAGG
AAAAGCAGTTTCAAATGGCAAACCTGTATCCACAGAGGAGATTGCCAGAGTAGTGGAAGAAAAA
GGTGTTTCAGAAGTAATAGAAAATTTAGATGGTGTTTTCTGTATCCTAATTTATCATTTTAATGATC
TCCTTATAGGGAAAAGCATTCAATCAGGCCCCGCTCTATTTTATTGTAAAAAGAATATGGATATTIT
TGTTTCGGATAAAATTTCTGATATCAAATTTTTGAATCCAGATATGACATTCAGTCTAAATATAACA
ATGGCAGAACATTATCTGTCAGGAAATCGAATAGCAACCCAGGAATCACTAATCACTGGCATTTAC
AAAGTAAATAATGGTGAGTTTATAAAATTTAATAATCAGTTGAAACCTGTGCTACTTCGTGATGAG
TTTAGTATTACCAAAAAGAACAATTCAACTATCGACAGTATCATTGATAATATTGAGATGATGCGG
GATAATAGAAAAATAGCCCTATTATTTTCCGGAGGATTGGATTCTGCATTAATTTTTCACACACTTA
AAGAATCAGGTAACAAATTCTGCGCTTATCATTTTTTTTCTGATGAATCTGATGACAGTGAAAAGT
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ATTTTGCTAAGGAATACTGTTCAAAATATGGAGTTGATTTTATATCTGTTAATAAAAACATCAACTT
TAATGAAAAACTTTATTTCAATTTAAATCCTAATAGTCCGGACGAAATCCCTTTGATATTTGAACAG
ACAGATGAAGAAGGTGAAGGTCAGCCCCCCATAGACGATGATTTATTATATCTATGTGGTCACGG
TGGAGATCATATTTTCGGACAAAATCCTTCAGAACTTTTTGGCATTGATGCATATCGAAGTCATGG
CTTGATGTTTATGCATAAAAAAATAGTAGAATTTTCCAATCTCAAGGGAAAGAGATATAAAGATAT
CATATTTTCAAATATTTCCGCATTCATTAATACATCCAACGGATGTTCTCCAGCAAAGCAAGAGCAC
GTATCAGATATGAAACTTGCCTCTGCTCAGTTTTTTGCAACTGATTATACAGGAAAAATTAATAAAC
TAACTCCATTCCTGCATAAAAATATTATCCAGCATTATGCTGGCTTACCAGTTTTTAGTCTATTTAAC
CAGCACTTTGATCGTTATCCCGTTCGTTATGAAGCGTTTCAACGATTTGGTTCAGATATTTTCTGGA
AAAAAACCAAACGGTCATCTTCACAGCTAATATTCAGAATTCTATCCGGTAAAAAGGATGAACTAG
TGAATACAATAAAACAGTCAGGATTAATTGAAATATTAGGCATTAACCATATTGAATTGGAAAGCA
TTTTGTATGAAAATACGACTACACGTCTGACAATGGAACTACCATATATACTTAACTTATACCGTCT
GGCAAAATTCATTCAACTTCAATCCATTGATTATAAAGGTTAATTATGGAAAGAAAACAGAAAAAC

TCATTATTTAATTATATTTATTCATTAATGGATGTAAGAGGTAAATTTTTATTCTTTTCCATGTTATTC
ATTACATCATTATCATCGATAATCATATCTATTTCACCATTGATTCTTGCAAAGATTACAGATTTACT
GTCTGGCTCATTGTCAAATTTTAGTTATGAATATCTGGTTTTACTTGCCTGTTTATACATGTTTTGCG
TTATATCTAATAAAGCAAGTGTTTTTTTATTTATGATACTGCAAAGTAGTCTACGTATTAACATGCA
GAAAAAAATGTCGCTAAAGTATTTGAGAGAATTGTATAACGAAAATATAACTAACTTGAGTAAAA
ATAATGCTGGATATACAACGCAAAGTCTTAACCAGGCTTCAAATGACATTTATATTCTTGTGAGAA
ATGTTTCCCAGAATATCCTGTCACCTGTTATACAACTTATTTCCACTATTGTTGTTGTTTTATCTACG
AAGGACTGGTTTTCTGCCGGTGTGTTTTTTCTCTATATTCTGGTATTTGTAATTTTTAATACCAGACT
GACTGGCAGTTTAGCGTCTCTCAGAAAACACAGCATGGATATCACTCTTAACTCTTATAGTCTGTTA
TCTGATACTGTTGATAACATGATAGCAGCTAAAAAGAATAATGCATTAAGACTTATTTCTGAACGT
TATGAAGATGCTCTCACTCAGGAAAACAATGCTCAGAAAAAATACTGGTTACTCAGTTCTAAAGTT
CTTTTATTGAACTCTTTACTTGCTGTAATATTATTTGGTTCTGTATTCATATATAATATTTTAGGTGT
GCTGAATGGTGTAGTTAGTATCGGCCACTTCATTATGATTACATCATATATCATTCTTCTTTCAACG
CCAGTGGAAAATATAGGGGCATTGCTAAGTGAGATCAGGCAGTCAATGTCTAGCCTGGCAGGTTT
TATTCAACGTCATGCCGAGAATAAAGCCACATCTCCTTCAATACCTTTTCTCAACATGGAGCGAAA
ATTAAACCTGTCCATAAGAGAGCTTTCATTTAGCTATAGTGATGATAAAAAAATACTTAATTCAGTC
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AGTCTTGACCTTTTTACCGGAAAAATGTATTCATTAACCGGACCCAGTGGTTCAGGAAAATCCACC
CTTGTAAAAATAATATCAGGTTACTATAAAAATTACTTTGGAGACATTTATCTGAATGATATATCCT
TACGTAATATCAGTGATGAGGATTTGAATGATGCTATTTACTACCTAACACAAGATGATTATATTTT
TATGGATACACTACGATTTAATCTCCGGCTCGCAAATTACGACGCGTCAGAAAATGAAATATTTAA
AGTTCTTAAACTGGCAAATCTTTCTGTCGTCAACAATGAACCAGTGAGTCTGGATACACACCTTAT
AAACAGAGGCAATAACTATTCAGGAGGGCAAAAACAACGAATTTCGTTAGCGCGACTGTTTTTGA
GAAAACCTGCAATAATTATTATTGATGAAGCCACATCGGCTCTGGATTATATTAATGAATCAGAAA
TTTTATCATCAATAAGAACTCATTTTCCTGATGCGTTAATTATAAATATTAGTCACCGAATAAATCTT
CTGGAGTGTTCCGATTGTGTTTATGTATTGAATGAAGGAAATATTGTTGCTTCTGGCCATTTCAGG
GATTTGATGGTCAGCAATGAATACATATCGGGACTGGCTTCTGTTACTGAATAATTTGCACACTCC
CTCCTGTAGTTATGCCTTTACACTCAATTGGAATAATAAAACTTCTGAATTTATCTACAAGCTAAAT
TTTTTTCTTAATTGATGGCTAAATATTCTGAAATAATTAGAAAAATGTATAAAAATCCAAAATATTG
TACTAAATTTGACCACTTTTGCAGATTGATTAGTTTATGGATGTTTGTATCTAAATGATTTTATTGAT
AAATTACTAAAGCGTAATGATTATTGATCTCAATTGTATTTTGTGCTAATAAAATTCTAACAGAAGG
ACGTGAGGTTCCTCTGTAAAAATCATCATACTATTTCCATCAAATAAGGAACGTAAAAATGATTAA
GCATTTTCATTTTAATAAACTGTCTTCTGGTAAAAAAAATAATGTTCCATCTCCTGCAAAGGGGGTT
ATACAAATAAAAAAATCAGCATCGCAACTCACAAAAGGTGGTGCAGGACATGTGCCTGAGTATTT
TGTGGGGATTGGTACACCTATATCTTTCTATGGCTGA

3. Secuencia del plasmido PKM1
TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGACATATGGAGCTCC
ACTTTGTGCCATGGAAGCTTCTAGATATGTGATTTATTGTTGATAGACAAAATGACAGAGTTCTTCT
TTCAGAATATCAGCCATAGAAAGATATAGGTGTACCAATCCCCACAAAATACTCAGGCACATGTCC
TGCACCACCTTTTGTGAGTTGCGATGCTGATTTTTTTATTTGTATAACCCCCTTTGCAGGAGATGGA
ACATTATTTTTTTTACCAGAAGACAGTTTATTAAAATGAAAATGCTTAATCATTTTTACGTTCCTTAT
TTGATGGAAATAGTATGATGATTTTTACAGAGGAACCTCACGTCCTTCTGTTAGAATTTTATTAGCA
CAAAATACAATTGAGATCAATAATCATTACGCTTTAGTAATTTATCAATAAAATCATTTAGATACAA

ACATCCATAAACTAATCAATCTGCAAAAGTGGTCAAATTTAGTACAATATTTTGGATTTTTATACAT
TTTTCTAATTATTTCAGAATATTTAGCCATCAATTAAGAAAAAAATTTAGCTTGTAGATAAATTCAG
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AAGTTTTATTATTCCAATTGAGTGTAAAGGCATAACTACAGGAGGGAGTGTGCAAAATGATCCGT
TACTGCTTAACCAGTTATAGAGAGGATCTTGTTATCCTGGATATAATTAATGATAGTTTCAGCATA
GTGCCTGACGCAGGTAGCTTGCTAAAAGAAAGAGATAAATTGCTTAAAGAATTCCCACAACTATCT
TACTTTTTTGACAGTGAATATCATATTGGAAGTGTTTCTCGTAATAGTGACACTTCTTTTCTTGAAG
AACGCTGGTTTCTACCAGAACCTGACAAAACATTATATAAGTGTTCTCTATTTAAACGATTTATATT
ATTACTCAAAGTCTTTTACTATAGCTGGAATATTGAAAAAAAAGGGATGGCATGGATTTTCATAAG
TAATAAAAAAGAGAATAGGCTATACTCCTTGAATGAAGAGCATCTTATCCGGAAAGAAATTAGTA
ATCTTTCCATTATCTTTCATCTTAATATTTTTAAATCTGACTGTCTTACCTATTCATACGCACTAAAAA
GAATTCTTAATTCCAGAAATATTGATGCTCATCTTGTTATTGGTGTAAGGACACAACCTTTTTATAG
CCACTCTTGGGTGGAGGTTGGGGGACAAGTTATCAATGATGCTCCCAATATGCGGGATAAATTAT
CTGTTATTGCAGAGATATAGTTATGGAAATATTTAATGTCAAGTTAAATGATACTTCAATTAGAATT
ATTTTCTGTAAAACGCTTTCTGCCTTCCGGACAGAAAATACCATCGTTATGCTCAAAGGAAAAGCA
GTTTCAAATGGCAAACCTGTATCCACAGAGGAGATTGCCAGAGTAGTGGAAGAAAAAGGTGTTTC
AGAAGTAATAGAAAATTTAGATGGTGTTTTCTGTATCCTAATTTATCATTTTAATGATCTCCTTATA
GGGAAAAGCATTCAATCAGGCCCCGCTCTATTTTATTGTAAAAAGAATATGGATATTTTTGTTTCG
GATAAAATTTCTGATATCAAATTTTTGAATCCAGATATGACATTCAGTCTAAATATAACAATGGCAG
AACATTATCTGTCAGGAAATCGAATAGCAACCCAGGAATCACTAATCACTGGCATTTACAAAGTAA
ATAATGGTGAGTTTATAAAATTTAATAATCAGTTGAAACCTGTGCTACTTCGTGATGAGTTTAGTAT
TACCAAAAAGAACAATTCAACTATCGACAGTATCATTGATAATATTGAGATGATGCGGGATAATA
GAAAAATAGCCCTATTATTTTCCGGAGGATTGGATTCTGCATTAATTTTTCACACACTTAAAGAATC
AGGTAACAAATTCTGCGCTTATCATTTTTTTTCTGATGAATCTGATGACAGTGAAAAGTATTTTGCT
AAGGAATACTGTTCAAAATATGGAGTTGATTTTATATCTGTTAATAAAAACATCAACTTTAATGAA
AAACTTTATTTCAATTTAAATCCTAATAGTCCGGACGAAATCCCTTTGATATTTGAACAGACAGATG
AAGAAGGTGAAGGTCAGCCCCCCATAGACGATGATTTATTATATCTATGTGGTCACGGTGGAGAT
CATATTTTCGGACAAAATCCTTCAGAACTTTTTGGCATTGATGCATATCGAAGTCATGGCTTGATGT
TTATGCATAAAAAAATAGTAGAATTTTCCAATCTCAAGGGAAAGAGATATAAAGATATCATATTTT
CAAATATTTCCGCATTCATTAATACATCCAACGGATGTTCTCCAGCAAAGCAAGAGCACGTATCAG
ATATGAAACTTGCCTCTGCTCAGTTTTTTGCAACTGATTATACAGGAAAAATTAATAAACTAACTCC
ATTCCTGCATAAAAATATTATCCAGCATTATGCTGGCTTACCAGTTTTTAGTCTATTTAACCAGCACT
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TTGATCGTTATCCCGTTCGTTATGAAGCGTTTCAACGATTTGGTTCAGATATTTTCTGGAAAAAAAC
CAAACGGTCATCTTCATCATGACTAATATTCAGAATTCTATCCGGTAAAAAGGATGAACTAGTGAA
TACAATAAAACAGTCAGGATTAATTGAAATATTAGGCATTAACCATATTGAATTGGAAAGCATTTT
GTATGAAAATACGACTACACGTCTGACAATGGAACTACCATATATACTTAACTTATACCGTCTGGC
AAAATTCATTCAACTTCAATCCATTGATTATAAAGGTTAATTATGGAAAGAAAACAGAAAAACTCA

TTATTTAATTATATTTATTCATTAATGGATGTAAGAGGTAAATTTTTATTCTTTTCCATGTTATTCATT
ACATCATTATCATCGATAATCATATCTATTTCACCATTGATTCTTGCAAAGATTACAGATTTACTGTC
TGGCTCATTGTCAAATTTTAGTTATGAATATCTGGTTTTACTTGCCTGTTTATACATGTTTTGCGTTA
TATCTAATAAAGCAAGTGTTTTTTTATTTATGATACTGCAAAGTAGTCTACGTATTAACATGCAGAA
AAAAATGTCGCTAAAGTATTTGAGAGAATTGTATAACGAAAATATAACTAACTTGAGTAAAAATA
ATGCTGGATATACAACGCAAAGTCTTAACCAGGCTTCAAATGACATTTATATTCTTGTGAGAAATG
TTTCCCAGAATATCCTGTCACCTGTTATACAACTTATTTCCACTATTGTTGTTGTTTTATCTACGAAG
GACTGGTTTTCTGCCGGTGTGTTTTTTCTCTATATTCTGGTATTTGTAATTTTTAATACCAGACTGAC
TGGCAGTTTAGCGTCTCTCAGAAAACACAGCATGGATATCACTCTTAACTCTTATAGTCTGTTATCT
GATACTGTTGATAACATGATAGCAGCTAAAAAGAATAATGCATTAAGACTTATTTCTGAACGTTAT
GAAGATGCTCTCACTCAGGAAAACAATGCTCAGAAAAAATACTGGTTACTCAGTTCTAAAGTTCTT
TTATTGAACTCTTTACTTGCTGTAATATTATTTGGTTCTGTATTCATATATAATATTTTAGGTGTGCT
GAATGGTGTAGTTAGTATCGGCCACTTCATTATGATTACATCATATATCATTCTTCTTTCAACGCCA
GTGGAAAATATAGGGGCATTGCTAAGTGAGATCAGGCAGTCAATGTCTAGCCTGGCAGGTTTTAT
TCAACGTCATGCCGAGAATAAAGCCACATCTCCTTCAATACCTTTTCTCAACATGGAGCGAAAATT
AAACCTGTCCATAAGAGAGCTTTCATTTAGCTATAGTGATGATAAAAAAATACTTAATTCAGTCAG
TCTTGACCTTTTTACCGGAAAAATGTATTCATTAACCGGACCCAGTGGTTCAGGAAAATCCACCCTT
GTAAAAATAATATCAGGTTACTATAAAAATTACTTTGGAGACATTTATCTGAATGATATATCCTTAC
GTAATATCAGTGATGAGGATTTGAATGATGCTATTTACTACCTAACACAAGATGATTATATTTTTAT
GGATACACTACGATTTAATCTCCGGCTCGCAAATTACGACGCGTCAGAAAATGAAATATTTAAAGT
TCTTAAACTGGCAAATCTTTCTGTCGTCAACAATGAACCAGTGAGTCTGGATACACACCTTATAAA
CAGAGGCAATAACTATTCAGGAGGGCAAAAACAACGAATTTCGTTAGCGCGACTGTTTTTGAGAA
AACCTGCAATAATTATTATTGATGAAGCCACATCGGCTCTGGATTATATTAATGAATCAGAAATTTT
ATCATCAATAAGAACTCATTTTCCTGATGCGTTAATTATAAATATTAGTCACCGAATAAATCTTCTG
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GAGTGTTCCGATTGTGTTTATGTATTGAATGAAGGAAATATTGTTGCTTCTGGCCATTTCAGGGAT
TTGATGGTCAGCAATGAATACATATCGGGACTGGCTTCTGTTACTGAATAAAATATCTGACTCCTG
CTCTGTATTCAGAAAGGGAGTCGCTTGGAAAACGGAATTTTTCCCACGTTAAGAGAATTGGGTTG
CACGAGTGGTTACATCCCGGCAAGCTAAGCCCCAGAATGTAAGGGTTGTTCGAAATGCTCTGACC
GTCCGCTAATCGTTTAGCTTACTTCTTCCGCACATCCTGCGTAAATGTACAGAATTGTACGATTTCG
GTACCACCAAAACCGCTGTTGTCCCGCCATTCTGGGCCCTATTCCTGAAAGTTATTTGACTAAAAA
ATAGTCTTAACGTGGATCCTTATTTTCCGAATCTCGAGGCGGCCGCACATGTGAGCAAAAGGCCA
GCAAAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTG
ACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATA
CCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATAC
CTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTT
CGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGC
GCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCA
GCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGT
GGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCT
TCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTT

GTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACG
GGGTCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAG
GATCTTCACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAAGCCCAATCTGAATAATGTTA
CAACCAATTAACCAATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATA
TCAGGATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGG
CAGTTCCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAA
CCTATTAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAA
TCCGGTGAGAATGGCAAAAGTTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGC
TCGTCATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGA
AATACGCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACA
CTGCCAGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTT
TCCGGGGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCG
GAAGAGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGC
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TACCTTTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAAGCGATAGATTGTCG

CACCTGATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATT
TAATCGCGGCCTCGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAA
GCAGACAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAG
ACACGGGCCAGAGCTGCA

4. Secuencia del plasmido pKM2
TCGCGCGTTTCGGTGATGACGGTGAAAACCTCTGACACATGCAGCTCCCGGACATATGGAGCTCC
ACTTTGTGCCATGGAAGCTTCTAGATATGTGATTTATTGTTGATAGACAAAATGACAGAGTTCTTCT
TTCAGAATATCAGCCATAGAAAGATATAGGTGTACCAATCCCCACAAAATACTCAGGCACATGTCC
TGCACCACCTTTTGTGAGTTGCGATGCTGATTTTTTTATTTGTATAACCCCCTTTGCAGGAGATGGA
ACATTATTTTTTTTACCAGAAGACAGTTTATTAAAATGAAAATGCTTAATCATTTTTACGTTCCTTAT
TTGATGGAAATAGTATGATGATTTTTACAGAGGAACCTCACGTCCTTCTGTTAGAATTTTATTAGCA
CAAAATACAATTGAGATCAATAATCATTACGCTTTAGTAATTTATCAATAAAATCATTTAGATACAA

ACATCCATAAACTAATCAATCTGCAAAAGTGGTCAAATTTAGTACAATATTTTGGATTTTTATACAT
TTTTCTAATTATTTCAGAATATTTAGCCATCAATTAAGAAAAAAATTTAGCTTGTAGATAAATTCAG
AAGTTTTATTATTCCAATTGAGTGTAAAGGCATAACTACAGGAGGGAGTGTGCAAAATGATCCGT
TACTGCTTAACCAGTTATAGAGAGGATCTTGTTATCCTGGATATAATTAATGATAGTTTCAGCATA
GTGCCTGACGCAGGTAGCTTGCTAAAAGAAAGAGATAAATTGCTTAAAGAATTCCCACAACTATCT
TACTTTTTTGACAGTGAATATCATATTGGAAGTGTTTCTCGTAATAGTGACACTTCTTTTCTTGAAG
AACGCTGGTTTCTACCAGAACCTGACAAAACATTATATAAGTGTTCTCTATTTAAACGATTTATATT
ATTACTCAAAGTCTTTTACTATAGCTGGAATATTGAAAAAAAAGGGATGGCATGGATTTTCATAAG
TAATAAAAAAGAGAATAGGCTATACTCCTTGAATGAAGAGCATCTTATCCGGAAAGAAATTAGTA
ATCTTTCCATTATCTTTCATCTTAATATTTTTAAATCTGACTGTCTTACCTATTCATACGCACTAAAAA
GAATTCTTAATTCCAGAAATATTGATGCTCATCTTGTTATTGGTGTAAGGACACAACCTTTTTATAG
CCACTCTTGGGTGGAGGTTGGGGGACAAGTTATCAATGATGCTCCCAATATGCGGGATAAATTAT
CTGTTATTGCAGAGATATAGTTATGGAAATATTTAATGTCAAGTTAAATGATACTTCAATTAGAATT
ATTTTCTGTAAAACGCTTTCTGCCTTCCGGACAGAAAATACCATCGTTATGCTCAAAGGAAAAGCA
GTTTCAAATGGCAAACCTGTATCCACAGAGGAGATTGCCAGAGTAGTGGAAGAAAAAGGTGTTTC



66

AGAAGTAATAGAAAATTTAGATGGTGTTTTCTGTATCCTAATTTATCATTTTAATGATCTCCTTATA
GGGAAAAGCATTCAATCAGGCCCCGCTCTATTTTATTGTAAAAAGAATATGGATATTTTTGTTTCG
GATAAAATTTCTGATATCAAATTTTTGAATCCAGATATGACATTCAGTCTAAATATAACAATGGCAG
AACATTATCTGTCAGGAAATCGAATAGCAACCCAGGAATCACTAATCACTGGCATTTACAAAGTAA
ATAATGGTGAGTTTATAAAATTTAATAATCAGTTGAAACCTGTGCTACTTCGTGATGAGTTTAGTAT
TACCAAAAAGAACAATTCAACTATCGACAGTATCATTGATAATATTGAGATGATGCGGGATAATA
GAAAAATAGCCCTATTATTTTCCGGAGGATTGGATTCTGCATTAATTTTTCACACACTTAAAGAATC
AGGTAACAAATTCTGCGCTTATCATTTTTTTTCTGATGAATCTGATGACAGTGAAAAGTATTTTGCT
AAGGAATACTGTTCAAAATATGGAGTTGATTTTATATCTGTTAATAAAAACATCAACTTTAATGAA
AAACTTTATTTCAATTTAAATCCTAATAGTCCGGACGAAATCCCTTTGATATTTGAACAGACAGATG
AAGAAGGTGAAGGTCAGCCCCCCATAGACGATGATTTATTATATCTATGTGGTCACGGTGGAGAT
CATATTTTCGGACAAAATCCTTCAGAACTTTTTGGCATTGATGCATATCGAAGTCATGGCTTGATGT
TTATGCATAAAAAAATAGTAGAATTTTCCAATCTCAAGGGAAAGAGATATAAAGATATCATATTTT
CAAATATTTCCGCATTCATTAATACATCCAACGGATGTTCTCCAGCAAAGCAAGAGCACGTATCAG
ATATGAAACTTGCCTCTGCTCAGTTTTTTGCAACTGATTATACAGGAAAAATTAATAAACTAACTCC
ATTCCTGCATAAAAATATTATCCAGCATTATGCTGGCTTACCAGTTTTTAGTCTATTTAACCAGCACT
TTGATCGTTATCCCGTTCGTTATGAAGCGTTTCAACGATTTGGTTCAGATATTTTCTGGAAAAAAAC
CAAACGGTCATCTTCACAGCTAATATTCAGAATTCTATCCGGTAAAAAGGATGAACTAGTGAATAC
AATAAAACAGTCAGGATTAATTGAAATATTAGGCATTAACCATATTGAATTGGAAAGCATTTTGTA
TGAAAATACGACTACACGTCTGACAATGGAACTACCATATATACTTAACTTATACCGTCTGGCAAA
ATTCATTCAACTTCAATCCATTGATTATAAAGGTTAATTATGGAAAGAAAACAGAAAAACTCATTAT

TTAATTATATTTATTCATTAATGGATGTAAGAGGTAAATTTTTATTCTTTTCCATGTTATTCATTACA
TCATTATCATCGATAATCATATCTATTTCACCATTGATTCTTGCAAAGATTACAGATTTACTGTCTGG
CTCATTGTCAAATTTTAGTTATGAATATCTGGTTTTACTTGCCTGTTTATACATGTTTTGCGTTATAT
CTAATAAAGCAAGTGTTTTTTTATTTATGATACTGCAAAGTAGTCTACGTATTAACATGCAGAAAA
AAATGTCGCTAAAGTATTTGAGAGAATTGTATAACGAAAATATAACTAACTTGAGTAAAAATAATG
CTGGATATACAACGCAAAGTCTTAACCAGGCTTCAAATGACATTTATATTCTTGTGAGAAATGTTTC
CCAGAATATCCTGTCACCTGTTATACAACTTATTTCCACTATTGTTGTTGTTTTATCTACGAAGGACT
GGTTTTCTGCCGGTGTGTTTTTTCTCTATATTCTGGTATTTGTAATTTTTAATACCAGACTGACTGGC
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AGTTTAGCGTCTCTCAGAAAACACAGCATGGATATCACTCTTAACTCTTATAGTCTGTTATCTGATA
CTGTTGATAACATGATAGCAGCTAAAAAGAATAATGCATTAAGACTTATTTCTGAACGTTATGAAG
ATGCTCTCACTCAGGAAAACAATGCTCAGAAAAAATACTGGTTACTCAGTTCTAAAGTTCTTTTATT
GAACTCTTTACTTGCTGTAATATTATTTGGTTCTGTATTCATATATAATATTTTAGGTGTGCTGAATG
GTGTAGTTAGTATCGGCCACTTCATTATGATTACATCATATATCATTCTTCTTTCAACGCCAGTGGA
AAATATAGGGGCATTGCTAAGTGAGATCAGGCAGTCAATGTCTAGCCTGGCAGGTTTTATTCAAC
GTCATGCCGAGAATAAAGCCACATCTCCTTCAATACCTTTTCTCAACATGGAGCGAAAATTAAACC
TGTCCATAAGAGAGCTTTCATTTAGCTATAGTGATGATAAAAAAATACTTAATTCAGTCAGTCTTG
ACCTTTTTACCGGAAAAATGTATTCATTAACCGGACCCAGTGGTTCAGGAAAATCCACCCTTGTAA
AAATAATATCAGGTTACTATAAAAATTACTTTGGAGACATTTATCTGAATGATATATCCTTACGTAA
TATCAGTGATGAGGATTTGAATGATGCTATTTACTACCTAACACAAGATGATTATATTTTTATGGAT
ACACTACGATTTAATCTCCGGCTCGCAAATTACGACGCGTCAGAAAATGAAATATTTAAAGTTCTT
AAACTGGCAAATCTTTCTGTCGTCAACAATGAACCAGTGAGTCTGGATACACACCTTATAAACAGA
GGCAATAACTATTCAGGAGGGCAAAAACAACGAATTTCGTTAGCGCGACTGTTTTTGAGAAAACC
TGCAATAATTATTATTGATGAAGCCACATCGGCTCTGGATTATATTAATGAATCAGAAATTTTATCA
TCAATAAGAACTCATTTTCCTGATGCGTTAATTATAAATATTAGTCACCGAATAAATCTTCTGGAGT
GTTCCGATTGTGTTTATGTATTGAATGAAGGAAATATTGTTGCTTCTGGCCATTTCAGGGATTTGAT
GGTCAGCAATGAATACATATCGGGACTGGCTTCTGTTACTGAATAAAATATCTGACTCCTGCTCTG
TATTCAGAAAGGGAGTCGCTTGGAAAACGGAATTTTTCCCACGTTAAGAGAATTGGGTTGCACGA
GTGGTTACATCCCGGCAAGCTAAGCCCCAGAATGTAAGGGTTGTTCGAAATGCTCTGACCGTCCG
CTAATCGTTTAGCTTACTTCTTCCGCACATCCTGCGTAAATGTACAGAATTGTACGATTTCGGTACC
ACCAAAACCGCTGTTGTCCCGCCATTCTGGGCCCTATTCCTGAAAGTTATTTGACTAAAAAATAGTC
TTAACGTGGATCCTTATTTTCCGAATCTCGAGGCGGCCGCACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAA
GGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGC
ATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGC
GTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCC
GCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCTTTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTG
TAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGAACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTA
TCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGACTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACT
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GGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAGTTCTTGAAGTGGTGGCCTA
ACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCCAGTTACCTTCGGAA
AAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTTTTGTTTGCA

AGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGGTCT
GACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTT
CACCTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAAGCCCAATCTGAATAATGTTACAACCA
ATTAACCAATTCTGATTAGAAAAACTCATCGAGCATCAAATGAAACTGCAATTTATTCATATCAGG
ATTATCAATACCATATTTTTGAAAAAGCCGTTTCTGTAATGAAGGAGAAAACTCACCGAGGCAGTT
CCATAGGATGGCAAGATCCTGGTATCGGTCTGCGATTCCGACTCGTCCAACATCAATACAACCTAT
TAATTTCCCCTCGTCAAAAATAAGGTTATCAAGTGAGAAATCACCATGAGTGACGACTGAATCCGG
TGAGAATGGCAAAAGTTTATGCATTTCTTTCCAGACTTGTTCAACAGGCCAGCCATTACGCTCGTC
ATCAAAATCACTCGCATCAACCAAACCGTTATTCATTCGTGATTGCGCCTGAGCGAGACGAAATAC
GCGATCGCTGTTAAAAGGACAATTACAAACAGGAATCGAATGCAACCGGCGCAGGAACACTGCC
AGCGCATCAACAATATTTTCACCTGAATCAGGATATTCTTCTAATACCTGGAATGCTGTTTTTCCGG
GGATCGCAGTGGTGAGTAACCATGCATCATCAGGAGTACGGATAAAATGCTTGATGGTCGGAAG
AGGCATAAATTCCGTCAGCCAGTTTAGTCTGACCATCTCATCTGTAACATCATTGGCAACGCTACCT
TTGCCATGTTTCAGAAACAACTCTGGCGCATCGGGCTTCCCATACAAGCGATAGATTGTCGCACCT
GATTGCCCGACATTATCGCGAGCCCATTTATACCCATATAAATCAGCATCCATGTTGGAATTTAATC
GCGGCCTCGACGTTTCCCGTTGAATATGGCTCATAACACCCCTTGTATTACTGTTTATGTAAGCAGA
CAGTTTTATTGTTCATGATGATATATTTTTATCTTGTGCAATGTAACATCAGAGATTTTGAGACACG
GGCCAGAGCTGCA
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