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Resumen

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por una bacteria intracelular y
patogena llamada Mycobacterium tuberculosis (MTB), la cual provoca mas de 1,7 millones de
muertes al afio a nivel mundial. Uno de los factores que ha contribuido a que la incidencia de
la enfermedad se haya mantenido estable en el tiempo, es la seleccion de cepas resistentes a
los farmacos empleados en el tratamiento, motivo por el cual existe la necesidad urgente de
encontrar nuevos blancos terapéuticos. Uno de los candidatos méas importantes son las
Proteinas Serina/Treonina Quinasas (STPQs), que desempefian un papel importante en
distintos procesos involucrados tanto en la fisiologia como en la virulencia de MTB y ademas,
poseen una baja homologia con las STPQs de humanos (menos del 30%).

En el genoma de M. tuberculosis se han identificado 11 genes que codifican para
diferentes STPQs nombradas desde pknA hasta pknL, de las cuales, pknA y pknB se han
reportado como genes esenciales para la supervivencia de la bacteria. Se tienen evidencias
gue sugieren que estas dos STPQs (PknA y PknB) participan con los procesos de division y
crecimiento celular. Para el estudio de genes esenciales se han desarrollado sistemas de
expresion condicional, que permiten controlar de manera selectiva, la expresion de genes de
un organismo. En el presente trabajo se propuso como objetivo, implementar mediante la
utilizaciéon de diversas herramientas de biologia molecular, un sistema de expresién
condicional, que permite la expresién del gen de interés sélo en ausencia de
anhidrotetraciclina (ATc).

Se obtuvieron las cepas MS82 y MS83, electroporando en cepas de Mycobacterium
smegmatis mc?155 los plasmidos integrativos pFRA42A y pFRA42B, respectivamente. Al
realizar la verificacién del sistema sometiendo las cepas a diferentes concentraciones de
anhidrotetraciclina, encontramos que la cepa MS83 es mas eficiente en la represiéon del gen
lacZ que la cepa MS82 a iguales concentraciones de ATc, en las cuales, a una concentracion
de 50 ng/mL, se observa la represion completa del gen lacZ por la diferencia en la orientacion
del gen tetR. Los plasmidos recombinantes suicidas de los genes pknA (pVknA37) y pknB
(pVknB35), se obtuvieron disefiando cebadores que amplificaron por PCR un fragmento
equivalente a los 2/3 de cada gen. Se realizaron los dos clonamientos (pFRA50 con el
fragmento de pknA y pFRA50 con el fragmento de pknB) en células competentes de E. coli,
obteniendo transformantes en ambos casos. Las colonias fueron verificadas por andlisis de
restricciéon, PCR y secuenciacion.

Se realizaron tres ensayos con diferentes condiciones de electroporacién para
conseguir la cepa condicional, electroporando la cepa MS83 con los plasmidos recombinantes
de cada gen, esto con la finalidad de aumentar la frecuencia de recombinacion. Las
condiciones utilizadas en el segundo ensayo (5 pg de ADN previamente desnaturalizado con
alcali) permitieron obtener mas transformantes resistentes a Higromicina, marcador de
seleccion del plasmido recombinante. Todas las colonias obtenidas se sometieron a diferentes
concentraciones de ATc (0, 50 y 200 ng/mL) para observar si alguna era la cepa condicional.
Hasta el momento, ninguna de las colonias analizadas mostr6 el fenotipo esperado,
sugiriendo que todas han sido producto de eventos de recombinacién ilegitima. En este
trabajo se lograron obtener los recombinantes que permitiran continuar los procesos de
estandarizacion del sistema.
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1.- Introduccidén

Las micobacterias pertenecen taxonomicamente al género Mycobacterium, el Unico de
la Familia Mycobacteriaceae, del Orden Actinomycetales. Este género incluye varias especies,
muchas de las cuales son causantes de enfermedades en humanos. Entre estas,
Mycobacterium tuberculosis es causante de la tuberculosis que afecta aproximadamente a
dos tercios de la poblacién mundial y Mycobacterium leprae, que es el agente causal de la

lepra (Gangadharan, 1996).

Las principales caracteristicas que distinguen a los miembros de este género son su
velocidad de crecimiento y su compleja envoltura celular. De acuerdo a su tasa de
crecimiento, las micobacterias se clasifican en especies de crecimiento rapido, que tienen un
tiempo de generacion de 2 a 3 horas y forman una colonia de 3 a 4 dias, como por ejemplo M.
smegmatis, M. aurum y M. fortuitum, mientras que, las de crecimiento lento se duplican cada
10-20 horas y dan lugar a una colonia después de 14-28 dias, en este grupo estan: M.

tuberculosis, M. bovis y M. avium (Gangadharan, 1996).

La complejidad de su envoltura celular, las distingue de otras bacterias debido a que le
confiere la propiedad de acido alcohol resistencia, asi como la resistencia intrinseca a

cambios en el exterior (Brennan y Nikaido, 1995).

1.1.- Envoltura celular de las micobacterias.

Debido a su compleja envoltura celular, las micobacterias son consideradas patdégenos
problematicos. Presentan una estructura inusual en su pared celular la cual le confiere baja

permeabilidad, haciéndolas naturalmente resistentes a diversos antibiéticos o a otros agentes
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guimioterapéuticos, a pH alcalino, desecacion y a muchos desinfectantes quimicos (Brennan y

Nikaido, 1995).

La envoltura celular estd conformada por tres capas, la mas interna esta constituida por

la membrana plasmatica, seguida de la pared celular, que consiste en una red amplia de

carbohidratos vy lipidos unidos de forma covalente y no covalente; y por ultimo, la capa mas

externa llamada capsula, constituida por polisacéaridos, proteinas y una pequefia cantidad de

lipidos (Figura 1) (Daffé y Drapper, 1998; Puech y col., 2002; Rezwan y col., 2007).

Material parecido
ala capsula ‘
Lipidos
inter- :
Acidos micolicos calados | J¢32ist Lipoarahinomanosa
35t e
Arahing- | Ambine L
galat:tanoc
Galactano ¥
\ + Arahino
Peptidoglicano . «- Manosa
et B 1R TR R A
calela { ot M ! 9@14 ’Z%% 444
EiuNACG: @Man BAa  Pooieinws Fuisiiissebe
W GlcNAG OGal, @ L-Rhamnose
Figura 1. Representacion esquematica de la disposicién de los elementos de la envoltura celular de las

micobacterias.  Tomado y modificado de  http://egamor.blogspot.com/2010/06/pared-celular-
mycobacterium.html [Consulta: 2 de Marzo de 2011].
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La membrana celular presenta las mismas caracteristicas descritas por el modelo de
mosaico fluido, con la diferencia que los fosfolipidos estan altamente glicosilados, una

caracteristica comun en los actinomicetes (Barry y col., 2007).

La pared celular de las micobacterias se localiza por debajo de la capsula separada por
el espacio periplasmatico, y posee un elevado contenido lipidico (50-60%). Estad compuesta
por el peptidoglicano (formado por moléculas de N- Acetilglucosamina y N-glucorilmuramico
con cadenas cortas de alanina) unidos covalentemente a cadenas laterales de polisacaridos
esterificados en sus extremos distales con acidos micdlicos, lo que constituye un complejo
macromolecular formado por acidos micdlicos-arabinogalactanos-peptidoglicanos (Brennan y
Nikaido, 1995; Chatterjee, 1997). Esta capa es el esqueleto de la bacteria que le da forma y
rigidez, también le aporta propiedades como: hidrofobicidad, resistencia a la desecacion,
desinfeccién quimica y a la accién de &cidos y élcalis. Ademas, es la base para su
observacion bajo el microscopio, pues se utilizan técnicas especiales de coloracion para su

estudio como la tincion Ziehl Neelsen (Zinsser, 1999).

Por dltimo, en su parte mas externa se encuentra la cépsula, la cual esta constituida
por polisacaridos (principalmente glicanos y arabinomananos), proteinas y una pequefa

cantidad de lipidos (Stokes y col., 2004; Rezwan y col., 2007).

1.2.- Mycobacterium tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis (MTB) es un bacilo delgado, de forma recta o ligeramente
curva, cuyo tamafio varia entre 0,2-0,6x 1-10 um (Forbes y col., 1998). Es estrictamente
aerdbico, inmovil e incapaz de formar esporas o conidias (Rossman y Milton, 1996; Zinsser,

1999).
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Es un organismo de crecimiento lento con un tiempo de generacién cercano a las 24
horas, bien sea en medios de cultivos o en los tejidos que infecta (Forbes y col., 1998). Es un
patogeno intracelular, que sobrevive en estado de latencia durante largo tiempo dentro del

citoplasma de los macréfagos (Cole y col., 1998).
1.2.1.- Mycobacterium tuberculosis (MTB) agente causal de la tuberculosis.

Robert Koch en 1882, identificd el patégeno intracelular M. tuberculosis como el agente
etioldgico de la tuberculosis. Esta es una enfermedad infectocontagiosa muy antigua, que se
ha reconocido en los huesos de momias egipcias (Zinsser, 1999) y sigue siendo una de las
enfermedades que causa mas muertes a nivel mundial, calculando en el 2008, cerca de 1,7

millones de muertes (OMS, 2010).

La tuberculosis (TB) es un verdadero problema de salud mundial, ya que produce
alrededor de 8 millones de casos nuevos al afio (Pieters, 2001). El nUmero de casos nuevos
obedece a diversas causas, en primer lugar se estima que un tercio de la poblacion mundial
esta infectada y esta poblacion sirve como fuente de casos al reactivarse la enfermedad
(Fernando y Britton, 2006). En segundo lugar, la asociacion de la enfermedad con poblaciones
con bajas condiciones socioecondmicas, colocan a los paises en vias de desarrollo como los
principales representantes de los casos de tuberculosis. Por ultimo, la infeccién por VIH es el
factor de riesgo méas importante para el desarrollo de la tuberculosis (Organizacion

Panamericana de la Salud, 2006).

La transmision de esta enfermedad ocurre de persona a persona, cuando un individuo
infectado tose o estornuda y estas gotas son inhaladas por una persona sana. En ese

momento, la bacteria entra al sistema respiratorio y los bacilos son ingeridos por los
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macrofagos alveolares en el pulmén. El proceso anterior induce una respuesta local pro-
inflamatoria, que provoca el reclutamiento de monocitos desde la sangre hasta el sitio de la
infeccion (Russel, 2001). Posteriormente, la infeccion se desarrolla al multiplicarse el bacilo
tuberculoso en los pulmones, luego migran hacia los ganglios linfaticos hiliares, los cuales se
inflaman y aumentan de tamafio produciendo una adrenopatia hiliar, el cual recibe el nombre

de complejo primario (Bloom, 1994).

La respuesta inmunitaria se establece después de 4 a 6 semanas desde la infeccion
primaria, donde los linfocitos T son la pieza clave y la interaccion de éstos con los macréfagos
infectados es crucial para poder controlar la infeccion. La interaccién entre el bacilo y las
células presentadoras de antigeno ocurre por medio de receptores tipo Toll (Means y col.,
1999), es decir, receptores de complemento (CR1, CR3 y CR4) los cuales son muy
importantes en la inmunidad innata. A continuacion, se activan los macréfagos, induciendo la
produccion de citoquinas inflamatorias (IL-1, IL-6, TNF-a y TNF-B) cuyas sefales van a ejercer
un potente efecto inmunoregulador que media muchas de las manifestaciones clinicas de la
tuberculosis como son fiebre y hiperglobulinemia (Bloom, 1994). Estas citoquinas, son
producidas con la finalidad de atraer al pulmoén otras células del sistema inmune como son:
monocitos, linfocitos y células dendriticas. Estas células captan a las micobacterias y migran
hacia los ganglios regionales, en donde, presentan antigenos micobacterianos a los linfocitos
CD4+ y CD8+ y comienza el proceso de activacion de estas células. Una vez activados,
migran hacia el sitio de la infeccion en el pulmén y producen Interferon y (INF-y). Y se produce
el Granuloma que es una lesion caracteristica de la tuberculosis (Tufariello y col., 2003). Esta
formado por linfocitos, macréfagos, fibroblastos, células dendriticas y células de estroma

pulmonar (Zhart, 2003).
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Este es el primer mecanismo del hospedador para controlar al bacilo, limitando su
crecimiento y diseminacion, ya que, funciona como barrera entre la bacteria y el pulmén,
ademas que constituye un microambiente ideal para la interaccion entre los linfocitos y los
macrofagos (Tufariello y col., 2003; Chen y Moller, 2007). Dentro del granuloma los bacilos
vivos permanecen activos por largos periodos, donde solo una excesiva replicacion de los
mismos eliminaria la estructura del granuloma, produciendo una necrosis y se reactivaria la

enfermedad, lo cual dependera de la eficiencia del sistema inmune (Tufariello y col., 2003).

Es importante destacar que entre el grupo de personas que llegan a ser infectadas,
aproximadamente el 90% aproximadamente no desarrolla la enfermedad, siendo capaces de
acabar con la infeccion completamente o mantenerla a un nivel incapaz de causar
manifestaciones clinicas. En este segundo caso, la infeccion se mantiene latente y es capaz

de reactivarse (cerca de un 5% de los casos) y causar la enfermedad (North y Jung, 2004).

1.2.2.- Tratamiento actual de la tuberculosis.

El tratamiento actual contra la TB fue establecido a nivel mundial en el afio 1990 y es
un programa que lleva por nombre TAES (Tratamiento Acortado Estrictamente Supervisado)

(Zhang, 2005).

TAES es una terapia anti-tuberculosa que tiene una duracion de seis meses y consiste
en una fase inicial de tratamiento donde la mayoria de los bacilos son eliminados y los
sintomas de la enfermedad desaparecen. Se administran durante cuatro meses, cuatro
drogas de primera linea como lo son: Isoniacida (INH), Pirazinamida (PZA), Rifampicina (RIF)
y Estreptomicina (Str) o Etambutol (EMB). La aplicacion de Str o EMB dependera de la edad

del paciente. En la segunda fase, conocida como fase esterilizante, es donde se eliminan las
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bacterias persistentes y se previenen las recaidas, se administra INH y RIF durante otros dos
meses. Este programa tiene una efectividad del 95%, aproximadamente. Sin embargo, no es
tan eficiente cuando el paciente esta infectado con una cepa de MTB resistente a multiples
drogas (MDR-TB), donde la tasa de cura es apenas el 50%. En este caso se emplean las
drogas de segunda linea; este tratamiento se llama TAES — Plus y se extiende a 24 meses, lo

gue aumenta los costos y la toxicidad para el paciente (Zhang, 2005).

Las drogas antituberculosas, pueden clasificarse de acuerdo a la prescripcion, en
drogas de primera linea o de segunda linea. Las drogas de primera linea son aquellas que por
ofrecer mayor efectividad en el tratamiento con el menor nimero de efectos secundarios en
comparacion con otras, son la primera opcion en casi cualquier forma de la enfermedad (Coll,
2003; Zhang, 2005). Se incluyen a la Str, EMB, INH, RIF y PZA. Son las méas recomendadas
gracias a su actividad bactericida y por su accién esterilizante (Kasper y col., 2005). Las
drogas de segunda linea, incluyen medicamentos cuyo rango de efectividad es menor y son
aun mas téxicas que las primeras. Las principales son etionamida, protionamida,
morfozinamida, cicloserina, kanamicina, capreomicina y acido para-amino-salicilico, asi como

las quinolonas ofloxacina, levofloxacina y moxifloxacina (Coll, 2003).

Existen varios problemas para el tratamiento de la TB como, la seleccién de cepas
resistentes a las drogas empleadas en el esquema terapéutico y la escasa disponibilidad de

otras drogas efectivas para utilizarse en el tratamiento de la TB.

1.2.3.- Limitaciones del esquema terapéutico actual contra la tuberculosis.

La situacion actual de la tuberculosis a nivel mundial (alta mortalidad y morbilidad y un

aumento en los casos VIH positivos) refleja que las estrategias utilizadas para su control no
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estan siendo efectivas, debido a la seleccion de cepas resistentes que impiden la erradicacién
de la TB (Chopra y col.,, 2003). En el caso particular de Venezuela, la OMS estim0 una

incidencia de 41 casos por cada 100.000 habitantes (OMS, 2010)

La infeccion con una cepa de M. tuberculosis resistente a las drogas comunmente
usadas como INH y RIF, se define como resistencia a multiples drogras (MDR) (Basu, 2007;
Janin, 2007). Adicionalmente, existen las cepas extremadamente resistentes (XDR), que
ademds de ser resistentes a INH y RIF, son resistentes a fluoroquinolonas y, al menos a una

de las drogas inyectables como la Kanamicina (Ginsberg y Spigelman, 2007).

La principal causa de la seleccion de estas cepas de TB es la dificultad de acatamiento
al tratamiento, ya sea, con drogas de primera o segunda linea, debido a que para los
pacientes es dificil el cumplimiento de un esquema tan largo, llevando al abandono del mismo

(Chopra y col., 2003).

La incidencia de la tuberculosis MDR y XDR, representa un problema debido a que no
se cuenta con una amplia gama de drogas para un tratamiento efectivo, lo que conlleva a la
necesidad de identificar nuevos blancos terapéuticos para la introduccion de nuevos farmacos

gue contribuyan al control de la enfermedad.

1.2.4.- Busqueda de nuevos blancos terapéuticos.

Por lo descrito anteriormente, la urgencia de encontrar blancos de nuevas drogas para
el control de la TB es cada dia mayor. Sin embargo, la busqueda de nuevos blancos es el
paso mas dificil para el desarrollo de un nuevo farmaco (Terstappen y Reggiani, 2001). Esto
es debido a que el blanco estudiado tiene que cumplir con una serie de aspectos para ser
considerado un buen candidato. Los aspectos mas importantes que debe cumplir un buen
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blanco terapéutico son: 1) No debe existir homologia significativa entre el blanco y los factores
del hospedador. Esto con la finalidad de evitar la toxicidad de la droga en el humano
(Sanseau, 2001); 2) Debe ser de caracter esencial para la supervivencia y crecimiento del
patdgeno (Wang y col., 2004) y 3) El blanco ideal propuesto debe tener actividad en los
diferentes estados metabdlicos del patdogeno para que la droga pueda actuar en varias etapas
de la enfermedad (Chopra y col., 2003). Los estudios iniciales abren paso a una serie de
estudios preclinicos y finalmente su aparicion en el mercado, todo lo cual puede llevar hasta

10 afios (Humer, 2005; Hasan y col., 2006).

En la eleccion de los posibles blancos para M. tuberculosis se determiné que los genes
gue cumplen estos requerimientos son los involucrados en el estado de persistencia y
latencia, en la sintesis de la pared celular, factores de virulencia, factores de transcripcion y

por ultimo, los genes involucrados en la transduccion de sefales (Hasan y col., 2006).

1.2.5.- Transduccion de sefales.

La adaptacion de las células a cambios ambientales ocurre por medio de un
mecanismo esencial llamado transduccion de seflales. La actividad celular esta
constantemente afectada por muchos factores externos e internos, por lo cual requiere de
mecanismos para percibir dichos cambios adecuadamente y generar respuestas apropiadas
(Parkinson y Kofoid, 1992). Por lo tanto, la adaptacion al medio externo es consecuencia de la
transmision de sefales al interior celular, lo cual produce cambios en la fisiologia. Estos
cambios son primordiales no sélo para la supervivencia de los organismos en un ambiente
exterior cambiante, sino también para la organizacibn de acciones durante un proceso

biologico (Av Gay y Everett, 2000).
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La fosforilacion y desfosforilaciéon reversible de proteinas es un mecanismo clave por el
cual las sefiales externas son trasmitidas al interior celular. Se ha determinado que causan
cambios en la expresion genética tanto en células eucariotas como procariotas (Kang y col.,

2005).

El sistema de transduccion de sefiales bacteriano mas simple esta constituido
primordialmente por un sistema regulatorio de dos componentes: 1. Una histidina quinasa
(HQ) como molécula detectora de la sefial. Esta proteina se encuentra ubicada en la
membrana citoplasmética y detecta cambios en los parametros ambientales; 2. Una proteina
citoplasmatica conocida como “reguladora de respuesta” (RR), que dirige los cambios en la
expresion genética en respuesta a las sefiales detectadas por la HQ (Parkinson y Kofoid,

1992; Wehenkel y col., 2008).

Generalmente, los sistemas de dos componentes solo representan el 1-2% del genoma
de las bacterias. En Mycobacterium tuberculosis estan descritos once sistemas completos de
dos componentes que en su mayoria contribuyen a la virulencia, pero solo mtrA - mtrB, fueron
reportados como esenciales para el crecimiento (Pérez y col., 2001; Zahrt y Deretic, 2001,

Parish y col., 2003; Rickman y col., 2004; Wehenkel y col., 2008).

En eucariotas, la transduccion de sefiales es llevada a cabo a través de cascadas de
fosforilacion de proteinas en residuos de Serina, Treonina o Tirosina, proceso catalizado por
proteinas quinasas (Zhang y col., 1996) y revertido por proteinas fosfatasas especificas (Av

Gay y Everett, 2000).

Se creia que las proteinas Serina, Treonina y Tirosina quinasas se encontraban

exclusivamente a las células eucariotas. Sin embargo, no es hasta la década de 1970, cuando
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mediante un analisis bioquimico, se identificd en procariotas la fosforilacion en estos residuos
(Cozzone, 1988). Luego, mediante un estudio molecular, se identificaron proteinas quinasas
similares a las eucariotas en la bacteria Myxococcus xanthus (Mufioz-Dorado y col., 1991).
Desde entonces, se han encontrado varios genes que codifican para estas proteinas quinasas
en diversas especies bacterianas, o que demuestra que la presencia de estas proteinas tipo

eucariotas es muy comun en bacterias (Han y Zhang, 2001).

Ciertas razones sustentan la presencia de este sistema en bacterias y una de estas es
gue la transferencia de grupos fosfatos a residuos de Serina/Treonina/Tirosina es mucho mas
estable y producen sefiales de mayor duracién que la transferencia en residuos de Histidina y
Aspartato que se encuentran en los sistema de dos componentes (Sickmann y Meyer, 2001;
Greenstein y col.,, 2005). En particular, el genoma de Mycobacterium tuberculosis tiene
igualdad de genes (once) que codifican para proteinas Serina/Treonina quinasas como para
Sistemas de dos componentes (Cole y col., 1998; Fontan y col., 2004), lo que sugiere, que las
STPQs representan la principal via por la que se produce la sefializacion intracelular en este
microorganismo (Cole y col., 1998; Umeyana y col., 2002; Fontan y col., 2004; Av Gay y

Deretic, 2005).

Las STPQs regulan varias funciones celulares en las bacterias como: respuesta al
estrés, formacién de biopeliculas, esporulacion, regulacion de procesos metabdlicos y
fisiologicos como crecimiento celular, division celular y diferenciacion (Madec y col., 2002; Neu
y col., 2002; Umeyama y col., 2002; Hussain y col., 2006; Saskova y col., 2006; Kristich y col.,
2007; Thakur y col., 2008). Sin embargo, las STPQs también juegan un papel importante en la

virulencia de algunas bacterias patdgenas como lo son: Yersinia pseudotuberculosis,
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Mycobacterium tuberculosis y Pseudomonas aeruginosa (Galyov y col., 1994; Wang y col.,

1998; Rajagopal y col., 2003; Curry y col., 2005; Jin y Pancholi, 2006).

1.2.6.- Proteinas Serina/Treonina Quinasas (STPQs) en Mycobacterium tuberculosis.

Mycobacterium tuberculosis posee 11 genes que codifican para STPQs tipo eucariotas,
denominadas pknA hasta pknL (Figura 2), una fosfo-Ser/Thr fosfatasa (pstP) y dos tirosina

fosfatasas (PtpA, PtpB) (Cole y col., 1998; Boitel y col., 2003; Fernandez y col., 2004).
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Figura 2. Analisis estructural de las STPQs de Mycobacterium tuberculosis. Tomado de Av Gay y Everett, 2000.

Del analisis estructural se puede mencionar que dos proteinas son solubles (PknG y
PknK), mientras que nueve STPQs estan ancladas en la membrana (Av Gay y Everett, 2000),
debido a que poseen un dominio transmembrana que sirve de uniéon entre el dominio C-
terminal (extracelular), que se cree sirve de detector de la sefial y el dominio N-terminal
(intracelular), donde reside la actividad de la proteina (Av Gay y Everett, 2000; Young y col.,

2003; Wehenkel y col., 2008; Thakur y col., 2008).



Hanks y colaboradores en el afio 1988, reportan que la secuencia que identifica el
dominio quinasa (N-terminal) de las STPQs es intracelular e incluye 12 motivos conservados
gue son caracteristica definitoria de las STPQs, pues esta presente en todas ellas. Este rasgo
fue utilizado como criterio para su anotacién durante el proyecto de secuenciaciéon del genoma

de M. tuberculosis (Hanks y col., 1988; Av Gay y Everett, 2000).

Wehenkel y colaboradores en el afio 2008, realizaron un analisis de secuencia
comparativo entre las STPQs de micobacterias con otras bacterias y encontraron por
homologia que estas pueden ser clasificadas en cuatro grupos: 1. PknA/PknB/PknL; 2.
PknJ/PknF/Pknl; 3. PknH/PKnE/PknD y 4. Las proteinas solubles PknG y PknK, las cuales

mostraron mayor similitud con las STPQs eucariotas.

Ademaés, algunas de estas proteinas participan tanto en procesos vitales para la
sobrevivencia de la célula como la division celular o la patogenicidad, y muestran una muy
baja identidad de secuencia con las enzimas de eucariotas (£ 30%), lo cual los hace

candidatos atractivos para el disefio de drogas (Székely y col., 2008).

Mycobacterium smegmatis es un modelo atractivo para estudiar al agente causal de la
tuberculosis, ya que es de crecimiento rapido, crece en un medio simple definido que contiene
glucosa y sales, y es una bacteria no patégena en comparaciéon con Mycobacterium
tuberculosis. No obstante, la caracteristica mas importante en Mycobacterium smegmatis es
que se han descrito 18 STPQs de las cuales PknA, PknB, PknF, PknG, PknL y PknK
muestran una alta homologia con respecto a las STPQs de Mycobacterium tuberculosis
(Gopalaswamy y col., 2008). También en M. smegmatis algunas de estas quinasas son

esenciales para el crecimiento y la sobrevivencia celular.
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Actualmente, se tiene poco conocimiento de coémo los eventos de fosforilacidon vy
desfosforilacion de las STPQs de Mycobacterium tuberculosis intervienen en su virulencia u
otros procesos fisioldgicos. Adicionalmente, no se conocen todos los sustratos in vitro e in vivo

de las STPQs en esta bacteria (Chopra y col., 2003; Young y col., 2003).

Para caracterizar las funciones de estas enzimas y poder estudiar su papel en la
biologia de Mycobacterium tuberculosis, se han utilizado sistemas de expresién. Sin embargo,
debido al caracter esencial de algunos genes que codifican para STPQs (PknA, PknB, PknL y
PknG), para su estudio se requieren sistemas de expresion condicional (Av Gay y Everett,

2000).

1.2.7.- Sistemas de expresion condicional.

Como se mencion6 anteriormente, se ha reportado que las STPQs PknA y PknB de M.
tuberculosis (las de interés para este trabajo) son codificadas por genes esenciales.
Entiéndase por estos, aquellos que codifican para funciones indispensables para la
sobrevivencia de la bacteria, por lo tanto, su delecibn o mutacion genera una condicion de

letalidad para la misma.

Por esta razon, se han desarrollado herramientas apropiadas para el estudio de los
genes esenciales. Estas consisten en sistemas de expresion condicional que permiten
controlar de manera selectiva la expresion de genes de un organismo permitiendo estudiar su
funcién y poder validar blancos de drogas en esa bacteria (DeVito y col., 2002; Mnaimneh y

col., 2004).

El desarrollo de sistemas de expresién condicional de genes en micobacterias se ha
visto limitada por dos factores principales. La poca disponibilidad de plasmidos propicios para
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la transformacion tanto en micobacterias de crecimiento rapido como lento, asi como su
mantenimiento. En segundo lugar, por falta de promotores micobacteriales apropiados. Lo
anterior ha llevado a la busqueda de sistemas de expresion en otras especies que puedan ser

utilizados en micobacterias.

En la actualidad existen varios sistemas de expresion condicional utilizados en
micobacterias como son: a) el promotor inducible por acetamida controlado por dos
reguladores positivos y uno negativo (Mahenthiralingam y col., 1993; Parish y col., 1997,
Parish y Stoker, 1997; Roberts y col.,, 2003). b) el promotor controlado por uno o dos
operadores dependientes del represor TetR, en donde, el gen de interés esta bajo el control
transcripcional de un promotor que contiene uno o dos operadores de TetR (tetO), por lo que,
en ausencia de tetraciclina, TetR se une a tetO impidiendo la expresion del gen de interés
(Blokpoel y col., 2005; Ehrt y col., 2005) y c) el promotor inducible por Pristamicina, que esta
basado en un represor sensible a pristinamicina (Pip), capaz de unirse a tres sitios operadores
del promotor ubicados en los alrededores del gen ptr, que codifica para una proteina asociada
a la resistencia a multiples farmacos en Streptomyces pristanaespiralis, sobreponiéndose a la
region promotora, por lo tanto, en presencia de Pristinamicina, Pip se libera y se inicia la

transcripcion (Folcher y col., 2001).

Todos estos sistemas de expresion condicional de genes en micobacterias
desarrollados hasta la fecha, todavia presentan varias limitaciones que imponen su uso solo
bajo ciertas condiciones y en una gama relativamente baja de experimentos (Boldrin y col.,

2010).
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Recientemente, se ha reportado un sistema desarrollado por Boldrin y colaboradores
en el aflo 2010, donde se plantea un sistema de expresion condicional basado en la utilizacion
de dos represores TetR y Pip. Este sistema permite la expresion del gen evaluado solo en
ausencia de anhidrotetraciclina (ATc), un derivado menos toxico de la tetraciclina. Asi, de
forma condicional, se puede reprimir la expresion del gen silvestre y evaluar el efecto de la
expresion de genes mutantes. Ademas, el sistema es igualmente util para el estudio de
micobacterias de crecimiento lento o de crecimiento rapido. Debido a sus caracteristicas, este
fue el sistema elegido en este trabajo, para realizar el estudio de los genes esenciales pknA'y

pknB.
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2.- Antecedentes

Mycobacterium tuberculosis posee 11 genes que codifican para STPQs de tipo
eucariotas, en donde, pknA y pknB estan localizados formando parte de un mismo operon,
cuya organizacién y secuencia se encuentra altamente conservada en actinobacterias
(Wehenkel y col., 2008). Este operon esta conformado por 5 genes (Figura 3): pstP, que
codifica para una proteina Serina-Treonina fosfatasa, que desfosforila a PknA y PknB, lo que
sugiere que la regulacién de los procesos donde participan estas quinasas, ocurre por una
cascada de fosforilacién/desfosforilacion (Chaba y col., 2002); el gen rodA, involucrado en el
control de la forma y elongacion celular; pbpA, un gen implicado en la sintesis de
peptidoglicano, y las STPQs pknA y pknB (Av Gay y col., 1999). Este operdon se encuentra

cerca del origen de replicacion cromosomal (Wehenkel y col., 2008).

’ A
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Figura 3. Mapa esquematico describiendo la localizacion cromosdmica de pknA y pknB. Tomado y modificado de
Av Gay y col., 1999.

Kang y colaboradores en el ailo 2005, encontraron que pstP es el primer gen de esta
unidad transcripcional y hacia su extremo 5 se encuentra el Unico sitio de inicio de la
transcripcion. Debido a su ubicacion se sugiere que los genes pknA y pknB podrian regular
procesos relacionados con la division celular y el crecimiento de la micobacteria. De hecho, la
transcripcion de estos genes incrementa durante la fase exponencial del crecimiento o en

infecciones en macrofagos (Wehenkel y col., 2008). Por otra parte, la sobreexpresion de estas
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STPQs disminuye el crecimiento y altera la morfologia de las micobacterias (Av Gay y col.,
1999; Kang y col., 2005; Singh y col., 2006), lo que sugiere, la participacion de estas STPQs

en la sintesis de la pared celular y el proceso de division celular (Wehenkel y col., 2008).

pknA codifica para una proteina de 431 aminoacidos, caracterizada por Chaba y
colaboradores en el afio 2002. Posee un dominio quinasa, un dominio transmembrana y un
dominio extracelular (Av Gay y Everett, 2000). En otras bacterias, PknA pertenece a una
familia de proteinas involucradas en el control de la forma celular y la formacion del
peptidoglicano (Begg y Donachie, 1985; Henriques y col., 1998; Chopra y col., 2003). Chopra
y colaboradores en el afio 2003, demostraron que al expresar constitutivamente el gen pknA
en E. coli, se observé un incremento en la elongacién de las células, lo que sugiere la
participacion de esta proteina en la regulacion de cambios morfolégicos relacionados con la
division celular. Resultados similares fueron encontrados en M. smegmatis y M. bovis BCG

(Kang y col., 2005; Wehenkel y col., 2008).

Por otra parte, Chaba y colaboradores en el afio 2002, clonaron el gen pknA y lo
expresaron como una proteina de fusién unida a la proteina de unién a maltosa, demostrando
gue esta STPQ es capaz de autofosforilarse, siendo este un evento intermolecular (Thakur y
col., 2008). Adicionalmente, PknA tiene actividad dependiente de manganeso capaz de

fosforilar sustratos exégenos como histonas y la proteina basica de mielina.

Se ha demostrado que PknA fosforila e inhibe la actividad GTPasa de FtsZ, una
proteina involucrada en la formacion del septum en bacterias (Thakur y col., 2006). Otras
observaciones in vivo muestran que PknA fosforila a la condensasa MtFabH, la cual es un

sustrato especifico de la Beta-cetoacil-Proteina Transportadora de Acilos Sintasa Ill de M.
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tuberculosis, enzima que participa en la biosintesis de acidos grasos (Veyron-Churlet y col,

2009).

PknB es una Ser/Thr proteina quinasa de 626 aminoacidos, caracterizada por Av Gay y
colaboradores en el afio 1999, compuesta por un dominio quinasa catalitico intracelular, un
dominio transmembrana seguido de un dominio extracelular que, consiste en una repeticion
de cuatro dominios denominados Dominios de Asociacion de Ser/Thr proteinas quinasas a las
proteinas de union a la penicilina (PASTA) (Alzari, 2006; Young y col., 2003; Barthe y col.,
2010). Yeats y colaboradores en el afio 2002, sugieren que los dominios PASTA podrian
participar en el reconocimiento de sefiales especificas que determinen el inicio de la sintesis
de peptidoglicano durante el crecimiento celular y la reactivacion del estado de latencia. Esta
teoria no esta comprobada pues la interaccion del peptidoglicano con los dominios PASTA no

ha sido verificada (Wehenkel y col., 2008).

PknB posee propiedades de autofosforilacion en los residuos de serina y treonina
(Mieczkowski y col., 2008) y también fosforila otras STPQs como el caso de PknA (Kang y
col., 2005; Alzari, 2006). Adicionalmente, reconoce como sustrato a la proteina de unién a la
penicilina (PBP) micobacteriana, una proteina que participa en la sintesis del peptidoglicano
durante la division y elongacién celular. También participa en la expansion de la pared celular,
la formacion del septum y la preservacion de la forma celular (Molle y Kremer, 2010). PknB
también fosforila a GImU, una enzima que sintetiza un paso importante en la biosintesis de
peptidoglicano (Parikh y col., 2009). Villarino y colaboradores en el aifio 2005, identificaron que
la proteina GarA, un regulador de la acumulacion y reciclaje de glicégeno, también es un

sustrato de PknB.
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Molle y Kremer en el afio 2010, encontraron que tanto PknA como PknB fosforilan al
regulador transcripcional EmbR. Kang y colaboradores en el afio 2005, demostraron que en
M. tuberculosis, PknA y PknB fosforilan en conjunto a Wag31, un homologo de la proteina
DivIVA que participa en la division celular. Ademas muestran una fosforilacién intermolecular
eficiente entre ellas, lo que sugiere la posibilidad que la fosforilacion cruzada entre estas
proteinas pudiese ocurrir durante la transduccién de sefales in vivo. Ademas encontraron que

estas STPQs fosforilan preferiblemente residuos Treonina que residuos Serina.

Sassetti y colaboradores en el afio 2003, demostraron que ambos genes (pknA y pknB)
son esenciales para la supervivencia de M. tuberculosis por lo que su delecion o mutacién
genera una condicion de letalidad para la misma. Es por este motivo que para el estudio de

estos genes esenciales se implementara un sistema de expresion condicional.

Sistema de expresion condicional descrito por Boldrin y colaboradores en el afio 2010.

Con el fin de llevar a cabo el presente trabajo se ha seleccionado para el estudio de los
genes pknA y pknB, el sistema de expresién condicional descrito por Boldrin y colaboradores
en el afio 2010. Este estd basado en el uso de dos represores diferentes (TetR y Pip)
codificados a nivel cromosomico. A continuacion se describe en detalle dicho sistema de

expresion condicional.

El sistema requiere la integracion de dos plasmidos en el genoma de la micobacteria
cuyas caracteristicas se describen en la tabla I. Los plasmidos pFRA42A 6 pFRA42B, poseen
origen de replicacion para E. coli pero no para micobacterias, estan diferenciados entre si por
la orientacion del gen que codifica para TetR (Figura 4). Son vectores integrativos con

capacidad de incorporarse al genoma bacteriano en el locus attB, sitio de integracién Gnico del
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micobacteriofago L5. Contienen un derivado del transposén Tnl0 que codifica para TetR, el
gen pip de S. coelicolor que codifica para el represor transcripcional sensible a pristamicina
Pip, y por ultimo, el gen reportero lacZ. En estos plasmidos, tetR se transcribe a partir del
promotor constitutivo (Psmyc), pip a partir de promotor dependiente del represor tetR
(Prra102tetO) y el gen lacZ a partir de un promotor dependiente de pip (Ppr). Poseen ademas

un gen que codifica para el determinante de resistencia a Estreptomicina (Str) (Tabla I).

Tabla I. Caracteristicas de los plasmidos del sistema de expresién condicional.

Determinante de

Plasmidos Caracteristicas . .
resistencia

Integrativos, con origen de replicacion para E.
coli, poseen un derivado del transposén Tn10
que codifica el represor transcripcional sensible
a tetraciclina tetR, el gen pip que codifica al
represor transcripcional sensible a pristamicina
Pip y el gen reportero lacZ.

Suicida, posee al promotor dependiente de Pip
(Ppr).

pFRA42A-42B Estreptomicina (Str)

pFRA50 Higromicina (Hig)
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Figura 4. Representacion esquematica de la conformacion de los vectores integrativos pFRA42A y pFRA42B.
Tomado y modificado de Boldrin y col., 2010.

Al transformar a M. smegmatis mc®155 con pFRA42A 6 pFRA42B se obtienen
transformantes que expresan el fenotipo Str® y lacZ en ausencia de anhidrotetraciclina (ATc).
Bajo esta condicién, el represor de tetraciclina TetR se une al promotor Psyaio2tetO
reconociendo la secuencia de las dos regiones operadoras, bloqueando la expresion del gen
pip. Al no sintetizarse Pip, éste no se unira al promotor Py, por lo tanto, se transcribe el gen

lacZ, obteniendo colonias azules (Figura 5).
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Figura 5. Representacion esquematica de las cepas transformadas con pFRA42A 6 pFRA42B en presencia de
ATc. Tomado y modificado de Boldrin y col., 2010.

La segunda parte del sistema es aportada por el plasmido suicida pFRA50, que contiene
un casete de resistencia a Higromicina y posee el promotor dependiente de Pip (Ppy). En este
plasmido se va a clonar una secuencia equivalente a los dos tercios del gen de interés
aproximadamente. Dicho sistema se va a integrar al genoma de la micobacteria, previamente
transformada con la primera parte del sistema por un proceso de recombinacién homodloga
sitio especifico. La cepa obtenida contiene el gen silvestre bajo el control del promotor
dependiente de Pip (Ppy) Yy el fragmento clonado en pFRA50 (2/3 de pknA y pknB) estaria bajo

el control del promotor del gen silvestre. Dicha cepa seria resistente a Higromicina (Figura 6).

43



Genoma M. smegmatis |_)

P

23 gende

st Gen de interes
interés

completo

Figura 6. Representacion esquematica de un segmento de pFRA50 y proceso de recombinacion homéloga entre
el plasmido recombinante y el genoma de M. smegmatis. Tomado y modificado de Boldrin y col., 2010.

Por lo tanto, el sistema completo funciona de la siguiente manera: En presencia de
Anhidrotetraciclina: el represor de Tetraciclina (TetR) se une a la anhidrotetraciclina presente
en el medio. Bajo estas condiciones, el represor Pip se expresa a partir del promotor fuerte
Prurat02tetO. Seguidamente, Pip se unira al promotor dependiente de Pip (Py) impidiendo la
expresion del gen lacZ y del gen en estudio (Figura 7), en nuestro caso pknB o pknA, lo que

conlleva a la muerte de la bacteria por ser genes esenciales.
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Figura 7. Representacion del sistema de expresiéon condicional utilizando dos represores transcripcionales (TetR
y Pip) en presencia del inductor anhidrotetraciclina (ATc). Tomado y modificado de Boldrin y col., 2010.

El sistema desarrollado permite el estudio de genes esenciales y sirve tanto para
micobacterias de crecimiento rapido como lento y garantiza una represion completa de la

expresion del gen de interés.
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3.- Justificacioén

Mycobacterium tuberculosis es el agente causal de la tuberculosis (TBC), enfermedad
infecciosa que provoca mas de 1,7 millones de muertes a nivel mundial. Por esta razon
actualmente, se considera un problema de salud publica. A pesar de los esfuerzos realizados
por numerosos grupos de investigacion en el mundo, la deficiencia de estrategias terapéuticas
contra el agente causal de la tuberculosis y la creciente seleccion de cepas resistentes a
multiples drogas del tratamiento, nos lleva a la necesidad urgente de encontrar nuevos

blancos para el desarrollo de drogas que permitan controlar la enfermedad.

En este sentido, uno de los candidatos méas importantes son las Proteinas
Serina/Treonina Quinasas (STPQs) PknA y PknB de M. tuberculosis, las cuales codifican para
genes esenciales para el crecimiento de la bacteria. También se tienen evidencias que
sugieren que participan en los procesos de division y crecimiento celular. Debido a que son
genes esenciales, su estudio es complicado debido a que, se necesitan sistemas de expresion
condicional para poder estudiarlos y actualmente, los sistemas existentes desarrollados para

micobacterias presentan limitaciones.

Recientemente, Boldrin y colaboradores en el afio 2010, desarrollaron un sistema de
expresion condicional basado en dos represores transcripcionales TetR y Pip, que garantiza la
represion completa del gen de interés en presencia del inductor anhidrotetraciclina (ATc).
Dicho sistema se puede aplicar tanto para micobacterias de crecimiento lento como rapido.
Este sistema serd el implementado en este trabajo para obtener las cepas que expresen

condicionalmente a los genes pknA 6 pknB.
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La obtencién de estas cepas es de suma importancia, ya que se podrian en un futuro
realizar los experimentos que nos permitan conocer con mas detalle el papel de los genes

pknA y pknB en la biologia de M. tuberculosis, asi como conocer los sustratos e interacciones

de ambas proteinas en las rutas de sefializacién o procesos metabdlicos.

Con esta informacién seria posible disefiar drogas que podrian inhibir sus actividades

enzimaticas y con ello, validar la posibilidad de servir como blanco terapéutico.
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4.- Objetivos

GENERAL.:

1- Construir dos cepas que expresen condicionalmente los genes pknA y pknB de
Mycobacterium smegmatis mc?155 basados en el sistema reportado por Boldrin y

colaboradores en el 2010.

ESPECIFICOS:

X4

Obtener una cepa de Mycobacterium smegmatis mc?155 con los vectores pFRA42A o

L)

pFRA42B integrados al genoma y evaluarlas en un ensayo a diferentes
concentraciones de anhidrotetraciclina (ATc).

% Obtener amplicones con segmentos de los genes pknA o pknB.

% Clonar los amplicones en el vector suicida pFRA50 y comprobacion de los clones.

< Obtener una cepa de Mycobacterium smegmatis mc?155 modificada conteniendo los
vectores integrados y los genes pknA o pknB bajo el control de un promotor

condicional.
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5.- Materiales y Métodos

5.1.- Materiales.
5.1.1.- Cepas bacterianas y plasmidos.

Las caracteristicas de las cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este trabajo se
encuentran descritas en la Tabla Il. La cepa de E. coli denominada XL1-blue fue utilizada
como hospedadora para realizar la construccién, seleccion, mantenimiento y amplificacion de
los clones recombinantes. La cepa Mycobacterium smegmatis mc®155 fue el modelo de
estudio para la implementacion del sistema de expresion condicional para los genes pknA y

pknB.

Tabla Il. Genotipos de las cepas bacterianas y determinantes de resistencia de los plasmidos utilizados.

Cepa Genotipo Resistencia Origen
M. smegmatis Cepa mutant_e de M. smzegmatls de_rlvada ' Snapper y col.,
2 de la cepa silvestre mc“6, caracterizada Ninguna 1990
mc-155 S -
por su alta eficiencia de transformacion
recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 Bullock y col.,
E. coli XL1-blue  supE44 relAl lac [F" proAB laclq ZAM15 Tetraciclina (Tet) 1987
Tn10].
Derivada de M. smegmatis mc?155 + - Este proyecto
MS82 OFRA42A Estreptomicina (Str)
Derivada de M. smegmatis mc?155 + . Este proyecto
MS83 OFRA42B Estreptomicina (Str)
S _ Determinante de
Plasmidos Caracteristicas resistencia
Estreptomicina Boldrin y col.,
pFRA42A-42B Integrativos, posee mas de 10000 pb. ?Str) 2010
Boldrin y col.,
pFRA50 Suicida, posee 4320 pb. Higromicina (Hig) 2010
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5.1.2.- Reactivos.

Todas las soluciones fueron adquiridas de las casas comerciales Sigma Chemical Co
(USA), Difco, Gibco, Invitrogen, Promega y Qiagen. Cuando fue necesario, las soluciones y

medios de cultivo se esterilizaron por filtracion o en autoclave a 121 °C durante 20 minutos.

5.1.3.- Medios y condiciones para el cultivo bacteriano.

Para el cultivo de E. coli XL1-blue se utiliz6 el medio Luria Bertani- LB (ALPHA
biosciences) bien sea liquido o sélido. En el caso de Mycobacterium smegmatis mc®155 se
utilizé medio liquido Middlebrook 7H9 (DIFCO) o medio sdlido Middlebrook 7H10 (DIFCO)
suplementado con glicerol (0,5%) y OAD (10%) (NaCl 0,85%, Albumina Sérica Bovina 5%,
Acido Oléico 5% y NaOH 0,2N 1%). La composicion de los medios se muestra en la tabla Ill.

En ambas bacterias las condiciones de cultivo son las mismas, incubacion a 37 °C con

agitacion.

Tabla lll. Componentes de los medios de cultivo utilizados.

Medio de cultivo

Componentes

7H9
(medio liquido)

7H10
(medio sélido)

Caldo LB (Luria-
Bertani)

Medio liquido o sélido

Citrato de sodio, sulfato de amonio, acido L-glutdmico, OAD
10%, fosfato monopotasico, sulfato de zinc, citrato de amonio
férrico, piridoxina, biotina, fosfato disddico, sulfato de magnesio,
cloruro de calcio, sulfato de cobre, Tween 80 0,05% y pH 6,6 a
25 °C.

Acido L-glutamico, citrato de sodio, piridoxina, biotina, fosfato
disédico, fosfato monopotéasico, sulfato de amonio, sulfato de
zinc, citrato de amonio férrico, sulfato de magnesio, cloruro de
sodio, sulfato de cobre, verde de malaquita, agar, OAD 10%,
Tween 80 0,05% y pH 6,6 a 25 °C.

Cloruro de sodio, extracto de levadura, caseinay peptonay para
medio solido, afiadir 15 gramos de agar por cada litro de caldo
LB.
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5.1.4.- Antibiéticos.

Para la preparacion y preservacion de los antibidticos utilizados en este trabajo se
siguieron las recomendaciones de las empresas fabricantes. Los antibidticos empleados para
suplementar los medios de cultivo fueron: Tetraciclina (SIGMA), Higromicina B
(CALBIOCHEM), Estreptomicina (SIGMA) vy Anhidrotetraciclina (SIGMA) a diversas

concentraciones (Tabla IV).

Cada uno de los antibidticos se esterilizd por filtracion y fueron almacenados en

alicuotas a -20°C.

Tabla IV. Concentraciones de antibiéticos utilizadas para E. coli XL1-blue y M. smegmatis mc®155.

Antibiotico M. smegmatis mc?155 E. coli XL1-blue
Tetraciclina (20 mg/mL) 20 pg/mL
Higromicina (100 mg/mL) 50 pg/mL 200 pg/mL
Estreptomicina (25 mg/mL) 25 pg/mL 25 pg/mL

Anhidrotetraciclina (20 mg/mL) 0, 10, 50y 200 ng/mL

5.1.5.- Enzimas.

Se emplearon las endonucleasas de restriccion: Xhol, Smal, Nsil, Kpnl (New Englands
Biolabs y PROMEGA), T4 ADN ligasa (New Englands Biolabs), Proteinasa K (SIGMA),
Lisozima (SIGMA) y ADN Polimerasa Phusion de Alta fidelidad (Finnzymes). Todas fueron

empleadas siguiendo las especificaciones de la respectiva casa comercial.
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5.1.6.- Estuches comerciales.

Durante la realizacién de este trabajo se emplearon los siguientes estuches comerciales
QlAquick®gel Extraction kit (Qiagen), QIAquick® PCR Purification kit (Qiagen) y QIAquick®
Miniprep kit (Qiagen). Todos los estuches comerciales se utilizaron segun las indicaciones de

su fabricante.
5.2.- Técnicas basicas de biologia molecular empleadas.

5.2.1.- Aislamiento de ADN genédmico de Mycobacterium smegmatis mc?155.

Se realizé segun el protocolo descrito por van Soolingen y colaboradores en el afio
1991, como se describe a continuacion: Se colocé una colonia aislada de M. smegmatis
mc?155 en 5 mL de medio de cultivo liquido 7H9 y se incub6 a una temperatura 37 °C, con
agitacion durante tres dias. De este cultivo se tom6 una alicuota (1/100) para inocular 100 mL
de medio 7H9 y se incubd a 37 °C, con agitacion hasta que el cultivo alcanz6 una DO goonm) de
0,8. Luego, se procedié a centrifugar el cultivo a 3000 g durante 20 minutos. Al sedimento
celular se le afladieron 3 mL de buffer TE (Tris-HCI 10mmoles.L™?, EDTA 1mmoles.L™) y 300

uL de lisozima (10 mg.mL™).

La mezcla se incub6 durante 1h a 37 °C y luego se afadieron 420 uL de SDS (10%
p/v) y 36 L de Proteinasa K (10 mg.mL™), esta mezcla se incub6 a 65 °C. Posteriormente, se
adicionaron 600 pL de NaCl (5moles.L™), y después de mezclar bien, se afiadieron 480 pL de
Bromuro de Cetiltrimetilamonio (CTAB), la suspension se mezclé con vortex y se incubd

durante 10 minutos a 65 °C.
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Se agregd posteriormente un volumen de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1), se
agito y centrifugo durante 20 minutos a 8000 g. Posteriormente, se tomo la fase acuosa y se
transfirio a otro tubo de centrifuga limpio y se le adicionaron 0,6 volumenes de isopropanol (a
temperatura ambiente), se dejé incubando a temperatura ambiente durante 30 minutos.

Posteriormente, se centrifugd a 10000 g durante 20 minutos, y se descarto el sobrenadante.

Luego, se agreg6d 1 mL de etanol frio (70% v/v), se centrifugé a 10000 g durante 20
minutos, se descart6 el sobrenadante y se colocaron los tubos 10 minutos en una centrifuga
de vacio. Finalmente se resuspendio el ADN en 50 yuL de agua ultra pura autoclavada y se

almacend a -20 °C hasta su uso.

5.2.2.- Aislamiento de ADN plasmidico de E. coli por el método de lisis alcalina con

cloruro de litio.

Se realiz6 segun el protocolo descrito por Sambrook y colaboradores en el afio 1989
con las siguientes modificaciones: Se inoculd una colonia aislada de E. coli en 5 mL de cultivo
liguido Luria Bertani (LB) suplementado con el marcador de resistencia tanto de la cepa como
del plasmido y se incub6 a 37 °C durante toda la noche. Cuando el cultivo alcanzé la fase
estacionaria de crecimiento, se centrifugé a 4000 g durante 15 minutos, el sedimento se
resuspendié en 200 pL de solucién | (Glucosa 50mmoles.L™, EDTA 10mmoles.L™, Tris-HCI 25
mmoles.L™, pH 8,0). La mezcla se incub6 durante 5 minutos a temperatura ambiente y a
continuacién se le agregaron 400 pL de la solucién de lisis Il (NaOH 0,2 mmoles.L?,
dodecilsulfato de sodio SDS 1% p/v). Posteriormente, se mezclé por inversion y se dejo 5

minutos en hielo.
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Tras esto, se afiadieron 300 pL de solucién 11l (Acetato de potasio 3 mmoles.L™?, Acido
acético 5 mmoles.L™). Se mezclé por inversion y se dejé 5 minutos en hielo. Seguidamente,
se centrifugd la mezcla durante 10 minutos a 12000 g, el sobrenadante se transfirio a un
nuevo tubo, se agregaron 500 pL de isopropanol frio y se incub6 20 minutos a -20 °C, pasado

este tiempo se centrifugd a 12000 g durante 10 minutos.

Luego se elimind el sobrenadante y el sedimento se resuspendié en 200 uL de Buffer
TE (Tris-HCI 10mmoles.L™?, EDTA 1mmoles.L™?). Seguidamente se agregaron 200 L de la sal
Cloruro de Litio (5moles.L™) y se incubd 5 minutos a -20 °C. Luego se centrifugd a 12000 g
durante 10 minutos a temperatura ambiente, se transfirié el sobrenadante a un tubo limpio y
se afladido 1 mL de etanol frio (100% v/v). Se dejo incubando toda la noche a -20 °C. Luego se
centrifugo a 12000 g durante 15 minutos, se elimino el sobrenadante y se seco el sedimento
durante 3 minutos. Finalmente se resuspendié en 50 pL de agua ultra pura y se almacené a

-20 °C.

5.2.3.- Aislamiento de ADN plasmidico a pequefia escala por ebuliicion (Boiling-

miniprep).

Para obtener ADN plasmidico a pequefia escala de manera rapida para poder analizar
los clones y detectar asi la presencia del fragmento, se utilizé el protocolo reportado por
Holmes y Quigley, 1981. El protocolo se describe a continuacion: Se crecié una colonia
transformante de E. coli en 1 mL de medio LB en presencia del antibiético de seleccion,
durante toda la noche a 37 °C en agitacién. Posteriormente, se centrifug6 a 15000 g durante 5
minutos, se descarté el sobrenadante, el sedimento se resuspendié en 110 pL de la solucion

STET (NaCl 0,1 moles.L™; Tris-HCI 10 mmoles.L™, pH 8,0; EDTA 1 m moles.L™, pH 8,0; Trit6n
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X-100 al 5% p/v) suplementada con lisozima. La mezcla se sometié a ebullicibn durante 45
segundos, se centrifugd a 15000 g durante 10 minutos y el sedimento correspondiente a los
restos de las células hervidas, se retirdé con la ayuda de palillos estériles. Posteriormente, al
sobrenadante se le afiadieron 110 pL de isopropanol absoluto, se agitdé e incubd durante 5
minutos a temperatura ambiente, luego se centrifugd nuevamente durante 15 minutos y se
descart6 el sobrenadante con pipeta. EI ADN precipitado se sec6 al vacio durante 10 minutos
y posteriormente se agregaron 20 pL de agua bidestilada estéril y se colocé a 65 °C durante

20 minutos.

5.2.4.- Electroforesis en geles de agarosa.

Para visualizar la integridad y el rendimiento del ADN se prepararon geles de agarosa
cuya concentracion vario entre 0,8-1,2% (dependiendo del DNA a visualizar) en buffer TBE 1X
(Tris-HCI 89 mmoles.L™, Acido bérico 89 mmoles.L*, EDTA 2 mmoles.L* pH 8,0).
Posteriormente, el gel se sumergié en la camara de electroforesis, conteniendo solucion
amortiguadora TBE (1X) y se cargaron las muestras de ADN previamente mezcladas con una
solucion de carga (azul de bromofenol 0,25%, xilencianol 0,25%, glicerol 0,50%) en los
pocillos del gel. Se utiliz6 el Marcador de Peso Molecular 1 Kb ladder de la casa comercial
Fermentas Life Sciences (Figura 8). Se aplicé una diferencia de voltaje de 80 Voltios y
finalmente se llevo a cabo la observacion de los geles empleando una solucion de Bromuro de
etidio 0,5 pg/mL. La visualizacion se realizé en un transiluminador de luz ultravioleta (UV) los
registros de los geles se realizaron mediante fotografia digital (OLYMPUS Modelo No. C-
3020) y procesadas con el programa Doc It version 2.2.0, para digitalizacion y analisis de

imagenes.
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GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use

bpng/05Spg %
10000 200 6.0
/ 8000 30,0 16.0
— A
— ; 4000 300 60
=1 300 70 140
— 1 0500 250 50
G ) 250 50
[—— 1500 2
% 1500 250 5.0
2 End — 1000 60.0 120
§ o750 250 50
o — 500 250 50
[
= — 250 250 50
L
=2
I
=3
&

0.5 pafane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7Vicm, 45 min

Figura 8. Marcador de peso molecular 1 Kb Ladder de la casa comercial Fermentas Life Sciences. Tomado de
http://www.fermentas.com/en/products/all/dna-electrophoresis/generuler-dna-ladders/sm031-generuler-1kb
[Consulta: 10 de Septiembre de 2011].

5.2.5.- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Se utiliz6 la técnica descrita por Mullis y colaboradores en el afio 1986, utilizando como
molde el ADN genémico de Mycobacterium smegmatis mc?155 con la finalidad de obtener los
fragmentos correspondientes a los genes pknA y pknB de Mycobacterium smegmatis mc®155.
Los cebadores empleados se describen en la tabla V, fueron disefiados con los programas
MacVector y OligoExplorer, utilizando la secuencia de la base de datos GenBank del National

Center for Biotechnology Information (NCBI) referenciada para los genes pknA y pknB
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/. Para la amplificacion de los productos se utilizo la enzima ADN

polimerasa Phusion de Alta Fidelidad (Finnzymes).

Tabla V. Cebadores empleados en la reaccion en cadena de la polimerasa.

Nombre del Enzima Temperatura
Secuencia de Producto de Referencia
cebador L - .,
restriccion Hibridacion
PKNFr4  TTTTTTCCCGGGCCTGCCACGTCGGGCACAAG Smal Segmento 66 °C
Nsil de pknB Este trabajo
pKBFf2 TTTTTTATGCATACCACGCCTCAGCACCTTTCC (1295 pb)
pKAFf1 TTTTTTATGCATAGCCCGCGCGTTGG Nsil Segmento 66 °C
Nsil de pknA Este trabajo
PKAFr3 TTTTTTATGCATACGCCAGCCGCCCA (1050 pb)
pknAsmvF TTTTTTATGCATAGCCCGCGCGTTGGAGTCAC Nsil Segmento
de pknA 64 °C Este trabajo
pknAsmvR2 ~ TTTTTTCTCGAGAGCGTCGGTGCCTGGTTGGG Xhol (924 pb)
pknBsmvF TTTTTTATGCATACCACGCCTCAGCACCTTTCC Nsil Segmento
de pknB 64 °C Este trabajo
(1295 pb)
pknBsmvR1 TTTTTTCTCGAGCCTGCCACGTCGGGCACAAG Xhol

Los sitios subrayados representan los sitios de restriccion especificas para cada cebador.

Se realiz6 una mezcla de PCR que contenia un volumen final de 20 uL, con los
siguientes componentes: ADN molde (20-50 ng), cebadores (0,2 pmoles.L™), Buffer (1X)
Phusion GC, dNTPs 0,2 mmol.L™?, DMSO 10% y 0,02 U/uL de ADN polimerasa Phusion de
Alta Fidelidad (Finnzymes). Esta reaccion se colocé en un termociclador modelo 2720 Thermo

Cycler Applied Biosystems y el programa incluyé los siguientes pasos:

1. Temperatura inicial de desnaturalizacion: 98 °C durante 3 minutos.

2. Temperatura de desnaturalizacion: 98 °C durante 10 segundos.

3. Temperatura de hibridacion: durante 10 segundos. X 35 ciclos
4. Temperatura de extension: 72 °C durante 1 minuto.

5. Temperatura de extension final: 72 °C durante 10 minutos.
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Se utilizé como control negativo a la reaccién de PCR, una mezcla sin ADN genémico

para comprobar que los componentes de la mezcla estuvieran libres de contaminantes.

La amplificacion de los fragmentos se evalud en geles de agarosa. Para la obtencion
de los fragmentos, se procedido a la purificacion de los mismos mediante los estuches
comerciales QIAquick gel Extraction (Quiagen) y QIAquick® PCR Purification kit (Qiagen)

siguiendo las instrucciones del fabricante.
5.2.6.- Digestion con enzimas de restriccion.

El ADN fue digerido con endonucleasas de restriccion de las casas comerciales New
Englands Biolabs y Promega. El volumen de reaccién utilizado fue de 20 uL y las cantidades
de enzima y de buffer de reaccion (1X) se agregaron segun las especificaciones de los
fabricantes. Las reacciones de digestion fueron dejadas toda la noche a la temperatura

reportada como Optima por las casas comerciales.
5.2.7.- Reacciones de ligamiento.

Para llevar a cabo las reacciones de ligamiento entre el vector y los productos de PCR
previamente tratados con las enzimas de restriccion correspondientes, se utilizé la enzima T4
ADN ligasa (New Englands Biolabs) en una proporcion molar 3:1 (Inserto: Vector). Se efectud
una mezcla que contenia los siguientes componentes: ADN del inserto y ADN del vector
(ambos tratados previamente con las mismas enzimas de restriccion), buffer de T4 ADN ligasa

(1X) y T4 ADN ligasa. Se incub0 esta reaccion toda la noche a 16 °C.

Se realizaron dos controles para verificar la digestion y ligamiento del inserto y del

vector. El primer control, fue el ligamiento del producto de PCR digerido con cada una de las
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enzimas y digerido con ambas, con la finalidad de observar dimeros en las digestiones
simples y multimeros en la doble. ElI segundo control, consistié en tomar alicuotas de 5 pL
antes de agregar la T4 ADN ligasa y tomar otros 5 uL, una vez completado el tiempo de la
reaccion. Este volumen se visualizé en una corrida electroforética con el fin de verificar si el

ligamiento fue exitoso, para luego proceder a la transformacion con éste.
5.2.8.- Preparacion de células competentes con Cloruro de Calcio (CaCl,).

Se realiz6 segun el protocolo descrito por Hanahan en el afio 1983. Para llevar a cabo
la preparacion de células competentes, se coloco en 25 mL de medio liquido LB, una alicuota
de la cepa de E. coli XL1-Blue crecida previamente toda la noche a 37 °C y se cultivd con
agitacion hasta alcanzar una DO oonm) de 0,5. Esta suspension se centrifugd a 4000 g a 4 °C
durante 10 minutos. Posteriormente, se descartd el sobrenadante y el sedimento fue
resuspendido en 10 mL de Cloruro de Calcio CaCl, frio (50 mmoles.L™?) y se volvié a
centrifugar durante 10 minutos a 4000 g a una temperatura de 4 °C. A continuacion, se
descart6 el sobrenadante y nuevamente se resuspendio el sedimento en 10 mL de CacCl, (50
mmoles.L ™). Finalmente, la mezcla se incubé en hielo durante 30 minutos y se centrifugé
durante 10 minutos a 4000 g en frio. El sedimento se resuspendi6é en 2 mL de CaCl; frio (50

mmoles.L™).
5.2.9.- Transformacidn en E. coli XL1-blue mediante choque térmico.

Se tomaron las células de E. coli XL1-blue competentes y se le agreg6é el ADN de
interés. Esta mezcla se colocd en hielo durante 45 minutos. Seguidamente, se le dio un
choque térmico a 42 °C durante dos minutos, luego pasado este tiempo, se agregaron 500 uL

de medio LB y se incub6 una hora a 37 °C. Culminado este tiempo, se sembraron 100 pL de
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la mezcla en placas de LB agar suplementadas con los antibiéticos adecuados y se realizaron
como controles: el plasmido pFRA5S0 digerido con las dos enzimas de restriccion con y sin
ligasa, con el fin de verificar si el vector estaba bien digerido con ambas enzimas. No se
deberia observar el crecimiento de colonias transformantes ya que, la ligasa no pudo unir los

extremos incompatibles.

5.2.10.- Preparacion de células electrocompetetentes de Mycobacterium smegmatis

mc?2155.

Se utilizo el protocolo descrito por Snapper y colaboradores en el afio 1990. Para iniciar
la técnica de electroporacion se inocularon 2 mL de medio liquido 7H9 mas OAD con una
colonia de M. smegmatis mc?155 y se incubaron en agitacién a 37 °C durante tres dias.
Posteriormente, se inocularon 50 mL del medio 7H9/OAD con una dilucién 1/100 del pre-
inéculo y se incub6 a 37 °C con agitacion hasta que la DOgoo alcanzara valores
comprendidos entre 0,8-1 (usualmente entre 16-24 horas). Luego, se incub6 una hora y media

en hielo, posteriormente se centrifug6é a 3000 g durante 10 minutos.

Las bacterias deben ser tratadas previamente para recibir los pulsos eléctricos (células
electrocompetentes) por lo que se realizaron tres lavados con glicerol frio 10% v/v, reduciendo
en cada lavado el volumen de glicerol. Se empezd con un primer lavado de 25 mL de glicerol,
en el segundo 10 mL y en el dltimo 5 mL. Finalmente, se resupendieron las bacterias en un

volumen de 5 mL de glicerol frio 10% v/v.
5.2.11.- Electroporacion en Mycobacterium smegmatis mc?155.

Se agregaron aproximadamente 0,1-0,5 ug de DNA libre de sales a 400 pL de células

electrocompetentes y la mezcla se incubd 10 minutos en hielo, resuspendiendo muy bien las
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células. Posteriormente, la mezcla se coloc6 en una cubeta de electroporacidén previamente
puesta en hielo. Se insertd la cubeta en la camara de seguridad del electroporador
asegurandose que la cubeta estuviera en contacto con los electrodos de la camara para
posteriormente dar el pulso eléctrico (2,5KV, 1000Q, 25uF). Seguidamente, las células se
incubaron 10 minutos en hielo, luego se transfirido la mezcla a un tubo falcén con 5 mL del
medio 7H9/OAD vy se incubd durante 3 horas a 37 °C. Seguidamente, se centrifugaron a
3000 g durante 10 minutos transcurrido el tiempo de incubacién, retirando 4,5 mL de medio
para concentrar las células. Finalmente, se sembré una alicuota de 100 uL del cultivo, en
placas de medio 7H10/OAD conteniendo el marcador de resistencia y se incubaron a 37 °C

durante tres dias.

5.2.12.- Secuenciacion.

La secuenciacion de las muestras de ADN (clones recombinantes y productos de PCR)
se llevd a cabo en la Unidad de Estudios Genéticos y Forenses, ubicado en el Centro de

Microbiologia y Biologia Celular del Instituto Venezolano de Investigaciones Cientificas (IVIC).

Por requerimientos de esta unidad, el ADN a secuenciar debe estar hidratado solamente
con agua bidestilada esterilizada (no se debe utilizarse Tris-EDTA) y debe llegar al laboratorio
en condiciones de almacenamiento adecuadas (maximo 4 °C). Las cantidades de ADN que
se requieren, dependen del tipo y tamafio del ADN. Se utilizaron los iniciadores que se

emplearon para realizar las reacciones de PCR (tabla IV) a una concentracion de 5 pmol/pl.

5.2.13.- Analisis de secuenciay uso de herramientas de bioinforméatica.

Con la finalidad de evaluar las secuencias obtenidas por secuenciacion de las

construcciones y productos de PCR, se emple6 la base de datos del GenBank, del portal
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“‘National Center for Biotechnology Information” (NCBI), via internet

(http://www.ncbi.nim.nih.gov) utilizando el servicio BLAST (“Basic Local ALignment Search

Tool”). También se ultilizaron los programas MacVector y el programa “MultAlign”,

consultandolo via Internet (http://www.multalin.toulouse.inra.fr/multalin/multalin.html).

Para el disefio de cebadores, se utilizaron los programas MacVector, Oligo Explorer

1.1.2 y NEBcutter V2.0 via internet (http://tools.neb.com/NEBcutter2/).

5.2.14.- Ensayo con diferentes concentraciones de anhidrotetraciclina (ATc).

A fin de evaluar el nivel de represién en la expresion del gen lacZ en las cepas de M.
smegmatis mc?155 con el plasmido pFRA42A o pFRA42B integrado, se sembraron en medio
sélido 7H10/OAD con Estreptomicina, suplementadas con el sustrato cromoforo de la B-
Galactosidasa (25 pg/mL) 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranésido  (X-gal) vy
concentraciones crecientes de Anhidrotetraciclina (0, 10 6 50 ng/mL). En el caso de la
evaluacion de las cepas condicionales se sembraron en el medio sélido 7H10/OAD con
Estreptomicina (25 pg/mL) e Higromicina (50 pug/mL), suplementadas con X-gal (25 pg/mL) y
concentraciones de Anhidrotetraciclina de 0, 50 6 200 ng/mL, con el fin de poder observar el

efecto de la represién en la expresion de los genes de interés.

5.2.15.- Ensayos de electroporacién para la obtencién de las cepas condicionales

mediante la recombinacion homéloga.

La cepa de M. smegmatis mc?155 con el plasmido pFRA42B integrado fue
transformada con el vector suicida construido para cada uno de los genes, empleando tres
metodologias diferentes. En cada ensayo se modificaron las condiciones descritas en el

protocolo de Snapper y col.,, 1990 (Ver 6.2.9), las cuales se utilizaron en diferentes
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experimentos en donde, el objetivo era promover, posterior a la incorporacién en el interior
celular, la integracion de los vectores suicidas por medio de la recombinacion homoéloga en el

cromosoma bacteriano. Las condiciones evaluadas fueron las siguientes:

En el primer ensayo se electroporaron aproximadamente 2 ug de ADN (Boldrin y col.,
2010). En el segundo, se traté al ADN con élcali (Hinds y col., 1999) y posteriormente, se
electroporaron 5 pg de ADN. En el tercer ensayo, se mantuvo el tratamiento de
desnaturalizacién del ADN con alcali pero se electroporé 1 ug. En los dltimos dos ensayos se
realizé una modificacion en la preparacion de las células electrocompetentes, partiendo de un

cultivo de 100 mL y no de 50 mL (Parish y col., 1999).

Posteriormente, se siguiod con el protocolo de electroporacién (Ver 5.2.11). EI medio de
seleccion de transformantes fue 7H10 suplementado con Estreptomicina (25 pg/mL),
Higromicina (50 pug/mL) y el croméforo X-gal (25 pg/mL) y se incubaron a 37 °C durante 5

dias.

Se utilizaron como controles de la electroporacion: la cepa MS83 sin el plasmido
recombinante y la cepa MS83 transformada con el plasmido recombinante en placas con y sin

Higromicina.

5.2.16.- Tratamiento del ADN con 4&lcali para favorecer el proceso de recombinacién

homoéloga.

Se utilizo el protocolo descrito por Hinds y colaboradores en el afio 1999. Para iniciar el
tratamiento, se tomo la cantidad de ADN a transformar (1-5 pg) y se agregaron 20 uL de la
solucion NaOH-EDTA (NaOH 0,2 moles.L™, EDTA 0,2 mmoles.L™), luego se incubé durante
30 minutos a 37 °C. Pasado este tiempo, se procedio a precipitar el ADN agregando 2 mL de
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acetato de sodio (3 moles.L™, pH 4,8) y 80 L de etanol (100% v/v) y se incubé durante 20
minutos a -70°C. Luego, se centrifugd a 13200 g durante 15 minutos y se descartd el
sobrenadante. El sedimento se lavd dos veces con 600 pL de etanol (70% v/v) centrifugando
luego de cada lavado a 15000 g durante 10 minutos. Posteriormente, el sedimento se seco al
vacio durante 10 minutos y se resuspendiéo en 5 pL de agua ultra pura, dejandolo en hielo

durante 2 horas antes de la electroporacion.
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6.- Resultados

6.1.- Aislamiento de ADN genédmico de Mycobacterium smegmatis mc2155.

El ADN genémico de M. smegmatis mc?155 fue aislado (Ver 5.2.1) y visualizado en un
gel de agarosa al 0,7% (Figura 9), observandose que se encontraba a una concentracién
adecuada para utilizarlo como molde en la amplificacion de los fragmentos de los genes pknA

o pknB por PCR.

Figura 9. Registro fotogréafico de la electroforesis en gel de agarosa al 0,7% del aislamiento de ADN gendmico
de M. smegmatis mc?155. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb ladder (Fermentas Life Sciences); Carril 2:
ADN genodmico diluido 1/10; Carril 3: ADN gendmico diluido 1/100; Carril 4: ADN gendmico diluido 1/1000.
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6.2.- Obtencion por PCR de los 2/3 de pknA o pknB.

Para la amplificacion de los 2/3 del gen pknA se utilizaron los cebadores pKAFf1-
pKAFr3 y pknAsmvF-pknAsmvR2 (Tabla V) los cuales generan un fragmento de 1050 pb y
924 pb respectivamente. Por otra parte, para obtener el fragmento del gen pknB se utilizaron
los cebadores pKBFf2-pKNFr4 y pknBsmvF-pknBsmvR1 (Tabla V) los cuales amplifican un

fragmento de 1295 pb en ambos casos.

Todos los juegos de cebadores fueron disefiados con el programa Oligo Explorer,
calculando una longitud del producto de PCR de aproximadamente 2/3 de la secuencia
original de cada gen y colocando sitios de restriccion para realizar el clonamiento. Estos sitios
fueron escogidos a partir del analisis de restriccion empleando el programa NEBcutter V2.0
para ambos genes. Los resultados indicaron que esos sitios de reconocimiento para enzimas
de restriccion no se encuentran en la secuencia de los genes pknA o pknB pero si se

encuentran en el sitio de mdaltiple clonamiento del vector (Figura 10).

Se utilizé la enzima de restriccion Nsil en el sitio 5° del cebador de modo que al
momento del clonamiento del vector y el producto de PCR, éstos quedaran en fase, ya que,

esta enzima corta en el ATG de la secuencia de los genes.
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Figura 10. Representacion esquematica de los productos de PCR para cada juego de cebadores. (A)
Representacion esquematica del vector pFRA50. (B) Representacion esquemdtica del fragmento de pknA
generado por los cebadores pKAFf1-pKAFr3. (C) Representacion esquematica del fragmento de pknA generado
por los cebadores pknAsmvF-pknAsmvR2. (D) Representacion esquematica del fragmento de pknB generado
por los cebadores pKBFf2-pKNFr4. (E) Representacion esquematica del fragmento de pknA generado por los
cebadores pknBsmvF-pknBsmvR1.

Los productos de PCR se visualizaron en geles de agarosa al 1% (Figura 11) en donde
se observo la amplificacion del fragmento del tamafio esperado para el gen pknA con los
cebadores pKAFfl-pKAfr3 (Figura 11.A) y los cebadores pknAsmvF-pknAsmvR2 (Figura
11.B). También se puede apreciar la amplificacion del fragmento esperado para el gen pknB
empleando los cebadores pKBFf2-pKNFr4 (Figura 11.C) y los cebadores pknBsmvF-
pknBsmvR1 (Figura 11.D). Los controles dieron los resultados esperados, ya que, no se
observa ninguna amplificacién, indicando que los componentes utilizados en las reacciones de

PCR estaban libres de contaminantes.
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Figura 11. Registro fotografico de las electroforesis en geles de agarosa al 1% de las reacciones de PCR para
amplificar un fragmento de los genes pknA o pknB de M. smegmatis mc?155. (A) Amplificacién de los 2/3 del gen
pknA con los cebadores pKAFf1-pKAFr3. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas
Life Sciencs); Carril 2: Control negativo; Carriles 3,4,5,6,7,8: pknA 2/3. (B) Amplificacion de los 2/3 del gen pknA
con los cebadores pknAsmvF-pknAsmvR2. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas
Life Sciencs); Carril 2: Control negativo; Carriles 3,4,5,6,7: pknA 2/3. (C) Amplificacion de los 2/3 del gen pknB
con los cebadores pKNFf2-pKNFf1. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas Life
Sciencs); Carril 2: Control negativo; Carril 3: Control positivo (cebadores que amplificaban a esa temperatura de
hibridacion); Carriles 4 y 5: pknB 2/3. (D) Amplificacién de los 2/3 del gen pknB con los cebadores pknBsmvF-
pknBsmvR1. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas Life Sciencs); Carril 2: Control
negativo; Carril 3: Control positivo (cebadores que amplificaban a esa temperatura de hibridacion); Carriles
4,5,6,7: pknB 2/3.
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Los amplificados obtenidos fueron purificados de geles empleando los estuches
comerciales QIAquick®gel Extraction kit (Qiagen) y QIAquick® PCR Purification kit (Qiagen).
Posteriormente fueron llevados a la Unidad de Estudios Genéticos y Forenses para ser
secuenciados. Finalmente, se realizd el analisis de las secuencias empleando el programa
MacVector y MultAlign, y se pudo determinar la homologia correspondiente con la secuencia

original de estos genes.
6.3.- Aislamiento de ADN plasmidico de los vectores pFRA42A, pFRA42B y pFRASO0.

Se realizé el aislamiento de ADN plasmidico de los vectores pFRA42A, pFRA42B vy
pFRA50 empleando el método de lisis alcalina con cloruro de litio (Ver 5.2.2). Para ver el
rendimiento y la calidad del ADN plasmidico se visualizé en un gel de agarosa al 0,7% (Figura

12), mostrando que se encuentran a una concentracion adecuada para su posterior utilizacion.

10.000 pb

4000 pb
3500 pb

Figura 12. Registro fotografico de la electroforesis en gel de agarosa al 0,7% del aislamiento de ADN plasmidico
de los vectores pFRA42A, pFRA42B y pFRAS0. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb ladder (Fermentas
Life Sciences); Carril 2: ADN plasmidico de pFRA42A; Carril 3: ADN plasmidico de pFRA42B; Carril 4: ADN
plasmidico de pFRAS0.
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A continuacion, se procedié a digerir el vector pFRA50 con la enzima Nsil que se
encuentra en el sitio de multiple clonamiento de este vector. La digestion se visualizo en un
gel de agarosa 0,8% (Figura 13) y se observa que efectivamente se aisl6 el vector pFRA5S0 el

cual contiene 4320 pb.

Figura 13. Registro fotografico de la electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de la digestion realizada al ADN
plasmidico del vector suicida pFRA50 con la enzima Nsil. Carril 1 y 4: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA
Ladder (Fermentas Life Sciences); Carril 2: ADN del vector suicida pFRA50 aislado; Carril 3: ADN del vector
suicida pFRA50 digerido con la enzima Nsil.

6.4.- Obtencion de la cepa de M. smegmatis mc?155 transformada con los vectores

PFRA42A y pFRA42B.

Para obtener la primera parte del sistema de expresion condicional desarrollado por
Boldrin y colaboradores en el afio 2010, se transformé M. smegmatis mc?155 con los vectores

pFRA42A y pFRA42B (Ver 5.2.11). Las transformantes seleccionadas tendrian integrado el
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vector pFRA42A o pFRA42B en el locus attB del micobacteriofago L5 en el genoma de la

bacteria.

Para la seleccion de las transformantes se emplearon placas con medio solido 7H10
suplementado con Estreptomicina (25 pg/mL) y el croméforo X-gal (40 pg/mL). Como
controles de la electroporacién se utilizaron: M. smegmatis mc?155 sin transformar y
transformada con el vector pFRA42A o pFRA42B y se sembraron en placas de 7H10 con y sin
Estreptomicina, con el fin de verificar la sensibilidad a Str y la viabilidad luego del choque

eléctrico. Los controles dieron los fenotipos esperados (Tabla VI).

Tabla VI. Fenotipos obtenidos después de la electroporacion de los vectores pFRA42A o pFRA42B en las cepas

de M. smegmatis mc?155.

M. smegmatis mc“155 M. smegmatis mc“155

Medio de cultivo M. smegmatis mc®155 con el vector con el vector
pFRA42A pFRA42B
7H10 + X-gal + + +

7H10 + Estreptomicina

+ X-gal

Leyenda: + presencia de crecimiento; - ausencia de crecimiento.

Las colonias que crecieron en este medio selectivo fueron azules (Figura 14).
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M. smegmatis mc2155 + pFRA42A M. smegmatis mc2155 + pFRA42B

Figura 14. Registro fotografico de las placas obtenidas después de la transformacién de M. smegmatis mc®155
con los vectores pFRA42A o pFRA42B. (A) Transformacién de M. smegmatis mc?155 con el vector pFRA42A. (B)
Transformacion de M. smegmatis mc?155 con el vector pFRA42B.

La cepa de M. smegmatis mc?155 transformada con el vector pFRA42A se nombré

MS82, mientras que la transformada con el vector pFRA42B recibi6é el nombre de MS83.

6.5.- Evaluacion de las cepas MS82 y MS83 a diferentes concentraciones de

anhidrotetraciclina (ATc).

Con la finalidad de evaluar la primera parte del sistema, se realizo el ensayo de ATc de
la siguiente manera (Boldrin y col., 2010): se tomé una colonia transformante al azar de las
cepas MS82 y MS83, se puso a crecer en medio liquido 7H9 suplementado con

Estreptomicina (25 pg/mL), posteriormente una alicuota de éste cultivo se sembr6 en placas
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de medio sdélido 7H10 suplementadas con Estreptomicina (25 pg/mL), X-gal (25 pg/mL) y

concentraciones crecientes de ATc (0, 10 o 50 ng/mL) (Figura 15).

A

MS82 MS83

Figura 15. Fotografia del ensayo a diferentes concentraciones de ATc (0, 10 o 50 ng/mL) realizado a las cepas
MS82 y MS83. (A) Ensayo de ATc realizado a la cepa MS82. (B) Ensayo de ATc realizado a la cepa MS83.

Se obtuvieron los resultados esperados, a medida que aumenta la concentracion del
inductor ATc la represion del gen lacZ es mayor, observandose cualitativamente una

disminucién en la intensidad del color azul hasta obtener colonias blancas (Tabla VII).
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Tabla VII. Apreciacion cualitativa de la intensidad del color azul en las cepas MS82 y MS83 al realizarle el

ensayo de anhidrotetraciclina (ATc).

Concentraciéon de ATc Cepa MS82 Cepa MS83
O ng/mL +H+++ +++++
10 ng/mL +H++ ++
50 ng/mL 4+ .

Leyenda: +++++ Azul muy intenso; ++++ Azul intenso; +++ Azul claro; ++ Azul muy claro; - Blancas

La eficiencia del sistema en la inactivacion del gen lacZ fue mayor en la cepa MS83 ya
gue, a una concentracién de 50 ng/mL, todas las colonias fueron blancas mientras que en la
cepa MS82, todavia se observaron células de color azul. Debido a los resultados obtenidos,

para los experimentos restantes se utilizara la cepa MS83.

6.6.- Digestion de los productos de PCR de los genes pknA o pknB.

Una vez obtenidos los fragmentos por la técnica de PCR con los cebadores pKAFf2-
pKAFr4 para pknA (Figura 11.A) y pKNFf1-pKNFr2 para pknB (Figura 11.C), se procedié a
digerir con las enzimas de restriccion adecuadas. En el caso de pknA, se digirié con la enzima
Nsil mientras que para pknB, se digirié con las enzimas Nsil y Smal. Esta ultima digestién se
realizé de forma secuencial debido a la incompatibilidad de temperaturas y de buffers entre las

enzimas.

Se realizaron las pruebas de ligamiento para los productos de PCR, es decir, se realizd
el ligamiento del producto de PCR digerido con cada una de las enzimas y digerido con
ambas, con la finalidad de observar dimeros en las digestiones con una sola enzima de

restriccién y multimeros en la digestion con ambas enzimas de restriccion. Los controles se
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visualizaron en un gel de agarosa al 1% (Figura 16) y se observd que la enzima Nsil no

estaba cortando al fragmento de pknB, ya que no observaba la formacién de dimeros.

3000 pb 2600 pb

1295 pb
1000 pb

Figura 16. Registro fotogréafico de la electroforesis en gel de agarosa al 1% del control de digestion y ligacién del
fragmento de pknB. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb ADN Ladder (Fermentas Life Sciences); Carril 2:
Fragmento de pknB aislado; Carril 3: Fragmento de pknB digerido con Nsil y ligado; Carril 4: Fragmento de pknB
digerido con Smal y ligado; Carril 5: Fragmento de pknB digerido con ambas enzimas y ligado.

Debido a la imposibilidad de obtener digestiones del producto de PCR de pknB con la
enzima Nsil, a pesar de variar en distintos aspectos las condiciones de digestidon; se penso
gue ese producto de PCR tenia un problema con dicho sitio de restriccién. Por ese motivo, se
disefié un nuevo juego de cebadores tanto para el gen pknA como para pknB, utilizando dos
sitios de restriccion para un clonamiento dirigido. Las enzimas de restriccion seleccionadas

requieren las mismas condiciones de digestion.

También se disefiaron cebadores para el gen pknA ya que, a pesar de que la enzima
funcionaba correctamente, el clonamiento no era dirigido y por lo tanto, hay que verificar la

direccion de clonamiento.
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Una vez disefiados los cebadores pknAsmvF-pknAsmvR2 (Tabla V), los cuales
amplifican un fragmento del gen pknA que contiene 924 pb, y los cebadores pknBsmvF-
pknBsmvR1 (Tabla V) para la amplificacion del gen pknB (1295 pb), se procedi6 a realizar una
PCR. Los productos se visualizaron en geles de agarosa al 1% (Figura 11.B; 1.D), observando

gue el tamafio de los fragmentos era el esperado para ambos casos.

Seguidamente, los productos de PCR de pknA y pknB fueron digeridos con las enzimas
Nsil y Xhol, realizando los controles para verificar la digestion y ligamiento de éstos productos.
Los resultados obtenidos son que ambas enzimas funcionan correctamente para ambos
productos de PCR ya que, se puede observar la formacion de dimeros al digerir el producto

de PCR con una solo enzima de restriccion y posteriormente realizar el ligamiento (Figura 17).

A. B.
2000 pb 1848 pb 3000 pb
1000 pb 924 pb

1000 pb

Figura 17. Registro fotografico de las electroforesis en gel de agarosa al 1% de los controles para verificar
digestiéon y ligamiento de los productos de PCR de los genes pknA y pknB de M. smegmatis mc?155. (A)
Controles de digestion y ligamiento de los 2/3 del gen pknA. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA
Ladder (Fermentas Life Sciencs); Carril 2: producto de pknA digerido con la enzima Nsil y ligado; Carril 3:
producto de pknA digerido con la enzima Xhol y ligado; Carril 4: producto de pknA digerido con la enzima
Nsil/Xhol y ligado (B) Controles de digestion y ligamiento de los 2/3 del gen pknB. Carril 1: Marcador de Peso
Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas Life Sciencs); Carril 2: producto de pknB; Carril 3: producto de pknB
digerido con la enzima Nsil y ligado; Carril 4: producto de pknB digerido con la enzima Xhol y ligado; Carril 5:
producto de pknB digerido con la enzima Nsil/Xhol y ligado.
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6.7.- Digestion del vector suicida pFRAS0.

Se digirio el ADN del vector pFRA50 con las enzimas Nsil y Xhol, las reacciones se
visualizaron en un gel de agarosa al 0,8% (Figura 18). Los resultados indican que las enzimas
cortaron al vector de forma adecuada, pues se observa de forma lineal y con el tamafo

esperado (4320 pb).

4320 pb

Figura 18. Registro fotografico de la electroforesis en gel de agarosa al 0,8% de las digestiones realizadas al
vector suicida pFRAS0. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas Life Sciences); Carril
2: ADN de pFRA5Q; Carril 3: ADN de pFRAS50 digerido con Nsil; Carril 4: ADN de pFRA50 digerido con Xhol;
Carril 5: ADN de pFRAS50 digerido con Nsil/Xhol.

6.8.- Clonamiento de los productos de PCR de pknA o pknB en el vector suicida

PFRAS50.

Una vez digeridos el vector pFRA50 y los productos de PCR con las mismas enzimas

de restriccion correspondientes, se procedié a realizar el clonamiento del vector PFRA50 con
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el fragmento de pknA y el vector pFRAS50 con el fragmento de pknB. Los controles de cada
reaccion de clonamiento dieron los resultados esperados al visualizarlos en un gel de agarosa
al 1% (Figura 19), ya que, se observa que el volumen inicial que se coloco tanto de vector
como de inserto antes de agregar la T4 ADN ligasa, desaparece al afiadir ésta enzima

observando en cambio, bandas de un tamafio mayor al del vector.

A.

4320 pb
3000 pb

1000 pb

Figura 19. Registro fotografico de la electroforesis en gel de agarosa al 1% de los controles del clonamiento de
pknA en pFRA50 y de pknB en pFRAS0. (A) Controles del clonamiento de pknA en pFRA50. Carril 1: Marcador
de Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas Life Sciencs); Carril 2: control antes de agregar la T4 ADN
ligasa; Carril 3: control después de agregar la T4 ADN ligasa (B) Controles del clonamiento de pknB en pFRAS0.
Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas Life Sciencs); Carril 2: control antes de
agregar la T4 ADN ligasa; Carril 3: control después de agregar la T4 ADN ligasa.

6.9.- Transformacién del clonamiento de pknA o pknB en la cepa E. coli XL1-blue.

Para obtener el plasmido recombinante de la segunda parte del sistema, se realizé una
transformacion en células competentes de la cepa E. coli XL1-blue de las reacciones de

ligamiento de pknA o pknB por choque térmico (Ver 5.2.9).
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La seleccion de las transformantes se realiz6 en placas con medio sdlido LB

suplementado con Tetraciclina (25 pg/mL) e Higromicina (150 pg/mL) y se realizaron los

controles de la transformacion correspondientes. En la tabla VIII se pueden observar los

resultados obtenidos de cada transformacion.

Tabla VIII. Resultados de los controles de la transformacion de las reacciones de ligamiento de pknA y pknB en

las células competentes de E. coli XL1-blue.

Control del vector pFRA50 Control del vector pFRA50
Transformacién en las células
digerido con dos enzimas de digerido con dos enzimas de
de E. coli XL1-blue
restriccion sin ligasa restriccion con ligasa

Clonamiento de pknA con el

vector pFRA5S0 0 colonias 0 colonias
Clonamiento de pknB con el

vector pFRA50 0 colonias 0 colonias

De cada transformacion se obtuvieron 46 colonias en el caso del clonamiento de pknA

y 51 colonias del clonamiento de pknB (Figura 20).
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PFRAS0+ pknB 2/3, pFRAS0+ pknA 2/3,
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pFRAS0 digerido doble sin

ligasa (Control) pFRAS0 digerido doble PFRASO digerido doble sin pFRAS0 digerido doble
igasa (Contro

con ligasa (Control) gasa {Control) con ligasa (Control)

Figura 20. Fotografias de las placas obtenidas después de la transformaciones de clonamiento del vector
pFRAS50 con el fragmento de pknA y el vector pFRA50 con el fragmento de pknB en células competentes de E.
coli XL1-blue. (A) Transformacion del clonamiento del vector pFRA50 con el fragmento de pknB y sus respectivos
controles en células competentes de E. coli XL1-blue. (B) Transformacién del clonamiento del vector pFRA50 con
el fragmento de pknA y sus respectivos controles en células competentes de E. coli XL1-blue.

6.10.- Aislamiento de ADN plasmidico de las transformantes de pFRAS50 con el

fragmento de pknA vy las transformantes de pFRA50 con el fragmento de pknB.

Las colonias transformantes fueron crecidas en medio liquido LB para aislar el ADN
plasmidico recombinante por ebullicion (Ver 6.2.3). Este ADN se visualiz6 en un gel de
agarosa 0,8% (Figura 21) con el fin de observar la concentracion aproximada del mismo y si
habia alguna diferencia en el patrén de migracién de ADN control (pFRA50) y el ADN de las
transformantes. De las colonias cuyos patrones de migracion resultaron diferentes al del
control (Flechas negras), se seleccionaron 4 (30, 35, 37 y 39) para el caso de pknA y 3 (31,
33, 35) en el caso de pknB.
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Leyenda: fcolo nias seleccionadas que mostraron diferencia con el patrén de migracion del control.

Figura 21. Registro fotografico de la electroforesis en gel de agarosa al 0,8% del aislamiento de ADN plasmidico
de las transformantes de pknA en pFRAS50 y de las transformantes de pknB en pFRA50. (A) Aislamiento de ADN
plasmidico de las transformantes de pknA en pFRAS0. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder
(Fermentas Life Sciencs); Carril 2: ADN de pFRA50 (control); Carril 4: ADN de la colonia 30; Carril 9: ADN de la
colonia 35; Carril 11: ADN de la colonia 37; Carril 13: ADN de la colonia 39. (B) Aislamiento de ADN plasmidico
de las transformantes de pknB en pFRAS50. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas
Life Sciencs); Carril 2: ADN de pFRA50 (control); Carril 3: ADN de la colonia 31; Carril 5: ADN de la colonia 33;
Carril 7: ADN de la colonia 35.

6.11.- Seleccién de las posibles colonias recombinantes.

El ADN plasmidico presuntamente recombinante fue digerido con las enzimas de
restriccion Xhol/Sall, para el caso de las transformantes de pknA; y las enzimas Smal y Kpnl,
para las transformantes de pknB. Las digestiones se visualizaron en geles de agarosa al 1%

(Figura 22).

El plasmido recombinante que contiene los 2/3 del gen pknA digerido con las enzimas
de restriccion Xhol/Sall debe producir tres fragmentos de 426, 695 y 4051 pb al digerirlo con

las enzimas (Tabla 1X), mientras que para el caso del plasmido recombinante de pknB, la
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enzima Smal lineariza al plasmido indicando el tamafio molecular. Al digerir con la enzima

Kpnl deberian observarse dos fragmentos, uno de 500 pb y otro de 5115 pb (Tabla IX).

Tabla IX. Ensayo de restriccion de los plasmidos recombinantes de pknA o pknB.

Ndmero de sitios de Fragmentos
Plasmido Enzima utilizada
restriccion generados
Plasmido 1 sitio para Xhol 3 fragmentos (426, 695

recombinante de pknA

Plasmido

recombinante de pknB

Xhol/Sall

Smal

Kpnl

2 sitios para Sall y 4051 pb)

1 sitio 1 fragmento (5615 pb)

2 fragmentos (500 y
2 sitios
5115 pb)
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, Solt
Plasmido recombinante
4051 pb

3000 pb p de pknA

5244 pb
750 pb 695 pb
500 pb 426 pb

250 pb
P iy
, sa

Pldsmido recombinante
de pknB

5615 pb

Figura 22. Registro fotografico de la electroforesis en geles de agarosa al 1% del ensayo de restriccion realizado
al ADN de las colonias transformantes de pknA o pknB. (A) Ensayo de restriccion a las transformantes del
clonamiento de pknA. Carril 1: Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas Life
Sciences); Carril 2: pFRA50 digerido con Xhol/Sall (Control); Carril 3: Colonia 19 digerida con Xhol/Sall; Carril 4:
Colonia 26 digerida con Xhol/Sall; Carril 5: Colonia 37 digerida con Xhol/Sall; Carril 6: Colonia 39 digerida con
Xhol/Sall. (B) Representacién esquematica del plasmido recombinante de pknA. (C) Ensayo de restriccion a las
transformantes del clonamiento de pknB. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas
Life Sciences); Carril 2: pFRA50 digerido con Smal; Carril 3: pFRA50 digerido con Kpnl; Carril 4: Colonia 30
digerido con Smal; Carril 5: Colonia 30 digerido con Kpnl; Carril 6: Colonia 33 digerido con Smal; Carril 7:
Colonia 33 digerido con Kpnl; Carril 8: Colonia 35 digerido con Smal; Carril 9: Colonia 35 digerido con Kpnl. (D)
Representacion esquematica del plasmido recombinante de pknB.
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Como se observa en la figura 22.A las cuatro colonias escogidas tienen el plasmido
recombinante que contiene los 2/3 del gen pknA, por lo tanto, se escogi6 a la colonia 37 para
las pruebas de verificacién siguientes. En el caso de pknB, sélo la colonia 35 mostro el patron

de bandas esperado (Figura 22.C).

6.12.- Verificacion de los plasmidos recombinantes.

Para corroborar que el fragmento clonado en el plasmido pFRAS50 sea el fragmento de
interés, se aislé nuevamente el ADN plasmidico de las colonias escogidas (Ver 5.2.2) y se les
realizd una digestion con las enzimas de restriccion utilizadas para realizar el clonamiento

(Nsil/Xhol). Las digestiones se visualizaron en geles de agarosa al 1% (Figura 23).

A

5244 pb 6000 pb

6000 pb
4320 pb 4320pb

1500 pb

1000 pb
P 1000 pb

Figura 23. Registro fotografico de la electroforesis en geles de agarosa al 1% del ensayo de restriccion realizado
al ADN de los plasmidos recombinantes de pknA o pknB. (A) Ensayo de restriccion realizado al pladsmido
recombinante de pknA. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas Life Sciences). Carril
2: Carril 2: pFRASO0 aislado; Carril 3: pknA 2/3 purificado; Carril 4: pFRA50 digerido con Xhol; Carril 5: Pldsmido
recombinante de pknA digerido con Xhol; Carril 6: Plasmido recombinante de pknA digerido con Nsil/Xhol. (B)
Ensayo de restriccion realizado al plasmido recombinante de pknB. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb
DNA Ladder (Fermentas Life Sciences). Carril 2: pFRA50 digerido con Smal; Carril 3: pknB 2/3 purificado; Carril
4: Plasmido recombinante de pknB aislado; Carril 5: Plasmido recombinante de pknB digerido con Smal; Carril 6:
Plasmido recombinante de pknB digerido con Nsil/Xhol.
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Como se puede observar en la figura 23, ambos plasmidos portaban un fragmento
equivalente al clonado originalmente, por lo tanto, s6lo queda verificar la obtencion de ambos
plasmidos recombinantes por la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y por

secuenciacion.

Para la realizacion de la PCR, se utilizé como templado el ADN plasmidico
recombinante, los cebadores y las condiciones fueron las mismas a las utilizadas para la
amplificacion del fragmento de los 2/3 de cada gen, estas reacciones se visualizaron en geles

de agarosa al 1% (Figura 24).

A

1000 pb 1295 pb

Figura 24. Registro fotogréfico de la electroforesis en geles de agarosa al 1% de la reaccidon en cadena de la
polimerasa (PCR) para comprobar la obtencion de los plasmidos recombinantes de pknA y pknB. (A) PCR para
comprobar la obtencion del plasmido recombinante de pknA. Carril 1: Marcador de Peso Molecular 1 Kb DNA
Ladder (Fermentas Life Sciences); Carril 2: Control negativo; Carril 3: M. smegmatis mc 2155 diluido 1/10; Carril 4:
M. smegmatis mc®155 diluido 1/100; Carril 5: pFRAS50 diluido 1/50; Carril 6: Plasmido recombinante de pknA
diluido 1/50; Carril 7: Plasmido recombinante de pknA diluido 1/20; Carril 8: Plasmido recombinante de pknA
diluido 1/10. (B) PCR para comprobar la obtencion del plasmido recombinante de pknB. Carril 1: Marcador de
Peso Molecular 1 Kb DNA Ladder (Fermentas L|fe Sciences). Carril 2: Control negativo; Carril 3: M. smegmatis
mc?155 diluido 1/10; Carril 4: M. smegmatis mc”155 1/100; Carril 5: pFRA50 sin diluir; Carril 6: pFRA50 diluido
1/50; Carril 7: pFRA50 diluido 1/20; Carril 8: Plasmido recombinante de pknB sin diluir; Carril 9: Plasmido
recombinante de pknB diluido 1/50; Carril 10: Pldsmido recombinante de pknB diluido 1/20.
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En la figura 24, se observo que ambas reacciones amplificaron el fragmento equivalente
a los dos tercios del gen de interés, por lo que se lograron obtener los plasmidos
recombinantes de pknA y de pknB. Los amplificados de estas reacciones de PCR fueron
purificadas del gel empleando el estuche comercial QIAquick®gel Extraction kit (Qiagen) y
fueron secuenciados. Una vez analizadas las secuencias, se corroboré la insercién correcta
del fragmento y se observo la homologia de secuencias entre los fragmentos provenientes de

los plasmidos recombinantes y la secuencia original de los genes.

A partir de este momento, fueron nombrados pVknA37 para el plasmido recombinante

del gen pknA y pVknB35 para el plasmido recombinante del gen pknB.

6.13.- Electroporacion de los plasmidos recombinantes pVknA37 y pVknB35 en la cepa

MS83.

Una vez que se han obtenido las dos partes del sistema, es necesaria la
transformacion de los plasmidos recombinantes pVknA37 y pVknB35 en la cepa MS83 para
obtener el sistema completo. El pldsmido por ser suicida se integraria por un evento de

recombinacién homdloga al cromosoma bacteriano y la cepa seria resistente a Higromicina.

Se realiz6 un primer ensayo de electroporacién con las condiciones utilizadas por
Boldrin y colaboradores en el afio 2010 para construir el sistema, es decir, se afiadieron 2 ug
de ADN de cada uno de los plasmidos recombinantes, pero se obtuvieron muy pocas

transformantes.

Como la frecuencia de recombinacion homodloga suele ser sumamente baja en
micobacterias, se decidi6 emplear condiciones que favorecieran dicho proceso como son:
partir de un cultivo con mayor volumen, realizar un previo tratamiento previo al ADN a
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transformar y utilizar una concentracion elevada de ADN (1-10 ug). Se realizaron otros dos

ensayos de electroporacion para cada gen utilizando esas condiciones.

Se realiz6 un segundo ensayo, donde se utilizé una alta concentracion de ADN (5 ug)
el cual antes de transformar, fue desnaturalizado con alcali (Hinds y col., 1999). En el tercer
ensayo, se utilizdé 1 pg de ADN desnaturalizado con alcali, dicha cantidad fue la que utilizé
Hinds y colaboradores en el afio 1999 para llevar a cabo sus ensayos de recombinacion. La
preparacion de las células electrocompetentes se realizé partiendo de un cultivo de 100 mL

(Parish y col., 1999) para estos dos ensayos.

La seleccién de las transformantes se realiz6 en placas con medio soélido 7H10
suplementado con Estreptomicina (25 pug/mL), Higromicina (50 pg/mL) y el cromdéforo X-gal
(40 pg/mL). Como controles de la electroporacion para cada ensayo se utilizaron: MS83 sin
transformar y transformada con los plasmidos recombinantes pVknA37 y pVknB35 y se
sembraron en placas de 7H10 con y sin Higromicina, con el fin de verificar la sensibilidad a

Hig y la viabilidad luego del choque eléctrico. Los fenotipos fueron los esperados (Tabla X).

Tabla X. Fenotipos obtenidos después de la electroporacion de los plasmidos recombinantes pVknA37 o

pVknB35 en las cepas MS83 para los tres ensayos.

MS83 con el plasmido MS83 con el plasmido
Medio de cultivo MS83

recombinante pVknA37 recombinante pVknB35

7H10 con Estreptomicina + + +

7H10 con Estreptomicina e

Higromicina

Leyenda: + presencia de crecimiento; - ausencia de crecimiento.
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Las colonias que crecieron (Figura 25) fueron de color azul, indicandonos que la
primera parte del sistema esta funcionando correctamente, y resistentes a Higromicina

(Casete de resistencia de pVknA37 o pVknB35).

Figura 25. Fotografia de las placas obtenidas de los ensayos de electroporacién de MS83 con los plasmidos
recombinantes pVknA37 y pVknB35. (A) Primer ensayo de electroporacion de MS83 con pVknA37. (B) Segundo
ensayo de electroporacion de MS83 con pVknA37. (C) Tercer ensayo de electroporacion de MS83 con pVknA37.
(D) Primer ensayo de electroporacion de MS83 con pVknB35. (E) Segundo ensayo de electroporacién de MS83
con pVknB35. (F) Tercer ensayo de electroporacion de MS83 con pVknB35.
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De los ensayos de electroporacion realizados para cada gen, se obtuvieron mas
transformantes en el segundo ensayo de electroporacion (Tabla Xl), indicando que,

efectivamente, esas condiciones si aumentan la tasa de recombinacion.

Tabla XI. Nimero de transformantes obtenidas en cada ensayo de electroporacién para cada plasmido

transformado.
Plasmido Primer ensayo de Segundo ensayo de Tercer ensayo de
transformado electroporacion electroporacion electroporacion
pVknA37 6 colonias 27 colonias 16 colonias
pVknB35 10 colonias 127 colonias 30 colonias

En total se obtuvieron 55 transformantes para el gen pknA y 167 para el gen pknB. Las
transformantes fueron crecidas en medio liquido 7H9 suplementado con Estreptomicina e
Higromicina, para poder realizar el ensayo con diferentes concentraciones de

anhidrotetraciclina.

6.14.- Evaluacion de las transformantes de MS83 con los plasmidos recombinantes a

diferentes concentraciones de anhidrotetraciclina (ATc).

El ensayo a diferentes concentraciones de ATc permite evaluar el sistema completo y
garantizar que la recombinacion homéloga ocurrié correctamente, observando si se obtuvo la
cepa condicional para cada gen. En dicho ensayo, deberia observarse una disminucion en la
coloracion azul de las colonias y en el tamafio de las mismas a medida que aumenta la

concentracién de ATc.
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Las colonias transformantes crecidas en medio liquido, fueron sembradas en placas de
medio soélido 7H10 suplementadas con Estreptomicina, Higromicina, X-gal y diferentes

concentraciones de ATc (0, 50 y 200 ng/mL). Se incubaron a 37 °C durante 4 dias (Figura 26).
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Figura 26. Primer ensayo de ATc realizado a las colonias obtenidas de cada ensayo de electroporacion para
pknA o pknB. (A) Primer ensayo de ATc realizado a las colonias obtenidas del primer ensayo de electroporacion
para pknB. (B) Primer ensayo de ATc realizado a las colonias obtenidas del primer ensayo de electroporacion
para pknA. (C) Primer ensayo de ATc realizado a las colonias obtenidas del segundo ensayo de electroporacion
para pknB. (D) Primer ensayo de ATc realizado a las colonias obtenidas del segundo ensayo de electroporacién
para pknA. (E) Primer ensayo de ATc realizado a las colonias obtenidas del tercer ensayo de electroporacion
para pknB. (F) Primer ensayo de ATc realizado a las colonias obtenidas del tercer ensayo de electroporacion
para pknA.
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Con este ensayo, se pudo observar que algunas colonias de los diferentes ensayos de
electroporacion no crecieron en ninguna de las concentraciones de anhidrotetraciclina y que
en algunas de ellas, no habia una disminucion en la coloracion azul a medida que aumenta la
concentracién del inductor ATc, por lo tanto, la primera parte del sistema no estaba

funcionando correctamente en estas colonias.

Debido a los resultados obtenidos, se decidio tomar colonias donde se observé la
correcta represion del gen lacZ en presencia de ATc y parecia haber disminuido el crecimiento
de las mismas. En el caso del primer ensayo no se escogié ninguna colonia ya que, se

observé un crecimiento uniforme de las colonias en todas las concentraciones de ATc.

Las colonias escogidas (Tabla Xll) fueron sometidas nuevamente al ensayo con
diferentes concentraciones de anhidrotetraciclina, partiendo del segundo repique en medio
liguido (Figura 27). Estas colonias fueron crecidas nuevamente en medio liquido para obtener

asi varios subcultivos.

Tabla XII. Colonias escogidas de cada ensayo de electroporacion que fueron sometidas a un segundo ensayo de

ATc.
Plasmido Primer ensayo de Segundo ensayo de Tercer ensayo de
transformado  electroporacion electroporacion electroporacion

14 colonias (3,4,7,9,11,12,13,14, 9 colonias

pVknA37 Ninguna
16,17,19,22,24 y 27) (1,2,3,5,6,9,11,12,16)
20 colonias
7 colonias

pVknB35 Ninguna (2,4,7,30,40,41,43,52,53,56,57,58

(1,2,4,17,18,20,21)
,63,76,84,97,112,114,119 y 120)
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Figura 27. Segundo ensayo de ATc realizado a las colonias escogidas de cada ensayo de electroporacion para
pknA o pknB. (A) Segundo ensayo de ATc realizado a las colonias escogidas del segundo ensayo de
electroporacion para pknA. (B) Segundo ensayo de ATc realizado a las colonias escogidas del segundo ensayo
de electroporacion para pknB. (C) Segundo ensayo de ATc realizado a las colonias escogidas del tercer ensayo
de electroporacion para pknA. (D) Segundo ensayo de ATc realizado a las colonias escogidas del tercer ensayo
de electroporacion para pknB.

En la figura 27, se muestra que solamente 12 colonias de las sometidas al segundo
ensayo de ATc entre los dos genes, parecian mostrar una posible disminuciéon en su

crecimiento (aunque muy pequefa), lo cual puede ser producto de haber inoculado menos
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células o porque efectivamente contienen el sistema completo y correcto. Por lo tanto, se
sometieron estas 12 colonias (Tabla XIlI) nuevamente a un tercer ensayo de ATc (Figura 28).
Partiendo del ultimo subcultivo en fase estacionaria (DOgponm de 2,0), se coloco la misma

cantidad de in6culo (2 pL) en cada concentracion de ATc.

Tabla XIll. Colonias escogidas de cada ensayo de electroporacion que fueron sometidas a un tercer ensayo de

ATc.
Plasmido Segundo ensayo de Tercer ensayo de
transformado electroporacion electroporacion
4 colonias
pVknA37 Ninguna
(1,2,6,9)
5 colonias 3 colonias
pVknB35
(2,4,30,43,53) (4,18,21)
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Figura 28. Tercer ensayo de ATc realizado a las colonias escogidas de cada ensayo de electroporacion para
pknA o pknB.

Se observo que ninguna de las colonias mostré una diferencia en el crecimiento al

someterlas a diferentes concentraciones de ATc.
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7.- Discusién de resultados

La tuberculosis (TB) es una enfermedad causada por una bacteria patdgena
intracelular, Mycobacterium tuberculosis (MTB), la cual provoca mas de 1,7 millones de
muertes al afio a nivel mundial. Las estrategias utilizadas para controlar esta enfermedad no
estan siendo efectivas debido a la seleccion de cepas resistentes a los farmacos
administrados durante el tratamiento, principalmente en las zonas donde la incidencia de la
tuberculosis es alta (Chopra, 2003). Por esta razén existe la necesidad urgente de encontrar
nuevos blancos terapéuticos, que permitan disefiar drogas que controlen la enfermedad

(Ginsberg y col., 2007).

En este sentido, un candidato fuerte como blanco terapéutico son las Proteinas
Serina/Treonina Quinasas (STPQs), que juegan un papel importante en distintos procesos
fisiol6gicos y de virulencia de MTB a través de la transduccion de sefiales. Otra caracteristica
importante es que poseen una baja identidad de secuencia con las enzimas de eucariotas
(menos del 30%) (Székely y col., 2008). EI genoma de Mycobacterium tuberculosis tiene once
genes que codifican para STPQs, denominadas desde pknA hasta pknL. De ellos, los genes
pknA y pknB pertenecen a un mismo operdn, cuya organizacion y secuencia se encuentra
altamente conservada en actinobacterias y se ubica cerca del origen de replicacién
cromosomal (Wehenkel y col., 2008). El operén esta conformado por 5 genes cuya funcién
esta relacionada con la division y crecimiento celular (Av Gay y col., 1999). La transcripcion de
los genes pknA y pknB incrementa durante la fase exponencial del crecimiento, mientras que
la sobreexpresion de estas STPQs disminuye el crecimiento y altera la morfologia de las

micobacterias (Kang y col., 2005). Lo anterior sugiere, la participacion de estas proteinas en la
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sintesis de la pared celular y el proceso de division celular (Singh y col., 2006; Wehenkel y

col., 2008)

Sassetti y colaboradores en el afio 2003, demostraron que los genes que codifican para
las STPQs PknA y PknB son esenciales para la supervivencia de esta bacteria. Por todas las
evidencias antes descritas, estos genes son considerados unos excelentes blancos
terapéuticos. Es por este motivo que, diversos grupos de investigacion estan buscando de
mas informacién de estas STPQs, ya que se conoce poco acerca de los eventos de
fosforilacion y desfosforilacion de estas proteinas y solo algunos de los sustratos de las
mismas (Young y col., 2003). Todo lo descrito anteriormente ha sido impulsado por el deseo
de disefiar drogas que inhiban la proteina y asi impedir el desarrollo del proceso patogénico

de esta bacteria en el hospedador infectado.

El estudio de estos genes se ve dificultado por el caracter esencial de los mismos, ya
gue, su delecion o mutacién genera una condicion de letalidad para la bacteria. Para su
estudio se tienen que implementar sistemas de expresion condicional que nos permitan
controlar de manera selectiva la expresion de genes esenciales del organismo (DeVito y col.,
2002; Mnaimneh y col., 2004). En este sentido, debido a la importancia del estudio de los
genes pknA y pknB, en este trabajo se planteo la construccion de una cepa de M. smegmatis
mc?155 que exprese condicionalmente al gen pknA y otra cepa que exprese condicionalmente
al gen pknB, implementando el sistema de expresion condicional desarrollado por Boldrin y

colaboradores en el afio 2010.

Las cepas fueron construidas empleando como modelo de estudio M. smegmatis

mc?155 ya que, las STPQs PknA y PknB muestran una alta homologia con respecto a las
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STPQs de Mycobacterium tuberculosis (Gopalaswamy y col., 2008). Ademas, M. smegmatis
mc?155 es una bacteria no patégena, es de crecimiento rapido y ha adquirido un fenotipo de

eficiencia de transformacion de plasmidos (Snapper y col., 1990).

Los sistemas de expresion condicional desarrollados hasta la fecha, presentaban
ciertas limitaciones como: dependencia de temperatura, no funcionan para micobacterias de
crecimiento lento, no pueden realizarse experimentos in vivo, no reprimen eficientemente la
transcripcion y, para el estudio de genes esenciales, es sumamente importante que no haya
una expresion basal. El sistema implementado utiliza dos represores cromosomales (TetR y
Pip) que garantizarian la represion total de los genes en estudio, permitiendo reprimir al gen
paulatinamente observando el efecto, la expresion basal es sumamente baja, el sistema
puede ser utilizado tanto en micobacterias de crecimiento rapido como de crecimiento lento y
puede ser utilizado en experimentos in vivo (Boldrin y col., 2010). Este sistema funciona
agregando concentraciones subinhibitorias minimas de anhidrotetraciclina (ATc), que actia en
este sistema como el inductor. La ATc es un derivado menos téxico de la tetraciclina y a bajas

concentraciones no es letal para la bacteria.

Boldrin y colaboradores en el afio 2010, demostraron su sistema a través de la
construccién de una mutante condicional de Mycobacterium smegmatis mc?155 para ftsZ, el
cual es un gen esencial involucrado en la division celular (Ehrt y col., 2005); y una mutante
condicional de M. tuberculosis H37Rv para el operdn fadD32, involucrado en la biosintesis de
acidos micdlicos, previamente demostrados que eran esenciales para la micobacteria
(Portevin y col., 2005; Forti y col., 2009). Al someter estas cepas a concentraciones de
anhidrotetraciclina de 50 ng/mL no hubo crecimiento confirmando la represion completa de

estos genes. Con estos experimentos demostraron que el sistema funciona tanto para
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micobacterias de crecimiento rapido como de crecimiento lento y que es totalmente funcional

para estudiar genes esenciales.

La implementacion de este sistema se divide en dos partes: la primera, requiere la
obtencién de una cepa de M. smegmatis mc?155 con el plasmido pFRA42A y pFRA42B
integrado al genoma. La segunda, requiere la construccién de un plasmido recombinante
derivado de pFRA50 en el cual se clone un fragmento equivalente a los 2/3 del gen de interés.
Al transformar el plasmido recombinante en la cepa obtenida en la primera parte, que por un
unico evento de recombinaciéon homologa, ese favorece la integracion del plasmido en el

cromosoma quedando el gen de interés bajo el control del promotor dependiente de Pip.

Al obtener la primera parte del sistema, a nivel cromosémico se tiene lo siguiente: en
presencia del inductor ATc, el gen tetR se transcribe a partir de un promotor constitutivo
produciendo al represor de tetraciclina (TetR), el cual se une a la anhidrotetraciclina (derivado
de la tetraciclina pero menos toxico) permitiendo que el gen pip se exprese a partir del
promotor fuerte Psra102tetO produciendo al represor Pip, que se unira al promotor dependiente
de Pip (Ppu) reprimiendo la expresion del gen lacZ. En este caso, el gen reportero lacZ nos
sirve como un control interno ya que, este gen codifica la enzima [B-galactosidasa, la cual
cataliza la ruptura del X-gal, que al ser hidrolizado, produce un compuesto (indoxil) que en
contacto con el aire se transforma en indigo insoluble, con coloracion azul intenso. Por lo
tanto, la intensidad del color azul serd proporcional a la cantidad de enzima que se esté

expresando.

La primera parte del sistema aplicado al caso considerado en este trabajo, se logré

obteniendo las cepas MS82 (M. smegmatis mc?155 con pFRA42A integrado) y MS83 (M.
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smegmatis mc?155 con pFRA42B integrado). A dichas cepas se les realizé6 un ensayo a
diferentes concentraciones de anhidrotetraciclina (ATc), y el resultado fue que a medida que
aumentaba la concentracion de anhidrotetraciclina, la represion del gen lacZ era mayor,
observando una disminucion en la coloracion azul de las colonias hasta la concentracion
maxima de 50 ng/mL de ATc donde, se observoé la represion completa del gen lacZ (control
interno), ya que las colonias eran totalmente blancas. Durante la realizacién de este ensayo,
se observé que la cepa MS83 era mas eficiente que MS82 en la represion del gen lacZ
cuando se sometia a la presencia de ATc. Una posible explicacién es la diferencia en la
orientacion del gen tetR (Figura 4). Los autores del sistema proponen que al encontrarse en el
vector pFRA42A el gen tetR en el mismo sentido del gen pip, la transcripcion de TetR pudiese
estar interfiriendo con la transcripcién de Pip. Por este motivo la cepa MS83 fue utilizada en el

resto de los experimentos.

En la segunda parte del sistema, se obtuvieron los plasmidos recombinantes de pknA
(pVknA37) y el de pknB (pVknB35) por medio del clonamiento dirigido de las 2/3 de los genes
en el vector pFRAS0. Este valor de pares de bases es el recomendado por Boldrin y
colaboradores, como la cantidad minima requerida para que haya un evento de
recombinacién homadloga con el gen silvestre. El clonamiento de dichos genes en el vector

respectivo, se verificd por analisis de restriccion, PCR y secuenciacion.

Es importante mencionar, que este punto es critico para la obtencion de la cepa
condicional, ya que, si el fragmento no esta en la direccion correcta o no tiene la secuencia

deseada, el proceso de recombinacion no ocurrira.
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Una vez lograda la obtencién de las dos partes del sistema, se procede a la obtencion
de las cepas condicionales, transformando la cepa MS83 con el plasmido recombinante
obtenido en la segunda parte. Como éste es un plasmido suicida (sin origen de replicacion
para micobacterias) se integra en el genoma de la bacteria por un proceso de recombinacion

homologa.

Este proceso se define como el intercambio reciproco de informacion genética entre
dos moléculas de ADN que poseen regiones de secuencia idéntica (Court y col., 2002). La
recombinacién ha sido ampliamente estudiada en bacterias como E. coli (Kowalczykowski y
col., 1994) por su versatilidad para ser cultivada en el laboratorio y lograr modificar su genoma
con relativa facilidad (Santoyo, 2008). Por su parte, la secuenciacion del genoma de M.
tuberculosis ha llevado a la identificacion de los genes de recombinacion homodloga los cuales
incluye recA, recBCD, recF, ruvA, ruvB y ruvC, indicando que el mecanismo de recombinacion

esta conservado en las micobacterias (Muttucumaru y Parish, 2004).

Por lo tanto también en micobacterias, el complejo RecBCD es el que inicia la
recombinacién, requiriendo la ruptura bicatenaria en una de las hebras de cada molécula de
ADN a recombinar (Kowalczykowaki y col., 1994). A continuacién, RecBCD en el sitio de esta
ruptura, genera regiones monocatenarias, y una vez creadas, la enzima RecA, intercambia las
cadenas. Después de unirse al ADN monocatenario, la RecA encuentra regiones de
homologia secuencial en las moléculas de ADN y genera parejas de apareamiento nuevas
entre estas regiones conocidas como el intermediario de Holliday (Holliday, 1990; Watson y
col., 2006; Nishinaka y col., 2007). Posteriormente, las proteinas RuvA y RuvB impulsan la
migracion de las ramas de ADN vy la proteina RuvC se encarga de resolver las uniones de

Holliday (Rafferty y col., 1996; Sharples y col., 1999; Watson y col., 2006). Al final de este
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proceso de intercambio de informacién, una ADN ligasa sella las cadenas y termina el evento

de recombinacion homaloga.

Para la obtencidn del sistema completo, se realizoé un primer ensayo de electroporacion
siguiendo las condiciones que utilizaron Boldrin y colaboradores en el afio 2010 para
desarrollar el sistema, es decir, se electroporaron 2 pg de ADN del plasmido recombinante. Se
obtuvieron muy pocas colonias tanto para pknA como para pknB. Uno de los obstaculos que
se presentan al tratar de obtener la cepa condicional, es la baja frecuencia de recombinacién
homologa (10 6 10) que ocurre en las micobacterias. Esto trae como consecuencia que se
requiera el analisis de un numero significativo de transformantes para identificar la que se
busca y ademas, en muchos casos, la frecuencia de recombinaciones ilegitimas es muy alta
(Parish y col., 1999). Uno de las motivos por los cuales hay bajos niveles de recombinacion
homologa en micobacterias tiene que ver con la naturaleza de la proteina RecA (Baulard y
col., 1996), ya que su funcion depende de la longitud de homologia, por lo general, mayor a 1
Kb (Muttucumaru y Parish, 2004). Aunque esta caracteristica no es un requisito absoluto, pero
se ha encontrado que secuencias de homologia mayores a esa longitud, logran un aumento

en la eficiencia de la recombinacién (Parish y col., 1999; Santoyo, 2008).

En este sentido, la longitud de los fragmentos clonados en el vector pFRA50 esta
cercana a este limite de homologia (924 pb para pknA y 1295 pb para pknB), motivo por el
cual se decidi6 buscar metodologias alternativas que permitieran aumentar la tasa de

recombinacion.

En el afio 1999, Hinds y colaboradores realizaron ensayos de recombinacion para

optimizar las condiciones que favorecieran los eventos de recombinacion homologa. Los

102



autores evaluaron diferentes tratamientos que desnaturalizaran el ADN antes de ser
electroporado. Estos tratamientos incluian alcali, calentamiento e irradiacion con luz
ultravioleta (UV). Ellos reportaron que el tratamiento por desnaturalizacion con alcali es mas
exitoso, ya que, mostré un incremento en el nimero de recombinantes obtenidas. Estos
resultados se deben a que el complejo RecBCD encargado de iniciar la recombinacion,
recorre el ADN bicantenario desenrollando las hebras de cada molécula con la ayuda de las
subunidades RecB y RecD, que tienen actividad helicasa. Pero con frecuencia, la actividad de
éste complejo destruye el ADN, motivo por el cual no se puede dar el proceso de
recombinacién (Watson y col., 2006). Por lo tanto, al transformar el ADN desnaturalizado
(ADN simple cadena), evitariamos el problema anterior y el complejo RecBCD se encargaria
de colocar la proteina RecA sobre los extremos del ADN simple cadena. También se ha
reportado que una modificacion al protocolo estandar de transformacién de Snapper y col.,
1990, como variar el voltaje y la resistencia del pulso eléctrico no es significativo. Otro grupo
de investigacion (Kessel y Hatfull, 2006) reporta que deben utilizarse grandes cantidades de

ADN (1 a 10 ug) para aumentar la frecuencia de este evento.

Por lo tanto, se realizaron otros dos ensayos de electroporacién para lograr obtener la
cepa condicional utilizando estas condiciones. El segundo ensayo, se realiz6 haciéndole un
tratamiento con alcali al ADN (5 pg) antes de electroporar, mientras que para el tercer ensayo,
se volvib a realizar el tratamiento previo pero a 1 pg de ADN. Esta es la cantidad utilizada por
Hinds y colaboradores en el afio 1999, para realizar sus ensayos de electroporacién. Otra
modificacion que se realizo en todos los ensayos fue partir de un volumen de 100 mL para
realizar las células electrocompetentes (Parish y col., 1999). Parish y colaboradoes en el afio

1999, reportan que para este tipo de experimentos, un mayor numero de células
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electrocompetentes permite recuperar una mayor cantidad de células luego de los lavados

con glicerol frio (10 % v/v), incrementandose la probabilidad de éxito de la electroporacion.

La seleccion de estas transformantes se realiz6 en placas con medio sélido 7H10
suplementadas con Higromicina, que es el marcador de seleccién que contiene el plasmido
recombinante pVknA37 o pVknB35. En dichas placas se esperaba el crecimiento de aquellas
colonias en las cuales ocurrié6 un evento de recombinacion entre el plasmido y los genes de
interés. De los tres ensayos de electroporacion realizados se obtuvieron 49 transformantes
para el gen pknA (6 en el primer ensayo, 27 en el segundo y 16 en el tercero) y 160 para el
gen pknB (10 en el primero, 120 en el segundo y 30 en el tercero). Esta diferencia entre
ambas construcciones puede deberse como se menciond anteriormente, a que el gen pknA
tiene una longitud de homologia por debajo del limite minimo reportado para el proceso de
recombinacién, por lo que se observa una menor frecuencia de recombinaciéon que la

observada para la construccion del gen pknB.

De las condiciones utilizadas en este trabajo para aumentar la frecuencia de
recombinacién, se obtuvieron los mejores resultados para el segundo ensayo, siguiendo con
las condiciones evaluadas en el tercero. Por lo tanto, combinar un pre-tratamiento de
desnaturalizacién con &lcali y grandes cantidades de ADN antes de electroporar, es una

manera efectiva para lograr una mejor frecuencia de recombinacion en micobacterias.

Las transformantes obtenidas fueron analizadas con el fin de comprobar si contenian el
sistema completo y correcto, es decir, podian controlar de manera selectiva la expresion del
gen esencial. Para ello, se realizo el ensayo con ATc creciéndolas en medio de cultivo solido a

diferentes concentraciones del inductor (0, 50 y 200 ng/ml). Se escogi6 agregar la
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concentracién de 200 ng/ml, para garantizar la represién completa del gen esencial, en caso
de tener la cepa condicional. El resultado esperado para este ensayo seria que, por ser un
gen esencial para el crecimiento de la bacteria, al ir aumentando la concentracion de ATc
deberian verse colonias mas pequefias en las cuales la coloracién azul haya disminuido,
hasta una concentracibn maxima de ATc, en la cual se observe una represiéon completa del
gen esencial y que por lo tanto, no haya crecimiento. A nivel cromosémico los eventos
moleculares que generan este comportamiento son los siguientes: en presencia de ATc, se
expresa tetR produciendo al represor de tetraciclina (TetR), al cual se le une el inductor
anhidrotetraciclina. Por lo tanto, el gen pip se expresa a partir del promotor fuerte Psyai02tetO
produciendo Pip, el cual, a su vez reconoce al promotor dependiente de Pip (Py), reprimiendo
negativamente al gen lacZ y al gen de interés. Por lo tanto, a medida que va aumentando la

concentracion de ATc la represion de ambos genes (lacZ y el gen de interés) es mayor.

Al realizar el ensayo a diferentes concentraciones de ATc, muchas de las colonias no
crecieron en presencia de Higromicina al sembrarlas por segunda vez, posiblemente debido a
gue eran colonias satélites de la electroporacion. En otras no se observo la represion
esperada del gen lacZ en presencia del inductor. Una posible explicacién a esto, es que al
realizarse el proceso de recombinacion, el casete de Higromicina se pudo integrar por
recombinacion ilegitima en algun promotor del plasmido pFRA42B ya integrado, modificando

asi la secuencia y en consecuencia el funcionamiento del sistema.

Las colonias en las cuales se observaba una posible disminucion del tamafio, se
sometieron nuevamente a un segundo ensayo con diferentes concentraciones de ATc. Sin
embargo, solo unas pocas siguieron mostrando una ligera disminuciéon en el tamafio a 200
ng/mL de ATc. Pero, Boldrin y colaboradores reportan que a una concentracion de 50 ng/mL,
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ocurre una represion importante del gen de interés. Por lo tanto, para confirmar el fenotipo de
expresion condicional en dichas cepas, se repitid el ensayo de ATc, con un in6culo de 2 pL
partiendo de un cultivo en fase estacionaria de 10*° cel/mL. Ninguna de las colonias mostrd
una disminucién en su tamafio, por lo que se puede pensar que en todas las transformantes lo
gue se di6é fue un evento de recombinacion ilegitima, integrandose el casete de Higromicina
solamente o posiblemente el plasmido en otro sitio que no era el deseado. Como se menciono
anteriormente, la recombinacién ilegitima es un proceso que se da con alta frecuencia en
micobacterias, y ocurre entre hebras de ADN que poseen regiones de homologia muy cortas
(4-20 pb). Es posible que este tipo de recombinacion sea el resultado de un eficiente sistema

de reparacion del ADN para preservar la integridad del genoma (Muttucumaru y Parish, 2004).

El ensayo a diferentes concentraciones de ATc es un buen método para determinar si
se obtuvo la cepa condicional. Sin embargo, tiene como limitante que no se dispone de un
control positivo, es decir, una cepa condicional ya creada. Boldrin y colaboradores reportan
una cepa condicional para el gen ftsZ en M. smegmatis mc®155, la cual podria servir como
control positivo, indicando como se deberia observar la disminucién en el tamafio de las

colonias.

Otro método para corroborar si se tiene la cepa condicional es la realizacién de la
reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) utilizando el ADN gendmico de cada colonia
transformante. Para ello es necesario disefiar unos cebadores que hibriden un poco antes del
extremo 5°-3" del gen de interés y otro cebador ibride al final del gen (Figura 29). De esta
forma, de tener la cepa condicional, en el resultado de la PCR deberia ser un fragmento con

un peso aproximado a la longitud del plasmido recombinante y el gen completo. Este producto
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de PCR seria muy grande por lo que, la amplificacion puede ser bastante complicada. En

caso contrario, se observaria un fragmento con el peso del gen completo solamente.

Debido a que ninguna de las colonias obtenidas mostro el fenotipo esperado en placas
con diferentes concentraciones de ATc, no se realizé el analisis por PCR. Sin embargo, para

corroborar la no obtencion de la cepa se tiene considerado realizar dicha prueba.

2/3 gen de =]

rﬁm’“ ——- .- - ——

Gen de interes

F

Leyenda: F donde hibridaria el cebador delantero; R donde hibridaria el cebador reverso.
Figura 29. Representacion esquematica de la posicion de los cebadores a disefiar.

Con el presente trabajo se construyeron los elementos necesarios para generar una
cepa que exprese condicionalmente los genes pknA o pknB, requiriendo estandarizar la
electroporaciéon para obtener dicha cepa. Aungue aun no ha sido posible conseguir las dos
cepas condicionales, se seguiran realizando experimentos para obtenerlas, debido a que el
estudio de estos genes es de vital importancia en la actualidad para su evaluacién como
posibles blancos terapéuticos. Dichos estudios ademas suministrarian mas informacion de la
interaccion de ambas proteinas. Para la proteina PknB se reporté que su dominio extracelular
actuaba como un sensor para que, la bacteria comience el proceso de division celular. Por lo
gue, se podria estudiar cual de sus dominios PASTA es el que recibe dicha sefial. Para PknA,
encontrar sustratos in vivo y estudiar interacciones con otras proteinas, para conocer acerca
de los eventos de fosforilacién y desfosforilacion de la misma. Con ambas proteinas, conocer

bien sus funciones para disefar las drogas que las puedan inhibir.
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8.- Conclusiones

- Se obtuvieron las cepas MS82 y MS83, siendo ésta ultima mas eficiente en la represion del
gen lacZ que la cepa MS82, cuando son sometidas a la misma concentracion de

anhidrotetraciclina (ATc).

- La construccion de los plasmidos recombinantes para los genes pknA (pVknA37) y pknB
(pVknB35) fue verificada por andlisis de restriccién, PCR y secuenciacion, dando como

resultado el éxito de su obtencion.

- Las condiciones utilizadas para el segundo ensayo de electroporacion (Tratamiento
desnaturalizante con alcali al ADN en grandes cantidades), aumentaron la tasa de

recombinacién, obteniéndose mas transformantes.

- Todas las transformantes obtenidas de los ensayos de electroporacion de los plasmidos
recombinantes en la cepa MS83, fueron producto de recombinaciones ilegitimas, en las

cuales ocurrio la integracion del casete de Higromicina del plasmido.

- Se requieren ensayos adicionales para estandarizar la metodologia, entre ellos la utilizacion

de un control positivo de represion con una cepa ya construida.
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