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RESUMEN

Las islas gend micas son segm entos de DNA localizados en el crom osoma que
contienen infor macioén genética relacionada  con el m etabolismo secundario de la
bacteria. Frecuentem ente, poseen la capacid ad de es cindirse desde o integ rarse en
replicones mediante recombinacidn especifica de sitio. Es asi que las islas genom icas
estan flanqueadas por secuencias rep etidas directas cortas, que actian como sustrato de
la recombinacidn, y contienen genes codificantes para una integrasa y una escisionasa
que llevan a cabo este interc ambio genético. Estos eventos de m ovilidad hacen posible
que las islas gendmicas se transfieran horizontalmente de una bacteria a otra.

La m icrocina H47 es un antibidtico pe  ptidico de sintesis ribosomica que
pertenece a la fa milia de m icrocinas de mayor m asa m olecular. Su produccién esta
determinada por un sistema genético localizado en el cromosoma de la cepa Escherichia
coli H47. Dicho sistem a antibidtico tiene una extension de c.a. 13 kb y esta flanqueado
por repetidos directos extensos e imperfectos. Previamente, se determin6 que el sistema
genético microcina H47 se escinde tanto desde el crom osoma de E. coli H47 como
desde plasmidos recom binantes con el sistem a clonado portados por E. coli K12. Mas
aun, se corrobor6 que uno de los productos de escision, plasmido sin el sistema, portaba
una secuen cia hib rida resultante de lare combinacion e specifica de sitio en tre los
repetidos directos que lo flanquean.

En este trab ajo se obtuv o la secuen cia hibrida portada por el otro producto de
escision, sistema antibiotico com o molécula in dependiente, y se dilucid6 la existencia
de cinco sitios de recombinaci 6n dentro de los repetidos directos. Asim ismo, se llevo a
cabo la bus queda de lo s genes de movilidad d el sistema microcina H47, determ inando
que los mismos no se encuentran dentro del sistema ni en las re giones adyacentes. Por
lo tanto, las funciones de movilidad serian provistas por el contexto g enético en que el
sistema se integra, ya sea en la cepa E. coli H47 com o en células de E. coli K12. Por
ultimo, se realiz6 un relevamiento de la movilidad del sistema antibiotico asi como de la
presencia de su p lataforma de integ racion en u na coleccion de aislam ientos de E. coli
uropatdgeno. De esta form a, se dilucid6 que el sistem a microcina H47 es un elem ento
genético movil que se encuen  tra integ rado o tien e el p otencial d e hacerlo en el
cromosoma de algunas cepas uropatogenas de E. coli.

En suma, el sis tema genético microcina H47 es una pequefia isla, denom inada

isla genomica H47, que emplearia una estrategia “parasita” para su movilidad.
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1. INTRODUCCION

1.1. Las islas genomicas

El continuo aumento en el nimero de genomas bacterianos secuenciados en los
ultimos afos ha permitido clasificar la informaciéon genética de los procariotas en
informacion bdasica e informacion flexible. La primera codifica para funciones
esenciales de la vida de la bacteria, varia poco y estd contenida en el cromosoma. Por su
parte, la informacion flexible codifica para funciones prescindibles dedicadas a la vida
de relacion de la bacteria, varia mucho y con frecuencia es transferida horizontalmente.
Se encuentra contenida en plasmidos, transposones, integrones, bacteriéfagos e islas
genomicas.

Las islas genomicas (GIs) son elementos genéticos ampliamente distribuidos en
el mundo bacteriano, habiendo sido mas estudiadas en Escherichia coli y en otras
enterobacterias. En estos casos se ha visto que las bacterias contienen varias islas
gendmicas en su cromosoma. Las Gls son segmentos de DNA de hasta 500 kb de
extension que se localizan en el cromosoma, estando en algunos casos insertadas en
genes para RNAs de transferencia. Se caracterizan por estar flanqueadas por secuencias
repetidas directas cortas (DRs) de 9 a 20 pb, que suelen tener un contenido en G+C y
uso de codones distintos al del genoma basico que las porta, asi como una estructura en
mosaico, i.e. integrada por segmentos de DNA de distinta procedencia. Contienen genes
que codifican para funciones que contribuyen fuertemente al desarrollo de distintas
estrategias de vida de las bacterias. Ademas, portan determinantes genéticos para
factores de movilidad como son integrasas, escisionasas, transposasas y movilidad
conjugativa, derivados de bacteriofagos y pladsmidos. Estos genes le otorgan un
dinamismo intrinseco al contenido genético de la isla, ya sea integrando nueva
informacion o perdiendo parte de la preexistente. Asimismo, hacen posible que la isla se
movilice como una unidad y como tal pueda ser transferida horizontalmente a otra
bacteria (Hacker & Kaper, 2000; Hacker & Carniel, 2001; Juhas et al., 2009). Las
primeras islas genomicas descritas, y hoy en dia mas estudiadas, son las islas de
patogenicidad (PAls). Estas islas revisten importancia clinica ya que poseen genes para
factores de virulencia que contribuyen al desarrollo de un proceso de infecciéon en un
hospedero (Schmidt & Hensel, 2004).

Dada la relevancia que tienen la movilidad y la transferencia de una isla

gendmica de una bacteria a otra, en los ultimos afios se han podido dilucidar algunos



aspectos fundamentales de la dindmica de estos elementos genéticos. Primero, la isla
integrada en el cromosoma de una bacteria (donante) se escinde por recombinacion
especifica de sitio entre los DRs que la flanquean -estas secuencias se llaman atzL
(izquierda) y attR (derecha)-. Dicho intercambio genético es un evento de muy baja
frecuencia (ca. 10™) y esta operado por una integrasa asistida en algunos casos por una
escisionasa, ambas codificadas por la propia GI (Fig. 1A) (Rajanna et al., 2003;
Middendorf et al., 2004). Como producto se obtienen el cromosoma sin la isla y la isla
como molécula circular independiente, ambos portando una secuencia hibrida formada
por parte de cada secuencia repetida directa. Dichas secuencias son “sitios de
integracion”, a los que denominaremos attC en el caso del portado por el cromosoma y
attl para el contenido en la isla escindida. La isla como molécula circular independiente
es entonces pasible de ser transferida a otra bacteria (receptora) por mecanismos de
transferencia horizontal de genes. Se ha demostrado la transferencia de algunas GIs por
transduccion y por conjugacion. En el primer mecanismo, la isla conserva muchas
funciones fagicas, incluso la capacidad replicativa. Es asi que se escinde y luego se
replica cuando un bacteriéfago temperado infecta a la bacteria donante o cuando un
profago residente en ella es inducido a desarrollar un ciclo litico. En este caso, la isla
contiene informacion que direcciona la maquinaria fagica hacia la formaciéon de
capsides virales adaptadas al tamafio de la isla. De este modo, se forman con alta
frecuencia particulas transductantes portadoras del DNA de la isla que son liberadas
cuando se lisa la bacteria. La transferencia de la GI ocurre si una de estas particulas
transductantes infecta una nueva bacteria. Este fendémeno se ha descrito para la familia
de islas de patogenicidad de Staphylococcus aureus que contienen genes para
superantigenos (Novick et al., 2010). El segundo mecanismo lo utilizan aquellas GIs
que portan informacion genética dedicada a la transferencia conjugativa. Primero se
describieron los denominados elementos integrativos y conjugativos (ICEs), que
contienen dentro de la isla toda la informacion genética necesaria para la transferencia
conjugativa, i.e. portan un origen de transferencia (oriT), genes mob y genes tra. Los
ICEs se encuentran ampliamente distribuidos en las bacterias, mediando la transferencia
de genes para una gran variedad de funciones (Burrus et al., 2002; Burrus & Waldor,
2004). Un ejemplo es la isla de alta patogenicidad de Yersinia sp. (HPI), la que se
postula se ha diseminado ampliamente dentro de las enterobacterias por conjugacion
(Benedek & Schubert, 2007; Lin et al., 2008). Posteriormente, se encontraron islas que

portan parte de la informacion genética necesaria para la conjugacion, las que se



llamaron elementos integrativos y movilizables (IMEs). Si bien estas islas son incapaces
de mediar su transferencia, se ha podido determinar que basta con que tengan un oriT
para ser movilizadas por otros elementos conjugativos, ya sea ICEs o plasmidos
(Waldor, 2010; Wozniak & Waldor, 2010). Ejemplos de IMEs movilizados por ICEs se
han descrito recientemente en distintas especies de Vibrio sp. (Daccord et al., 2010). En
cuanto a un IME transferido por un plasmido conjugativo, podemos citar el caso de la
GI I portada por especies del género Salmonella, cuya movilidad es mediada por una
familia de plasmidos conjugativos (Douard et al., 2010). En la conjugacion entonces la
bacteria donante establece un par conjugativo con la bacteria receptora a través del que
se transfiere la isla como molécula circular independiente. Cabe sefialar que para la
mayor parte de las islas gendmicas no se conoce su mecanismo de transferencia; mas
aln no presentan en su estructura genética caracteristicas que sugieran una posible
transferencia por transduccion o conjugacion. Una vez transferida, la GI se establece en
la bacteria receptora al integrarse en su cromosoma por recombinacion especifica de
sitio (Fig. 1B). Dicho intercambio genético ocurre entre el sitio att/ portado por la isla 'y
su homologo a#tC presente en el cromosoma. En varias islas gendmicas el sitio de
integracion suele ser una secuencia cromosémica correspondiente a la region 3’ de un
gen para un RNA de transferencia (tRNA). El evento de integracion es operado por la
integrasa codificada dentro de la isla genémica. Como producto de la integracion, la isla
queda limitada en ambos extremos por las secuencias repetidas directas attL y attR. Por
lo tanto, la condicion original de la GI se reproduce ahora en el contexto de una nueva
bacteria.

La similitud entre una isla gendémica y un bacteriéfago temperado en cuanto a la
estrategia de movilidad sugiere fuertemente que las GIs surgieron a partir de
bacteriéfagos que perdieron la capacidad de desarrollar ciclo litico. Dos hallazgos
abogan a favor de esta hipdtesis: 1) la recombinacidon especifica de sitio es el
mecanismo utilizado por estos fagos para integrarse o escindirse del cromosoma
bacteriano, siendo los genes para tRNAs los sitios clasicos de integracion, y 2) los genes
codificantes de la integrasa y de la escisionasa de las GIs son altamente homdlogos a los
correspondientes de los bacteriéfagos (Hochhut et al., 2006; Juhas et al., 2009). En el
caso de los ICEs y los IMEs se adicionan a las propiedades fagicas funciones

plasmidicas que le permiten a la isla transferirse por conjugacion.
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Fig. 1. Esquema de la movilidad de una isla genomica. A. Escision de una GI desde el cromosoma
de una bacteria donante. B. Integracion de la GI al cromosoma de una bacteria receptora. Con linea
llena y punteada se sefiala el DNA cromosomico y con linea verde el DNA de la isla. x, genes
caracteristicos de la GI; int, corresponde al gen codificante de la integrasa y xis, al gen que codifica

para la escisionasa. Con rectangulos se indican los repetidos directos que flanquean la isla: atfL
(negro) y attR (gris).

En conclusion, la capacidad de las islas genomicas de transferirse
horizontalmente como una unidad hace posible que las bacterias adquieran en un unico
evento propiedades importantes para desarrollar una determinada estrategia de vida.
Dado el gran impacto que supone la existencia de las GIs en la evolucion bacteriana, el

estudio de estos elementos genéticos ha adquirido relevancia en los ltimos afios.

1.2. El sistema genético microcina H47

La microcina H47 (MccH47) pertenece a una familia de antibioticos peptidicos
de sintesis ribosémica denominados microcinas catecol. Este grupo estd compuesto por
las microcinas H47, 147, M y E492, las que se caracterizan por ser péptidos modificados
postraduccionalmente por la adicion de un siderdforo de tipo catecol. Esta adicion hace
posible la captacion del antibiotico en las bacterias susceptibles a través de la via de
ingreso de los catecoles (Azpiroz & Lavifia, 2004; Poey et al., 2006). A su vez, las
microcinas catecol componen un grupo mas amplio de antibidticos, denominado
microcinas de mayor masa molecular (HMMM), que integra a la colicina V (ColV)

(Azpiroz & Lavifia, 2007). La produccion de estos antibidticos asi como la presencia de



algunos de sus genes es frecuente en cepas uropatogenas de E. coli (UPEC), por lo que
se los ha propuesto como un factor de urovirulencia (Grozdanov et al., 2004; Poey et al.,
2006; Azpiroz et al., 2009, Poey, 2011).

La produccion de MccH47 se identifico por primera vez en un aislamiento
clinico de E. coli procedente de heces humanas, el que se denominé E. coli H47 (Lavina
et al., 1990). El fenomeno de antibiosis estd codificado en un sistema genético de
localizacion cromosdmica que posee aproximadamente 13 kb de extension. Dicho
sistema se compone de: un gen de actividad (mchB), que codifica para el péptido
precursor de la MccH47; un gen de inmunidad (mchl), codificante para un péptido que
protege a la célula contra su propia produccion; cuatro genes de maduracion (mchA,
mchS1, mchC 'y mchD), cuyos productos hacen posible la formacién de la molécula
catecol salmoquelina y su unién al péptido precursor, y dos genes de secrecion (mchE'y
mchF), que codifican para un sistema de exportacion del antibiotico maduro al medio
extracelular. Ademas, dentro del sistema se identificaron dos parejas de genes de
actividad-inmunidad para otras dos microcinas catecol. Una de ellas determina la
produccion de microcina 147 (Mccl47), la que se detecta en condiciones de deprivacion
de hierro. La otra corresponde a vestigios de los genes de actividad-inmunidad de la
microcina M (MccM), por lo que este antibidtico no es producido por E. coli H47 (Fig.
2A) (Poey et al., 2006).

En nuestro laboratorio se dispone de cepas de E. coli K12 que contienen
distintos plasmidos recombinantes portadores del sistema genético MccH47 procedente
de E. coli H47 (Gaggero et al., 1993). El fragmento clonado abarca 16.823 pb
comprendidas entre dos sitios HindIII (fragmento H-H) y contiene el sistema antibidtico
mas regiones cromosdmicas adyacentes a ambos lados (Fig. 2A). La secuencia de este
fragmento revelo la existencia de dos repetidos directos flanqueando el sistema MccH47
(Poey et al., 2006). Dichos repetidos son extensos, el izquierdo tiene una longitud de
148 pb y el derecho de 144 pb, y comparten una identidad de secuencia del 76% (Fig.
2B). Esta estructura sugiere que el sistema MccH47 podria ser una isla genémica que
tuviera la capacidad de movilizarse. Efectivamente, se comprobd que el sistema
MccH47 se escindia de la molécula que lo portaba por recombinacion especifica de sitio
entre los repetidos directos que lo flanquean (Bascuas, 2010). Esto se evidencid por
PCR mediante el disefio de oligonucle6tidos que generaban amplicones tnicamente si
habia escision. Dicho intercambio genético ocurrid tanto a partir del DNA cromosémico

de la cepa E. coli H47 asi como de los distintos plasmidos recombinantes portadores del
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fragmento H-H. Més aun, se pudo determinar que uno de los productos de escision, el
plasmido sin el sistema antibidtico, portaba una secuencia hibrida compuesta por parte
de los repetidos directos. Esta secuencia hibrida es entonces un sitio de integracion attC
y las secuencias repetidas que flanquean el sistema MccH47 corresponden a sitios a#fL-
attR, izquierdo y derecho, respectivamente. Cabe mencionar que se trabajo siempre en
un contexto celular deficiente para la recombinacion homologa, por lo que solo la
recombinacion especifica de sitio podia ser la responsable de la escision del sistema

MccH47.
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attL attR

attL CATTCACATTGTTTATAACTGGCATTACACC:GGTGTTGATGCGCACCTTCCCGTG TGTCTGCAC:
attR CATATACTCTGAATAAAACCATCATTTCA--GGTGTTGATGCGCGCTTTAC- —TGTGTCTGCAG

attL CGGCTTAACAAAATTCAACAGAGTCTGAAGGAGTCGTATTCTBTGCAAATAACCGAAGCGTTAC
attR TGGCTTAACAAAATTCAACAGGGTTTGAAA AGGAACATTTCEGTGCAAATAACCGAAGC:CTTAA

attL  TTTTAGTGACGGGGTT-ATCC 148
attR  TTTCAGAGCCGGGAGACATCC 144

Fig. 2. Sistema genético MccH47, repetidos directos y regiones adyacentes. A. Representacion
esquematica del fragmento H-H (EMBL AC: AJ009631). Se representan con rectangulos las secuencias
repetidas directas (attL y attR) que flanquean el sistema MccH47 (de 12.635 pb). Por dentro de los
repetidos se indican con flechas de distintos colores los genes que componen el sistema: en verde, genes
de maduracion; en naranja, genes de secrecion; en amarillo, genes regulatorios; en rojo, genes de actividad
microcina, y en azul, genes de inmunidad. Se recuadran las parejas de genes de actividad-inmunidad para
las microcinas 147 y H47. Con flechas grises se sefialan los vestigios de los genes de actividad-inmunidad
para la MccM. B. Alineamiento de las secuencias repetidas directas que flanquean el sistema MccH47 con
el programa Lalign (Huang & Miller, 1991). Se pintan en amarillo los nucledtidos idénticos y se
recuadran las regiones de identidad de extension mayor a diez nucle6tidos.

Por otra parte, el sistema genético MccH47 no seria una GI exclusiva de la cepa
E. coli H47, sino que se encontraria en el cromosoma de otras cepas de E. coli,
fundamentalmente patégenas, e incluso en una cepa de Salmonella enterica (Bascuas,
2010). Concretamente, el analisis de la secuencia nucleotidica del fragmento H-H contra

los bancos de datos (EMBL) revel6 la existencia de tres tipos de estructura genética: el



sistema MccH47 integrado entre los sitios attl y attR; diferentes extensiones del
sistema con el sitio atfR pero sin attL, y posibles sitios de integracion attC (Fig. 3). La
secuencia del fragmento H-H se encontré casi idéntica en la GI 2 de la cepa
enteroagregativa E. coli 042 y muy recientemente en la cepa productora de toxina de
Shiga E. coli MHI813 (Chaudhuri et al., 2010; AC: AFDZ01000020). También estaria
presente en E. coli CA46, cepa que contiene el sistema MccH47 flanqueado por el sitio
attL (Patzer et al., 2003). En este caso, permanece incierta la presencia del sitio a#fR ya
que la secuencia depositada en el banco de datos no se extiende lo suficiente a la
derecha. La segunda estructura se encontr6 fundamentalmente en cepas patdgenas
extraintestinales de E. coli, todas ellas conteniendo distintas extensiones del sistema
MccH47 y manteniendo siempre el sitio attR. Por ultimo, los supuestos sitios de
integracion del sistema MccH47 (attC) estan presentes en cepas patdgenas intestinales y

extraintestinales de E. coli asi como en una cepa de S. enterica.

Cepas de E. coli
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Fig. 3. Comparacion de la secuencia nucleotidica del fragmento H-H contra los bancos de datos.
Arriba, se representa el fragmento de DNA de 16.823 pb que contiene el sistema MccH47. Abajo, se
muestran algunos ejemplos de secuencias cromosomicas presentes en cepas naturales de E. coli que
comparten, en los segmentos representados, una identidad mayor al 85% con la secuencia comparada.
Con flechas se representan los genes del sistema MccH47 y sus homdlogos en otros microorganismos,
siguiendo los codigos de colores y recuadros de la Fig. 2.



Por lo tanto, segun nuestros resultados previos, el sistema genético MccH47
seria una isla gendémica movil capaz de distribuirse en cepas de E. coli, e incluso en
otras enterobacterias. Faltan atin por dilucidar aspectos clave en la operativa de su
movilidad, los que se abordaran en este trabajo.

Por ultimo, se describen a continuacion estudios realizados recientemente en
nuestro laboratorio que seran relevantes para este trabajo. Concretamente, varias
colecciones de aislamientos de UPEC fueron analizadas fenotipica y genotipicamente
(Poey, 2011). En primer lugar, se estudid el grupo filogenético al que pertenecian
dichos aislamientos siguiendo el criterio que divide a las cepas de E. coli en cuatro
grupos (A, Bl, B2 y D), cada uno determinado por una combinacion de
presencia/ausencia de dos genes y un segmento de DNA (Clermont et al., 2000).
Ademas, se determiné el contenido en genes de urovirulencia y en genes microcina, y la
produccion de HMMM de cada aislamiento. Se definieron asi tres perfiles de virulencia
en base a la presencia de determinados genes microcina. El perfil I se caracterizé por la
presencia del gen de actividad para la MccM (mcmA), el perfil Il por la presencia del
gen de actividad para la MccH47 (mchB) y el perfil III por la presencia del gen de
actividad para ColV (cvaC). Dentro de cada perfil se agruparon cepas productoras y no
productoras de HMMM. Cuando hubo produccién, ésta presentd las siguientes
caracteristicas: de MccH47 y MccM conjuntamente en el perfil I, de MccH47 en el
perfil I y de ColV en el perfil III. En cuanto al grupo filogenético y al contenido de
virulencia, se observaron distintos niveles de asociacion de acuerdo al perfil: las cepas
pertenecientes al perfil I fueron todas B2 y muy ricas en factores de virulencia, las del
perfil II fueron A, B1 o D, y pobres en dichos factores, y las del perfil III pertenecieron
a cualquiera de los cuatro grupos filogenéticos, con abundancia en genes para la
adquisicion de hierro. En suma, se establecid una vinculacion entre las HMMM vy
distintos contextos de virulencia de cepas de UPEC (Poey, 2011). Cabe sefalar que
nuestro modelo de estudio en este trabajo, el sistema genético MccH47, esta contenido

en E. coli H47, cepa de referencia para el perfil 1.



2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo general
El objetivo general de este trabajo fue continuar el estudio de la movilidad del
sistema genético MccH47 en cuanto a sus aspectos operativos y de distribucion en la

especie.

2.2. Objetivos especificos
Los objetivos especificos de este trabajo fueron:

1. completar la informacion sobre la region dentro de los repetidos directos donde
ocurre la recombinacion especifica de sitio que da lugar a la escision de este
sistema,

2. buscar y localizar los genes que codifican para la integrasa y la escisionasa
involucrados en la movilidad del sistema MccH47 y

3. realizar un relevamiento de la movilidad del sistema genético MccH47 asi como
de la presencia de su plataforma de integracion en una coleccion de aislamientos

de E. coli procedentes de urocultivos.



3. MATERIALES Y METODOS

3.1. Estirpes bacterianas y plasmidos

Se emplearon distintas estirpes de E. coli K12 y algunos plasmidos disponibles
en el laboratorio (Tabla 1). Para el relevamiento de la movilidad del sistema genético
MccH47 y de la presencia de su sitio de integracion en aislamientos de UPEC se trabajé
con las siguientes cepas de referencia: Nisslej9;7 y CFT073 (para el perfil 1), y H47
(para el perfil II), cepas naturales de E. coli y PAP222 (para el perfil III), BZB1011
portadora del plasmido pUY270 (Azpiroz et al., 2009). Ademas, se analizaron 301
aislamientos clinicos de E. coli procedentes de urocultivos, obtenidos en dos hospitales:
Hospital Militar (cortesia de la Prof. G. Borthagaray) y Centro Hospitalario Pereira
Rossell (cortesia de la Dra. M. Albini).

Tabla 1. Estirpes de E. coli K12 y plasmidos

Estirpes/Plasmidos Genotipo/Fenotipo Origen/Referencia
BZB1011 gyrd Pugsley, 1985
MC4100 araD lacUI169 relA rpsL thiA (Sm®) Lavifa et al., 1986
RYC1000 MC4100 rbs7 gyrA recA (Sm®, Nal®) Gaggero et al., 1993
DH5a supE AlacU169 (@80 lacZAM15) hsdR17 Miller, 1992
recA endA gyrA thi relA (Nal®)
pop3000 HfrH Lavifia et al., 1986
RYC745 F arg gyrA his lac leu pro rpsL sbmA::Tn5 thr Lavifia et al., 1986
(Km®, Nal®, Sm®)
FGB20 arg gyrA lac rpsL sbmA::Tn5 (Km®, Nal®, Sm®)  Coleccién del laboratorio
transconjugante pop3000 x RYC745
pBR322 replicon pMB1 (Tc®, Ap®) Miller, 1992
pUC13 bla lacZ’ replicon pMBI1 (Ap") Miller, 1992
pACYC184 replicon p15A (Tc®, Ap®) Miller, 1992
pUCYCS bla lacZ’ replicon pl15A (Cm®) Azpiroz et al., 2009
pEX2000 pBR322 con el sistema MccH47 (Ap®) Gaggero et al., 1993
pEX4 pUC13 con el sistema MccH47 (Ap®) Lavifa et al., 1990
pEX100 pACYC184 con el sistema MccH47 (Cm®) Gaggero et al., 1993
pUY69 pUC13 con mchl (Ap®) Rodriguez & Laviiia, 2003
pUY270 pUC13 con el sistema ColV (Ap") Azpiroz et al., 2001
pUY272 pUC13 con cvi (Ap®) Azpiroz & Laviia., 2007
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3.2. Medios de cultivo

Los medios de cultivo utilizados fueron: medio rico Luria-Bertani (LB) y medio
minimo M63 (Anexo 1).

Los antibidticos se afiadieron a las concentraciones finales siguientes:
Ampicilina (Ap) 50 pg/ml, Cloranfenicol (Cm) 60 pg/ml, Kanamicina (Km) 30 pg/ml y
Tetraciclina (Tc) 15 pg/ml. Estas soluciones se esterilizaron por filtracion empleando
filtros milipore de 0,45 pm.

Para detectar la actividad B-galactosidasa se utilizo el indicador cromogénico X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopiranésido) a una concentracion final de 20
pug/ml. Para crear condiciones de deprivacion de hierro se adiciond al medio de cultivo

2,2 dipiridilo (DPP) a una concentracion final de 50 pM.

3.3. Prueba de produccion antibiotica

La prueba de produccion antibiodtica consiste en realizar “picadas” de las estirpes
a ensayar en una placa de medio minimo M63 sembrada con un tapiz de una cepa
indicadora. Para obtener el tapiz se utilizaron 100 pl de una suspension con c.a. 10’
células/ml en M63 sales (Anexo 1). Luego de 24 horas de incubacion a 37°C, aquellas
estirpes productoras de antibidtico generan halos de inhibicion del crecimiento del tapiz
alrededor de la picada (halos de antibiosis) (Asensio et al., 1976). La produccion de
MccH47 y de ColV se evidencio sobre la cepa indicadora MC4100, sensible a ambas
microcinas. La especificidad de estas producciones se corrobor6 utilizando tapices de
cepas inmunes a cada microcina: MC4100 (pUY69), inmune a MccH47 por presentar el
gen de inmunidad mchl, y MC4100 (pUY272), inmune a ColV por contener el gen de
inmunidad cvi. Como controles se picaron las estirpes: RYC1000 (pEX4) y RYC1000
(pEX100), productoras de MccH47, y RYC1000 (pUY270), productora de ColV.

3.4. Obtencion de extracto extracelular con actividad ColV

El extracto extracelular con actividad ColV (extracto ColV) se obtuvo a partir de
RYC1000 (pUY270), estirpe productora de ColV. Dicha cepa se cultivé en LB a 37°C
hasta fase logaritmica avanzada y posteriormente se le agregdé DPP incubandose una
hora mas. Dado que la producciéon de ColV esta regulada por la disponibilidad de
hierro, el quelante adicionado al cultivo genera las condiciones de induccion de esta
actividad antibiotica en las células (Boyer & Tai, 1998). Luego, el cultivo se centrifugd

durante 20 min a 13.000 rpm y se recuperd el sobrenadante. Este ultimo se incub6 a una
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temperatura de 80°C durante 30 min para provocar la muerte de las células remanentes.
La actividad ColV se mantiene indemne ya que este antibidtico es un péptido
termoestable. Se prueban gotas de 10 pl del sobrenadante sobre una placa de M63
glucosa sembrada con un tapiz de MC4100. La inhibicion del crecimiento del tapiz en el

lugar donde se deposita la gota indica la presencia de actividad ColV.

3.5. Transferencia de plasmidos por conjugacion

Se realizaron experimentos de conjugacion para transferir a una cepa de E. coli
K12 distintos plasmidos albergados por aislamientos del perfil III. La cepa receptora fue
siempre FGB20, estirpe de E. coli K12 portadora de un transposon Tn5 que le confiere
resistencia al antibidtico Km. Esta resistencia fue utilizada en todos los experimentos de
conjugacion para la contraseleccion de las cepas donantes. Para transferir el plasmido
portador del sistema genético ColV (pColV) se utilizaron como cepas donantes cinco
aislamientos clinicos pertenecientes al perfil III (ITI-1 a III-5) productores de ColV. Se
realizaron cultivos en LB a 37°C hasta fase logaritmica avanzada de las cepas donante y
receptora, la primera se incubo sin agitacion y la segunda con agitacion. Posteriormente,
se incubaron juntas en una proporcion 4 (receptora):1 (donante) durante 2 horas a 37°C
con minima agitacion. Cumplido el tiempo se rompieron los pares conjugativos con
fuerte agitacion y se sembraron alicuotas de la mezcla en placas de LBKm adicionadas
de extracto ColV. El empleo de este extracto permite seleccionar clones
transconjugantes resistentes a ColV por haber adquirido el plasmido ColV. Como
controles, ambos parentales se procesaron por separado, en paralelo y de igual forma
que la mezcla experimental. Para comprobar la transferencia del plasmido ColV, se
purificaron algunos clones transconjugantes y se evalu6 su capacidad de producir ColV
por la prueba de picada sobre tapices sensible e inmune a este antibidtico. Asimismo, se
corrobord por PCR que estos clones contenian el gen de actividad cvaC para la
produccion de ColV. Por su parte, para la transferencia de eventuales plasmidos
portadores de genes de resistencia antibidtica se sigui6 el mismo procedimiento descrito
para la conjugacion anterior. Es asi que como cepa receptora se us6 FGB20 y como
cepas donantes los aislamientos III-4 y III-5. Dichos aislamientos portaban las
resistencias a Ap, Cm y Tc y eran sensibles a Km mientras que FGB20 era resistente a
Km y sensible a Ap, Cm y Tc. Por lo tanto, para seleccionar transconjugantes Ap~, Cm"
y Tc® alicuotas de la mezcla de conjugacion se sembraron en placas de LBApKm,

LBCmKm y LBTcKm, respectivamente.
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3.6. Curado de plasmidos

La pérdida de plasmidos (“curado’) portados por dos aislamientos pertenecientes
al perfil III (III-4 y III-5) se realiz6 siguiendo el protocolo descrito por Mansi et al.,
2000. Esta prueba se basa en tratar las células bacterianas con el detergente i6nico SDS
que, por razones no dilucidadas, facilita la pérdida de plasmidos. Las cepas a curar se
cultivaron en LB e incubaron toda la noche a 37°C. Posteriormente, alicuotas de estos
cultivos se colocaron en tres medios, LB, LB adicionado con SDS 6% y LB adicionado
con SDS 7%, y se incubaron nuevamente toda la noche a 37°C. Se tom¢6 1 ml de cultivo
y se centrifugd para quitar el medio LB, resuspendiendo las células en 1 ml de M63
sales. Se hicieron diluciones seriadas y alicuotas de éstas se sembraron en LB. La
eventual pérdida de plasmidos por parte de los aislamientos se evalu6 mediante la
técnica de “replica-plating”. Esta prueba consiste en transferir las colonias crecidas a un
terciopelo estéril y luego desde este ultimo hacia los medios en que se quiere ensayar el
crecimiento. Para determinar el curado del plasmido ColV, las células se replicaron
sobre placas de medio minimo sembradas con un tapiz de MC4100. Luego de 24 horas
de incubacion a 37°C, las células que perdieron pColV se evidenciaron por su
incapacidad de generar halos de antibiosis. Para evaluar la posible pérdida de plasmidos
portadores de genes para resistencias antibidticas, las células tratadas se replicaron sobre
medios adicionados de los distintos antibioticos. En este caso la ausencia de crecimiento

sugirio el curado de pldsmidos.

3.7. Manipulacién y analisis del DNA

Para la extraccion del DNA plasmidico se utilizaron los protocolos de lisis
alcalina y de lisis rdpida (Anexo 1). La extraccion de DNA gendmico se realizod con el
kit “Wizard genomic DNA purification system” de Promega, segun las instrucciones del
fabricante. Las mezclas de digestion y ligacion contuvieron 1/10 de enzima (Biolabs),
1/10 de buffer especifico de la enzima (Biolabs) y distintas cantidades de DNA
plasmidico (Sambrook et al., 1989). La obtencion de células competentes y la
transformacion de las mismas con DNA plasmidico se realizo seglin se describe en el
Anexo 1. La resolucion de DNA entero, digerido y de productos de PCR se llevé a cabo
por electroforesis en geles de agarosa de 0,8% - 2%, utilizando buffer TAE 1x. Las
corridas se realizaron en el rango de 50V-80V segtn los tamafios de DNA a resolver.

Para las reacciones de PCR se utiliz6 U-Taqg DNA polimerasa (SBS Genetech)

en un volumen final de 30 pl. Las mezclas de reaccion contuvieron buffer 1x, 2 mM de
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MgCl,, 200 uM de cada deoxinucleétido trifosfato, S00 nM de cada oligonucledtido,
0,6 U de DNA polimerasa y como molde 100-200 ng de DNA plasmidico y 200-400 ng
de DNA genomico. Las condiciones de amplificacion fueron: 2 min a 94°C, 30 ciclos
de incubacion a 94°C por 30 seg., temperatura de asociacion por 30 seg., 72°C por 30
seg. y una extension final a 72°C por 2 min. Para obtener los fragmentos de
amplificacion a clonar se utilizo la enzima Vent polimerasa (Biolabs), que garantiza una
mayor fidelidad de la secuencia amplificada y genera extremos romos. Los
oligonucleotidos de sintesis, las temperaturas de asociacion y los tamafios de los
amplicones se muestran en la Tabla 2.

Para el estudio del grupo filogenético al que pertenecian las cepas de E. coli se
realizé una PCR triple que amplifica un fragmento de DNA an6nimo, denominado
TSPE4.C2, y dos genes, chuA, codificante del receptor de hemo, e yjaAd, cuya funcion
no se conoce. Este método permite clasificar a las cepas de E. coli en cuatro grupos
filogenéticos: A (ausencia de bandas o yjad"), Bl (tspE4c2"), B2 (chud” e yjaA" o
chud”, yjaA"y tspE4c2") y D (chud" o chud” y tspE4c2™) (Clermont et al., 2000).

Los productos de PCR obtenidos exclusivamente para secuenciacion
nucleotidica fueron purificados con “QIAEXII Gel extraction kit” (Qiagen) y aquéllos
obtenidos para clonado fueron purificados con “MinElute PCR purification kit”
(Qiagen). La secuenciacion nucleotidica se llevo a cabo en la Unidad de Biologia

Molecular del Instituto Pasteur de Montevideo.

Tabla 2. Oligonucleétidos, temperaturas de asociacion y amplicones generados.

OLIGONUCLEOTIDOS SECUENCIA (5’-3") Tm asoc. (°C) TAMANO (pb)
inl GTTTGTAGGAGCTTTCTTTTTTG
53 IN (762)
in2 CGCTGATGACTGTTTTTATGTTG
outl CCGTTCATTTTCCTGCTGACCC
58 OUT (316)
out? TCTGTTGCCCGTTGATGTTTCCT
cvaCl ATGAGAACTCTGACTCTAAATGAAT
56 cvaC (302)
ovaC2 ACATCACTAAGATTATTTGGACT
chudl GACGAACCAACGGTCAGGAT
56 chud (279)
chud2 TGCCGCCAGTACCAAAGACA
yjadl TGAAGTGTCAGGAGACGCTG .
56 yjaAd (211)
yjaA2 ATGGAGAATGCGTTCCTCAAC
TSPE4C2.1 GAGTAATGTCGGGGCATTCA
56 tspE4c.2 (152)
TSPE4C2.2 CGCGCCAACAAAGTATTACG
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3.8. Estrategia para la deteccion del fendmeno de escision del sistema MccH47
Debido a que la escision de una isla gendmica es un evento de muy baja
frecuencia, la deteccion de este fenomeno en el sistema MccH47 se llevd a cabo
mediante la técnica de PCR. Para ello, se disefaron oligonucleétidos de sintesis que
hibridaran a cada lado de los sitios atfL y attR que flanquean el sistema (Fig. 4A). Los
cebadores se combinaron en dos parejas: los que se extienden desde fuera del sistema
hacia cada sitio atf (cebadores “out”) y los que amplifican desde dentro hacia cada att
(cebadores “in”). Esta combinacion de oligonucledtidos asegura que sélo exista
amplificacion si ocurre escision, ya que si el sistema MccH47 esta integrado los
fragmentos a amplificar serian demasiado extensos, siendo imposible su obtencion.
Estas reacciones de amplificacion evidenciardn entonces los productos de escision: el
plasmido sin el sistema al usar los cebadores out (amplicon de 316 pb) y el sistema
como molécula circular independiente empleando los cebadores in (amplicon de 762
pb) (Fig. 4B). Cada fragmento amplificado portard una secuencia hibrida, i.e. un sitio

attC en el pldsmido sin el sistema y un sitio att/ en el sistema como molécula

independiente.
1 1.220 1.631 13.649 14.314 16.823
A. P : :
H outl inl in2 out2 H
=) . @ Sistema MccH47 =) @& I
“': ""._
Fattl % | JattR %
1.292 1.438 - 14.075 14.218
ESCISION
B. 316 pb l
——
H O‘Utll ou-tz H Sistema MccH47
—> 762 pb
attC

attl

Fig. 4. Estrategia para la deteccion de la escision del sistema genético MccH47 por la técnica de
PCR. A. Sistema integrado al plasmido. Con linea negra punteada se representa el DNA plasmidico,
con linea negra llena el DNA clonado adyacente al sistema MccH47 y con linea verde el DNA del
sistema MccH47. Con flechas azules y naranjas se indican los cebadores out e in, respectivamente. Se
sefialan los nucleétidos inicial y final del fragmento H-H, inicial y final de los sitios attL y attR, e
iniciales de los cebadores out e in. H: HindIIl. B. Productos de la escision: plasmido sin el sistema y
sistema MccH47 como molécula circular independiente, ambos portando una secuencia hibrida.
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3.9. Construcciones genéticas
A continuacion se describen los plasmidos construidos en este trabajo.

pIN. Porta un segmento de DNA de 762 pb producto de la amplificacion con los
cebadores in a partir de la molécula circular independiente que alberga el sistema
MccH47. Dicho amplicon se denominé fragmento IN y contiene el sitio att/ producto de
la escision del sistema. Se utiliz6 como molde para la PCR DNA de pEX4 extraido
mediante lisis alcalina. El fragmento IN se purifico y se clond en el vector plasmidico
pUCYCS5. Dicho vector fue previamente linearizado con la enzima Hincll y
posteriormente ligado con el amplicon IN. La mezcla de ligacion se utilizd para
transformar la estirpe DH5a, deficiente para la restriccion (HsdR") pero capaz de
modificar el DNA por metilacion (HsdM'). Este contexto genético permite la
instalacion de plasmidos recombinantes que tienen clonados productos de PCR. Los
clones transformantes se seleccionaron en LBCm, ya que pUCYCS5 codifica para la
resistencia a cloranfenicol, y los clones recombinantes se detectaron por el sistema de
complementacion en a utilizando X-gal. Posteriormente, se extrajo por lisis répida el
DNA plasmidico de algunos clones Lac™ para transformar la cepa RYC1000. Esta
estirpe provee un contexto deficiente para la recombinacion homdloga, de buena
estabilidad y crecimiento. La identidad del plasmido recombinante se corrobord por
analisis fisico con la enzima de restriccion Sacl y por amplificacion del fragmento IN.
La digestion con Sacl da lugar a un unico segmento de DNA correspondiente a pIN
linearizado (3.668 pb) ya que esta construccion posee un Unico sitio para esta enzima a
nivel del vector (Fig. 5A).

pOUT. Porta un segmento de DNA de 316 pb producto de la amplificacion con los
cebadores out del plasmido resultante de la escision del sistema MccH47. A este
segmento se le denomind fragmento OUT y contiene el sitio a#tC producto de la
escision. Para la reaccion de PCR se empleé como molde DNA de pEX2000 extraido
por lisis alcalina. El clonado del fragmento OUT se realiz6é en pUCYCS5 de igual manera
que el del fragmento IN. Posteriormente, se transformd la estirpe DH5a con la mezcla
de ligacion y se sembré en medio LBCmX-gal. Los clones recombinantes se
seleccionaron por su fenotipo Lac’. Para obtener clones independientes, la expresion
fenotipica se llevo a cabo distribuyendo la mezcla de transformaciéon en 20 tubos, cada
uno adicionado con 200 pl de LB. De esta forma, los clones transformantes se separaron
antes de que hicieran su primera division celular de modo que los contenidos en los

distintos tubos serian obligatoriamente independientes entre si. Luego de la expresion
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fenotipica se sembraron alicuotas de cada tubo en placas separadas de LBCmX-gal.
Luego de incubacion, se tomo6 una colonia transformante Lac™ de cada placa para extraer
su DNA plasmidico y posteriormente transformar con ¢l la cepa RYC1000. La
estructura de los plasmidos se determind por analisis fisico con la enzima de restriccion
Sacl y por amplificacion del fragmento OUT. La digestiéon con Sacl generd un tnico

fragmento de 3.222 pb correspondiente al plasmido recombinante linearizado (Fig 5B).

A. B.
13.649 762 pb 1.631 1220 316pb 14314
-~ P ~ P ——
1 . 1 Sc Sc
in2  Jattl % inl outl / attC * out2
14.075 1.438 1292  14.218

pUCYC5 (2.906 pb) pUCYC5 (2.906 pb)

Fig. 5. Representacion esquematica de los plasmidos recombinantes portadores de los fragmentos
IN y OUT. A. pIN (3.668 pb). B. pOUT (3.222 pb). Se indican los nucledtidos inicial y final de los sitios
attL y attR que generan los sitios hibridos a##/ y attC, e iniciales de los cebadores out e in. La numeracion
de los nucleotidos corresponde a la del fragmento H-H. Sc: Sacl.

pAintl. Porta el fragmento H-H carente de la mayor parte del sistema MccH47,
manteniendo los sitios attL y attR, y las regiones adyacentes. En total contiene 4.742 pb
del fragmento H-H (Fig. 6A). Para obtener esta construccion se utilizé pEX4, plasmido
recombinante que porta el fragmento H-H clonado en pUC13. El pldsmido pEX4 posee
13 sitios de corte para EcoRV, todos ellos dentro del sistema MccH47 (Anexo 2). Por lo
tanto, pAintl se construyd como derivado de pEX4 por delecion completa de todos los
fragmentos EcoRV intermedios quedando unicamente para religar los sitios de corte
extremos. De esta forma, la construccion genética retuvo en total 556 pb del sistema
MccH47. La cepa RYC1000 se transform6 con la mezcla de religacion y los clones
transformantes se seleccionaron en LBAp, ya que pUC13 porta el gen que codifica para
la resistencia a este antibiotico. La incapacidad de producir MccH47 se corroboro por la
prueba de picada sobre tapiz. La identificacion fisica de esta construccion genética se
realiz6 por andlisis de restriccion con EcoRV y Smal. La digestion con EcoRV genera
un unico fragmento (7.442 pb) correspondiente al plasmido linearizado. En cuanto a la
digestion con Smal, la construcciéon mantiene seis sitios, uno en el vector pUCI13 y

cinco en el inserto (uno en la regidon adyacente izquierda y cuatro en la region adyacente
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derecha). De esta forma, se obtienen los siguientes fragmentos: 1.862 pb (1); 798 pb (2);
613 pb (3); 84 pb (4); 759 pb (5), y 3.326 pb (6) (Fig. 6A) (Anexo 2).

PAint2. Porta el fragmento H-H carente de practicamente todo el sistema MccH47 y
mantiene los sitios a#fL y attR, y las regiones adyacentes. En total permanecieron 4.366
pb del fragmento H-H (Fig. 6B). Para obtener esta construccion se utilizé6 pEX100,
plasmido recombinante que porta el fragmento H-H clonado en pACYC184. El
plasmido pEX100 se digirié con Rcal, enzima para la que presenta diez sitios de corte,
nueve en el sistema MccH47 y uno en el vector pACYC184 (Anexo 2 y 3). De acuerdo
a la orientacién en que estd clonado el fragmento H-H en pEX100, el sitio Rcal del
vector se encuentra flanqueando la region adyacente derecha del sistema MccH47 (Fig.
6B). La construccion deseada consistié en ligar dos fragmentos de digestion: uno que se
extendia desde el sitio Rcal del extremo izquierdo del sistema MccH47 al sitio Rcal del
vector (1), fragmento de 5.294 pb que abarca el sitio atfL, la region adyacente izquierda
y gran parte del vector, y otro que se extendia desde el sitio Real del vector al sito Rcal
del extremo derecho del sistema MccH47 (2), fragmento de 3.316 pb que contiene el
sitio attR, la region adyacente derecha y el fragmento restante del vector. Estos dos
segmentos de DNA se purificaron desde un gel de agarosa y se ligaron. Es asi entonces
que se conservaron en total 180 pb del sistema MccH47. La cepa RYCI1000 se
transform6 con la mezcla de ligacion y los clones resultantes se seleccionaron en
LBCm. La incapacidad de estos clones de producir MccH47 se corrobord por la prueba
de picada sobre tapiz. Para corroborar que se trataba de la construccion deseada se
realizd un andlisis fisico con las enzimas de restriccion Rcal, EcoRI y HindIIl. La
digestion con Rcal gener6 los dos fragmentos ligados (5.294 pb y 3.316 pb) y la
digestion con EcoRI dio lugar a un tnico fragmento (8.610 pb) correspondiente al
plasmido recombinante linearizado, ya que éste posee un solo sitio de corte para esta
enzima en el vector. Por su parte, la digestion con HindIIl permitio determinar la
correcta ligacion de los fragmentos Rcal, la que se evidencid por la aparicion de dos
productos de digestion, un segmento de 4.244 pb (1) y otro de 4.366 pb (2) (Fig. 6B)
(Anexos 2 y 3).

pAext. Porta un fragmento de 1.013 pb producto de la amplificacion con los cebadores
outl y out2 usando como molde pAintl. Dicho segmento de DNA mantiene los sitios
attL y attR,y carece del sistema MccH47 y de la mayor parte de las regiones adyacentes
(conserva 72 pb y 96 pb a la izquierda y a la derecha, respectivamente) (Fig. 6C)
(Anexo 2). El amplicon se ligd con el vector pUCYCS5 digerido con Hincll y la mezcla
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de ligacion se utiliz6 para transformar células competentes de DHS5a. Los clones
transformantes se seleccionaron en LBCm y los recombinantes se detectaron por su
fenotipo Lac”™ en presencia de X-gal. Se extrajo el DNA plasmidico para transformar la
cepa RYC1000. La estructura del plasmido recombinante se corrobord por analisis
fisico con la enzima de restriccion EcoRV. La digestion con EcoRV dio lugar a un
unico producto correspondiente al plasmido recombinante linearizado (3.919 pb) (Fig.

6C) (Anexo 2).
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Fig. 6. Fragmento H-H y construcciones genéticas derivadas. Arriba, fragmento H-H. Se indican los
nucledtidos de los sitios de restriccion extremos para EcoRV (V), HindIII (H) y Real (R), inicial y final
de los sitios attL y attR, e iniciales de los cebadores outl y out2. A. pAintl (7.442 pb). B. pAint2 (8.610
pb). C. pAext (3.919 pb). La numeracion de los nucledtidos en las construcciones se corresponde a la del
fragmento H-H. Con numeros azules se indican los fragmentos Smal (S) y Rcal (R).

19



4. RESULTADOS

4.1. Determinacion de los sitios de recombinacion

Los repetidos directos que flanquean el sistema MccH47 son largos e
imperfectos y comparten cuatro regiones extensas de total identidad (Fig. 2B). En
principio era esperable entonces que cualquiera de estos cuatro sitios fuera sustrato de la
recombinacion. Previamente se habia clonado el fragmento OUT resultante de la
escision del sistema MccH47 desde el plasmido pEX2000. Dicho fragmento contuvo
una secuencia hibrida attC, producto de la recombinacion especifica de sitio en la
segunda region de identidad (II) entre los repetidos directos (Fig. 7) (Bascuas, 2010).
Faltaba entonces por determinar la secuencia hibrida a#t/ portada por el otro producto de
escision, i.e. el sistema como molécula circular independiente. Para ello, se llevo a cabo
la construccion del plasmido pIN, segiin se describe en Materiales y Métodos. Se
obtuvo so6lo un clon recombinante portador del plasmido pIN y se extrajo su DNA
plasmidico mediante lisis alcalina para su posterior secuenciacion nucleotidica con los
cebadores inl e in2. Efectivamente, la secuencia nucleotidica contuvo un sitio aft/
resultante de la recombinacion especifica de sitio entre los repetidos directos que
flanquean el sistema antibiotico. Sin embargo y contrariamente a lo esperado, dicho
sitio attl no surgio del intercambio genético a nivel de la segunda region de identidad
entre los sitios attL y attR sino que fue el generado por la recombinacion a nivel de la
tercera region de identidad (IIT) (Fig. 7). Este resultado sugirié entonces que al menos
existian dos regiones de identidad entre los repetidos directos (II y III) donde podia
operarse la recombinacion especifica de sitio para dar lugar a la escision del sistema
MccH47. Para determinar si las otras dos regiones de identidad (I y IV) podian ser
también sitios de recombinacion se procedid a realizar clonados independientes del
fragmento OUT. Se pretendia de esta manera obtener distintos pOUTs, cada uno
portando uno de los sitios posibles attC producto de la recombinacion especifica de sitio
entre attL y attR. Se eligi6 el clonado del fragmento OUT ya que es més corto que el
IN, con el fin de facilitar la secuenciacion. Se obtuvieron clones recombinantes
independientes a los que se les extrajo el DNA plasmidico mediante lisis alcalina para
su posterior secuenciacion con el cebador out/. El andlisis de la secuencia nucleotidica
reveld la existencia de cinco pOUTs distintos, de acuerdo a donde habia ocurrido la
recombinacion: uno en la region de identidad I (attC)), siete en la region de identidad 11

(attCy), diez en la region de identidad III (a#Cyy), dos en la region de identidad IV
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(attCyy), y uno en una region de identidad muy corta posterior al sitio IV (a#tCy) (Fig.
7). Por lo tanto, se determind que las cuatro regiones de extensa identidad entre los
repetidos directos son sitios de recombinacion, y mas alin se encontrd una nueva region
de tan s6lo cuatro pares de bases de extension (denominada region V). Estos resultados
indicaron que los amplicones OUT e IN serian entonces heterogéneos, i.e. estarian
integrados por una mezcla de fragmentos resultantes de la recombinacién en las
distintas regiones de identidad.

En este sentido, la secuenciacion nucleotidica directa del amplicon OUT mostro
secuencias solapantes a nivel de los sitios correspondientes a nucleodtidos diferentes
dependiendo de en qué region habia ocurrido la recombinacion (Fig. 8). Cabe sefialar
que se amplifico el fragmento OUT, se corrid6 en un gel de agarosa y la banda
correspondiente al mismo se purificd, eliminando asi el molde empleado en la reaccion.
Para la secuenciacion se utilizo el cebador outl. Al comienzo, la lectura fue unica, pero
una vez pasada la region de identidad I se observaron lecturas adicionales exactamente
en los sitios donde se esperaba encontrar dos 0 mas nucleotidos si el DNA era una
mezcla de secuencias que recombinaron en distintas regiones. De esta manera se
evidenciaron las regiones de identidad I a IV como sitios de recombinacion, no asi la
region V. Muy probablemente, la secuencia attCy no se detectd en el cromatograma
debido a la baja frecuencia de recombinacion en esta pequena region de identidad. En
coincidencia con los resultados del clonado pOUT, en el que el sitio a#/Cyy fue el mas
frecuente, la lectura mayoritaria cambi6 de a#tL a attR pasada la region identidad III,
indicando entonces que la mayoria de los eventos de escision tienen lugar en esta
region.

Por lo tanto, se confirmd que los sitios attL y attR que flanquean el sistema
MccH47 son regiones donde opera la recombinacion especifica de sitio. Mas atn, se
demostré que son secuencias complejas que contienen multiples sitios de

recombinacion.

21



attL

attC,
attCy,
attC i
attC,y
attCy

attR

attl i

attL

attC 1
attCy,
attC,
attC,y
a.ttCV

attR

attl

T % 11} o TIT <%
CATTCACATTGTTTATAACTGGCATTACACCEGGTGTTGATCGCECACCTTCCCGTGTGTCTGCACCGECTTAACAAAATTCAACAGAGTC

CATTCACATTGTTTATAACTGGCATTACACC CETTAC GT
CATTCACATTGTTTATAACTGGCATTACACC CCTTCCCG GT
CATTCACATTGTTTATAACTGGCATTACACC CCTTCCCG GT|

C
CATTCACATTGTTTATAACTGGCATTACACC CCTTCCCG C GTC
CCTTCCCG C GTC

CATTCACATTGTTTATAACTGGCATTACACC
CATHEACHETGRATABAACERIICATTICASECETCTTCATCCECECH T TACESTCTCTCTCCACTCCCTTAACAANATICAACACEC T
CATATACKETGAATABAACEATICATTIICASECETCTTCATCCCCEC T TACESTCTCTCTECACTCCCTTAACAAAATTCAACAGAGTC

v * V %
TGAAGGAGTCGTATTCTETECARATAACCEAAGEG T TACT TTTAGTGABEEE-GTTATCC
TG G TTC TTABTTTBAGHG GABATCC
TGAARAGG TTC TTARTTTEAGAG ATCC

G
TGA G TTC TTAATTTEAGAG GAGATCC
TGAAGGAGTCGTATTC TTAATTTEAGAG GAGATCC

TGAAGGAGTCGTATTC GTTACTTTTAGTG GAGATCC
TGAASHAE CIAGHT T T CECTICCARATAACCEARCCE TTARTT TEACHCECEEEACRBATCC

TGAAGGAGTCGTATTCTETGCARATAACCEAAGEG T TACT TTTAGTGABEBBE=GTTATCC

Fig. 7. Secuencia nucleotidica de los sitios attL, attR, attC y attl relativos al sistema genético
MccH47. Se pintan en celeste y rosado los nucledtidos especificos de los sitios attl y attR,
respectivamente. Se indican en gris y con niimeros romanos las cinco regiones de identidad donde ocurre
la recombinacion (I-V) y se consignan de igual manera los sitios attC y attl que las portan. Se sefialan con

asteriscos las posiciones donde ocurre el cambio de secuencia de attL a attR posteriores a una region de
identidad.
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Fig. 8. Secuencia nucleotidica y cromatograma de un amplicon OUT en la porcion correspondiente al sitio attC. Se representan las secuencias nucleotidicas
de los sitios attC I a IV. Los solapamientos en el cromatograma revelan la existencia de di stintos productos de amplificacion segin la region en que ocurri6 la
recombinacién. En gris y con numeros romanos se indican las regiones de identidad I a IV donde ocurre la recombinacion. Las bases se representan con distintos
colores: A, verde; C, azul; G, negro, y T, rojo.
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4.2. Localizacién de los genes de movilidad del sistema genético MccH47
Previamente se habia demostrado la escision del sistema genético MccH47
desde plasmidos recombinantes portadores del fragmento H-H procedentes del contexto
E. coli K12 (Bascuas, 2010). Esto era lo esperado, puesto que los genes de movilidad se
encuentran tipicamente dentro de las islas. Sin embargo, ninguno de los genes del
sistema MccH47 exhibié similitud con determinantes para integrasas o excisionasas.
Por lo tanto, el primer abordaje fue eliminar de la manera mas exhaustiva posible la
informacion genética correspondiente al sistema MccH47. La estrategia experimental
consistio en realizar construcciones genéticas carentes del sistema MccH47 y evaluar
posteriormente la escision a partir de cada una de ellas. Primero, se realizo la
construccion del plasmido pAintl, carente de la mayor parte del sistema MccH47, segiin
se describe en materiales y métodos (Fig. 6A). La escision a partir de este plasmido se
evaludé tnicamente por amplificacion con los cebadores outl y out2 ya que dicha
construccion carecia de la secuencia complementaria a los cebadores inl e in2. Si
hubiera escision se obtendria el fragmento OUT de 316 pb. Asimismo, hubiera o no
escision, se esperaba obtener un amplicon de 1.013 pb correspondiente al segmento
derivado del fragmento H-H portado por pAintl (Figs. 6A y 9). Efectivamente, se
detectd el producto de 1.013 pb pero, sorprendentemente, también aparecid el amplicon
OUT de 316 pb. Este resultado indicaria entonces que los genes de movilidad no se
localizan dentro del sistema MccH47. Sin embargo, dado que se encontraron dos
posibles y pequefios marcos abiertos de lectura (ORFs) en la escasa secuencia de
sistema MccH47 que porta pAintl (556 pb), se construyod un segundo plasmido para
corroborar la hipotesis. Dicha construccion, denominada pAint2, carecid de
préacticamente todo el sistema MccH47, incluidos los dos ORFs en cuestion (Fig. 6B).
Se ensay¢ la escision por amplificacion con los cebadores out, detectdindose nuevamente
el fragmento OUT de 316 pb. Ademas, se obtuvo un amplicon de 637 pb
correspondiente al segmento derivado del fragmento H-H portado por pAint2 (Fig. 9).
De esta forma se determin6 que los genes de movilidad no se ubican dentro del sistema
genético MccH47, por lo que surgi6 la posibilidad de que se localizaran en las regiones
cromosdmicas adyacentes presentes en el fragmento H-H. En este sentido, se habia
detectado un ORF en la region adyacente izquierda con alta identidad a genes para
escisionasas fagicas presentes en islas genomicas de cepas de E. coli (Bascuas, 2010).
Para evaluar esta alternativa se construyo el pldsmido pAext, que contiene los repetidos

directos y carece del sistema MccH47 y de la mayor parte de las regiones adyacentes
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(Fig. 6C). Dicha construccion se obtuvo clonando el producto de amplificacion con los
oligonucleotidos out a partir de pAintl, segun se describe en materiales y métodos. Es
asi entonces que se esperaba obtener un amplicon de 1.013 pb y que la escisiéon no
tuviera lugar en este contexto. Sorprendentemente, ademés del amplicon de 1.013 pb, se
obtuvo el fragmento OUT de 316 pb, descartado asi que los genes de movilidad del
sistema MccH47 se encuentren en las regiones cromosomicas adyacentes al sistema
(Fig. 9).

Por lo tanto, los genes de movilidad del sistema MccH47 no estan contenidos en
el fragmento H-H sino que se encontrarian en una region del cromosoma no ligada al

sistema.

Fig. 9. Localizacion de los genes de movilidad del sistema genético MccH47. Amplificaciones con los
oligonucleotidos out a partir del DNA plasmidico de las construcciones genéticas portadoras de distintos
segmentos del fragmento H-H. 1: control sin DNA molde, 2: pEX2000, 3: pAintl, 4: pAint2, 5: pAexty 6:
marcador de peso molecular (Ladder 100 pb, Bioron).
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4.3. Relevamiento de la movilidad del sistema genético MccH47 y de la presencia
de su plataforma de integracion en una coleccion de aislamientos de UPEC

El analisis de la secuencia nucleotidica del sistema MccH47 contra los bancos de
datos indicd que este sistema estd integrado o tendria la capacidad de hacerlo en el
cromosoma de algunas cepas de E. coli (Fig. 3). En este sentido, estudios realizados en
nuestro laboratorio determinaron la presencia del sistema MccH47 en algunas cepas
uropatogenas de E. coli (Azpiroz et al., 2009; Poey, 2011). Por lo tanto, a partir de estos
antecedentes, nos preguntamos si el sistema MccH47 presente en estas cepas era capaz
de escindirse. Asimismo, nos planteamos la busqueda de la plataforma de integracion
del sistema en el resto de los aislamientos. Se procedié entonces a analizar por PCR,
usando los oligonucleotidos out, un total de 301 aislamientos de UPEC. Las
amplificaciones se realizaron a partir del DNA gendémico de los mismos. En principio,
la aparicion del amplicon OUT podia deberse a: 1) la escision del sistema MccH47, que
daria lugar a una plataforma vacia y 2) la presencia de una plataforma vacia capaz de

integrar el sistema genético MccH47.

4.3.1. Anélisis de los aislamientos con perfil 11

En esta instancia, el relevamiento se centr6 en la busqueda de la plataforma de
integracion del sistema genético MccH47 en los 12 aislamientos con perfil II (Tabla 3).
Dado que E. coli H47 integra este perfil, se preveia entonces que el sistema genético
MccH47 contenido en dichos aislamientos tuviera también la capacidad de escindirse.
De ser asi, la aparicion del amplicon OUT evidenciaria la escision del sistema MccH47
en estos aislamientos. Efectivamente, tanto a partir del DNA gendmico de la cepa E.
coli H47 como de todos los aislamientos con perfil II se observd una banda
correspondiente al fragmento OUT (Fig. 10). En la mayoria de los casos aparecieron
bandas tenues, incluyendo la cepa de referencia E. coli H47. Sin embargo, cabe destacar
que dos aislamientos (II-2 y II-3) dieron lugar a una banda de notoria intensidad. Todas
las amplificaciones se hicieron por duplicado dando el mismo resultado.

En suma, se detect6 la plataforma de integracion del sistema genético MccH47

en todos los aislamientos de UPEC con perfil II.
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Tabla 3. Aislamientos de UPEC con perfil II positivos para el fragmento OUT (tomado
de Poey, 2011)

Cepa | Produccion | G.F Genes microcina Genes de virulencia
HMMM mch | mci | mch | mch | mem | cva | Fimbrias | Adquisicion de | Citotoxinas
AS1 | A B C A C Fe

H47 H47 A s s s + + - - + -
II-1 H47 A aF aF aF aF aF - - aF -
11-2 H47 Bl i + + + + - - - -
11-3 H47 Bl s s + + + - - - -
11-4 H47 D 4 * + + + - - - -
1I-5 H47 A i = + + - - + + -
11-6 H47 A + + + + - - - + -
11-7 H47 B1 4 I I I - - - + -
1I-8 - A i i + + - - - + -
11-9 - A o 4 + + - - - + -
1I-10 - A + + + + - - - + -
II-11 - A 4 4+ + + - - - + -
1I-12 - B1 + + + + - - - + -

II: aislamientos con perfil 11

- : ausencia de produccion de HMMM
G.F: grupo filogenético

mchAS1: fragmento que abarca parte de mchA y parte de mchS1
Genes para fimbrias: (papC, papGll, papGlll) (P) y sfaA (S)
Genes para adquisicion de Fe: iutA (receptor de aerobactina), fyuA (receptor de yersiniabactina) ¢ iroN e iroBC
(receptor y proteinas involucradas en la sintesis y exportacion de salmoquelinas)
Genes para citotoxinas: hlyA (hemolisina) y cnf (factor citotoxico necrotizante)

5

). s o) et i (O

12 13 14 15

Fig. 10. Amplificacion del fragmento OUT a partir de los aislamientos con perfil Il. 1: control sin
DNA molde; 2: H47; 3 a 14: II-1 a [I-12, y 15: Ladder 100 pb (Bioron), I: banda de 300 pb y II: banda de
500 pb. El orden de los carriles se corresponde con el orden de la tabla 3.
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4.3.2. Anélisis de los restantes aislamientos

En segundo lugar, se realiz6 el relevamiento de la plataforma de integracion en
el resto de los aislamientos, i.e. los pertenecientes a los perfiles I y III, asi como
aquéllos sin perfil (SP). Ademas, se incluyeron en el analisis las cepas de E. coli
CFTO073 y Nisslej917, como referencia del perfil I, y PAP222, como referencia del perfil
III. En este caso, consideramos que la aparicion del fragmento OUT podria indicar la
presencia de una plataforma vacia capaz de integrar el sistema MccH47. Cabe sefialar
que si bien los aislamientos del perfil I contienen varios genes mch, el sistema genético
MccH47 no esta completo, ya que al menos carece de los genes mchA, mchS1 y mciA
(ver mas abajo) (Azpiroz et al., 2009; Poey, 2011). Mas aun, en las cepas de referencia
de este perfil, CFT073 y Nissle9;7, el sistema MccH47 carece no sélo de algunos genes
mch sino también del sitio attL (Fig. 3). Por lo tanto, muy probablemente en los
aislamientos con perfil I tampoco esté¢ presente el sitio attL. Es asi entonces que la
ausencia de uno de los sustratos de recombinacion impediria la escision y la obtencion
de un fragmento OUT producto de este fenomeno. Del total de los aislamientos
relevados en esta instancia, 45 fueron positivos para el amplicon OUT: 12 con perfil I,
siete con perfil III y 26 sin perfil (Tabla 4 y Fig. 11). En su mayoria dieron lugar a una
banda intensa. En los casos de amplificacion positiva se repitid la determinacion,
confirmandose el resultado. En cuanto a las cepas de referencia E. coli CFT073,
Nisslej917 y PAP222, ninguna de ellas evidencid el fragmento OUT.

En suma, se detect6 la plataforma de integracion del sistema genético MccH47
en aislamientos de UPEC con perfiles I, III o sin perfil, pertenecientes a los cuatro
grupos filogenéticos, con distinto contenido en genes de urovirulencia y en genes

microcina.
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Tabla 4. Aislamientos de UPEC positivos para el fragmento OUT con perfiles [ y Il y

sin perfil (tomado de Poey, 2011)

Cepa | Produccion | G.F Genes microcina Genes de virulencia
HMMM mch | mci | mch | mch | mem | cva | Fimbrias | Adquisicion | citotoxinas
AS1 | A B C A C de Fe
I-1 H47 y M B2 - - + + + - + + +
1-2 H47 y M B2 - - + + + - + + +
I-3 H47 y M B2 - - + + + - + + +
1-4 H47 y M B2 - - + + + - + + +
I-5 H47 y M B2 - - + + + - + + +
1-6 H47 y M B2 - - + + + - + + +
-7 H47 y M B2 - - + + + - + + +
I-8 H47 y M B2 - - + + + - + + +
1-9 H47 y M B2 - - + + + - + + +
1-10 H47 y M B2 - - + + + - + + +
I-11 - B2 - - - - = - s + +
I-12 - B2 - - - - = - s + +
I1-1 ColV A - - - + - + -
111-2 ColV D - - - - - + - + -
111-3 ColV Bl - - - - - + - + -
111-4 ColV Bl - - - - - + - + -
1I1-5 ColV Bl - - - - - + - + -
111-6 ColV A - - - - - + - + -
11-7 - Bl - - - - - + - + -
SP-1 - A - - - - - - - - -
SP-2 - A - - - - - - - - -
SP-3 - A - - - - - - - - -
SP-4 - Bl - - - - - - - - -
SP-5 - Bl - - - - - - - -
SP-6 - D - - - - - - - - -
SP-7 - Bl - - - - - - - - -
SP-8 - B2 - - - - - - - + -
SP-9 - A - - - - - - - + -
SP-10 - A - - - - - - - + -
SP-11 - A - - - - - - - + -
SP-12 - D - - - - - - - + -
SP-13 - A - - - - - - - + -
SP-14 - D - - - - - - + -
SP-15 - A - - - - - - - + -
SP-16 - A - - - - - - - + -
SP-17 - Bl = - - - + - + + -
SP-18 - B2 - - - 4 - - + +
SP-19 - B2 - - - - - - 1 + -
SP-20 - Bl - - - - - - 1 + -
SP-21 - B2 - - - - - - + + +
SP-22 - B2 - - - - - - + + +
SP-23 - B2 - - - - - - + + +
SP-24 - B2 - - - - - - + + +
SP-25 - B2 - - - - - - + + +
SP-26 - B2 - - - - - - + + +

I: aislamientos con perfil I

III: aislamientos con perfil 11

SP: aislamientos sin perfil
Los restantes codigos son los mismos que en la Tabla 3
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Fig. 11. Aislamientos pertenecientes a los perfiles |1 y 111, y sin perfil positivos para el fragmento
OUT. A. Amplificacion out a partir de los aislamientos pertenecientes a los perfiles I y III. 1: control sin
DNA molde; 2 a13:1-1 al-12; 14 y 22: Ladder 100 pb (Bioron); 15 a 21: I1I-1 a III-7. B. Amplificacion
out a part ir de los aislamientos sin perfil. 1: control sin DN A molde; 2 a 14: SP-1 aSP-13; 15y 29:
Ladder 100 pb ( Bioron); 16 a 28: SP-14 a SP-26 . II: banda de 500 pb. El orden de los carriles se
corresponde con el orden de la tabla 4.

4.3.3. Busqueda de la localizac i6n del s itio d e integ racion del s istema MccH47 en

algunos aislamientos de UPEC con perfil 111

En prim era instancia, nos cen tramos en determ inar la vinculacion entre la
presencia de la plataforma de integracion del sistema genético MccH47 y los genes para
la produccién de ColV. Esto resultaba intere  sante ya que los determinantes para la
antibiosis ColV se han asociado siem pre a plasm idos, denom inados genéricam ente
pColV (Waters & Crosa, 1991; Azpiroz et al., 2009). Por lo tanto, el hecho de encontrar
la plataforma de integracion en aislam ientos pertenecien tes al perfil III plan teaba la
posibilidad de que ésta pudiese localizarse en plasmidos ColV. Cabe recordar que, hasta
el m omento, sélo se ha descrito la pr  esencia del sis tema MccH47 en el crom osoma
bacteriano (Lavifia et al., 1990; Chaudhuri et al., 2010).

Concretam ente, se realizaron experim entos de ¢ onjugacion para transferir el
plasmido ColV de cin  co aislam ientos pr oductores de C olV y positivos para el
fragmento OUT (IlI-1 a I1I-5) a F  GB20, cepade E. coli K12, segun se describe en
materiales y m étodos. Se obtuvieron clones  transconjugantes productores de ColV
unicamente a partir del aislam iento I1I-3 (T.I II-3). Posteriormente, se e xtrajo el DNA
gendmico del trancon jugante para realizar su andlisis genotipico por P CR (Fig. 12).

Primero, se determ in6 que pertenecia al gr upo filogenético A al igual que la cepa
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receptora F GB20, indicando asi qu e efectivamente se trataba de un  transconjug ante.
Luego, se analiz6 la presencia del gen de actividad para ColV ( cvaC) y la presencia de
la plataform a de integracion (fra gmento OUT). Com o era esp erado para una cepa
productora de ColV, el transconjugante fue positivo para la amplificacion del gen cvaC.
Sin e mbargo, no se a mplifico el fragm ento OU T a partir del transconjugante, lo que
indic6 entonces que el plasmido ColV albergado por el ais lamiento I11-3 no contenia la

plataforma de integracion del sistema genético MccH47.

Filogenia

Fig. 12. Analisis genotipico del transconjugante 111-3. 1: control sin DNA molde; 2: III-3; 3: FGB20;
4: T.III-3; 5: control sin DNA molde; 6: I1I-3; 7: FGB20; 8: T.III-3; 9: control sin DNA molde; 10: I1I-3;
11: FGB20; 12:T.III-3; 13: Ladder 100 pb (Bioron), I: banda de 300 pb y II: banda de 500 pb.

En segunda instancia, nos centramos en el analisis de los aislamientos I1I-4 y III-
5 ya que presentaban  ciertas caracteristi cas que sugerian que la plataform ade
integracion podia estar localizada en un plasm ido. Estas cepas habian sido aisladas del
mismo paciente en un corto periodo de tiem  po. Ade mas, entre estas dos cepas, se
obtuvo del m ismo paciente otro aislam iento, que denominaremos “x”. Se consider6 la
posibilidad de que este trio fuera una misma cepa de base que variaba de un aislamiento
a otro segun su contenido plasm idico (Tab la 5). Por un lado, los tres aislam  ientos
pertenecian al grupo filogenéti co Bl y contenian el gen  iutA, que codifica para el
receptor del sider6foro aerobactina. El aislamiento III-5 fue idéntico al I1I-4 excepto que
solo presento cinco resistencias de las ocho que poseia I1I-4. El aislamiento x carecia de
un plasmido ColV (no producia ColV y no portaba el gen  cvaC ni los genes iroN e
iroBC para la produccion de salm oquelinas) y era resistente a tres antibioticos a los que

resistia [11-4 pero para los que justamente III-5 era sensible. Pero mas relevante aun fue
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que, a diferencia de los aislamientos III-4 y III-5, x no poseia la plataforma de
integracion del sistema genético MccH47. Se considerd entonces la posibilidad de que
esta plataforma tuviese una localizacion plasmidica y que el pldsmido portador de la
misma se hubiese perdido en el aislamiento x. De ser asi, la plataforma podia estar
contenida en algun plasmido presente en I1I-4 y III-5 y ausente en x, e.g. en pColV o en
algin plasmido portador de genes de resistencia del grupo 2 (Ap®, Cm"®, Nal¥, Sm® y

Tch).

Tabla 5. Caracteristicas de los aislamientos I11-4, x y III-5 (tomado de Poey, 2011)

Cepa Dia de Producciéon | OUT | G.F cvaC Genes de virulencia Resistencia Antibiotica
obtenida HMMM - - -
iroN iroBC utA Grupo 1 Grupo 2
111-4 1 ColV s B1 s 4 s 4 s s
X 25 - - BI - - - + 4 -
I11-5 36 ColV s B1 i 4 A 4 - A

Grupo 1: resistencia a cefalotina, ciprofloxacina, trimetoprim-sulfametoxazol.
Grupo 2: resistencia a acido nalidixico, ampicilina, cloranfenicol, estreptomicina y tetraciclina.
Los restantes codigos son los mismos que en la Tabla 3.

Considerando estas observaciones, se aplicé un procedimiento de “curado de
plasmidos” a las cepas III-4 y III-5, segiin se describe en materiales y métodos. Los
clones crecidos después del tratamiento se ensayaron para los fenotipos de produccion
ColV y resistencia a Ap, Cm y Tc. Se obtuvieron cepas derivadas de III-4 y III-5 no
productoras de ColV, pero todos los clones mantuvieron las resistencias antibidticas. Se
extrajo entonces el DNA gendmico de los clones ColV™ para realizar amplificaciones del
gen cvaC y del fragmento OUT (Fig. 13). Como era esperado, todos estos clones fueron
negativos para el gen cvaC, confirmandose asi la ausencia de pColV. En cuanto al
fragmento OUT, dichos clones fueron positivos para esta amplificacion, lo que indico
que la plataforma de integracion del sistema genético MccH47 no estaba contenida en el
plasmido ColV portado por los aislamientos I1I-4 y III-5.

Dado que por este procedimiento no se logré obtener cepas derivadas de I1I-4 y
III-5 sensibles a algln antibidtico del grupo 2, se realizaron experimentos de
conjugacion, segin se describe en materiales y métodos. En este caso, se intentd
transferir a una cepa de E. coli K12 (FGB20) los posibles plasmidos portadores de los
genes para las resistencias a Ap, Cm y Tc de I1I-4 y III-5. Cabe mencionar que no se

pudo evaluar la transferencia de los genes para las resistencias a Nal y Sm ya que no se
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contaba con una cepa receptora de E. coli K12 sensible a estos antibidticos. De esta
forma, se obtuvieron transconjugantes Ap" resultantes de la conjugacion entre I11-4 y
FGB20 y transconjugantes Cm" resultantes de ambas conjugaciones, entre III-4 y
FGB20 y entre I1I-5 y FGB20. Sin embargo, no se logré obtener transconjugantes Tc" a
partir de ninguna de las dos conjugaciones, aun luego de repetir el experimento.
Posteriormente, los clones Ap" y Cm" fueron purificados y analizados fenotipica y
genotipicamente. Primero, se evaluo el crecimiento de cada tipo de transconjugante en
medio rico adicionado de los antibioticos para los que no habian sido seleccionados, i.e.
los transconjugantes Ap" se ensayaron en LBCm y LBTc, y los transconjugantes Cm®
en LBAp y LBTc. Asimismo, se estudid su capacidad de producir ColV por la prueba
de picada sobre tapiz. Los transconjugantes Ap" fueron todos Tc® y no productores de
ColV, algunos Cm" y otros Cm®. Por su parte, los transconjugates Cm® fueron todos
Ap®, Tc® y no productores de ColV. Por lo tanto, se transfirieron dos plasmidos, uno
portador de la resistencia a Ap y el otro portador de la resistencia a Cm. En segundo
lugar, se evalu6 mediante PCR el grupo filogenético al que pertenecian, corroborando
que todos ellos eran transconjugantes ya que pertenecian al grupo filogenético A al
igual que la cepa receptora (Fig. 14). Finalmente, se analizd la presencia de la
plataforma de integracion del sistema MccH47 por amplificacion del fragmento OUT.
Ninguno de los transconjugantes gener6 este amplicon, indicando que dicha plataforma

no estaba contenida en ninguno de los plasmidos transferidos.
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Fig. 13. Analisis genotipico de las cepas derivadas de 111-4 y 111-5 carentes de pColV. 1: control sin
DNA molde; 2: I11-4; 3: III-5; 4: 11I-4 ColV"; 5: I1I-5 ColV™; 6: control sin DNA molde; 7: 111-4; 8: III-5;
9: I1I-4 ColV7; 10: III-5 ColV7; 11: Ladder 100 pb (Bioron), I: banda de 300 pb y II: banda de 500 pb.

Fig. 14. Analisis genotipico de los transconjugantes I11-4 Ap®, 111-4 CmR y 111-5 Cm®. Arriba,
determinacion del grupo filogenético y abajo, amplificacion del fragmento OUT. 1: control sin DNA
molde; 2: 11I-4; 3: 111-5; 4: FGB20; 5: T.III-4 Ap® Cm®; 6: T.III-4 Ap® Cm®; 7: T.IlI-4 Cm"; 8: T.III-5

Cm"; 9: Ladder 100 pb (Bioron), II: banda de 500 pb.
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5. DISCUSION

Los resultados presentados en este trabajo corroboran que el sistema genético
MccH47 es capaz de escindirse por recombinacion especifica de sitio. Asimismo, se ha
demostrado recientemente la integracion de este sistema en una nueva molécula
portadora del sitio attC (Azpiroz et al., 2011). Por lo tanto, el sistema MccH47 se
moviliza como una unidad para escindirse y para integrarse en distintos replicones,
cumpliendo asi con el criterio mas exigente para la identificacion de una isla gendmica.
Es asi que denominamos al sistema genético MccH47 “isla gendmica H47”. Ademas, al
mantener las funciones de movilidad, debe ser una GI “joven”. En efecto, las islas
genOmicas jovenes mantienen su capacidad de movilizarse, haciendo posible su
distribucion en otras bacterias. En la medida en que su presencia resulta exitosa para la
bacteria hospedera, las islas gendmicas inician un proceso de estabilizacion que siempre
comienza por la inactivacion de sus funciones de movilidad (Hacker & Kaper, 2000).

Cabe destacar que la mayoria de los experimentos se llevaron a cabo en un
contexto E. coli K12 gracias a que la region cromosémica de E. coli H47 que contiene
la isla y sus secuencias adyacentes habia sido previamente clonada en varios vectores
plasmidicos multicopia. Esto fue posible por el pequefio tamafio de la GI H47 y, de
hecho, hasta donde conocemos, éste seria el primer estudio de la movilidad de una isla
genOmica en contexto recombinante. Esto facilit6 en gran forma el estudio de la
movilidad de la isla H47 en tanto que permiti6 obtener construcciones derivadas de las
previamente disponibles y propagarlas en cepas de E. coli K12. Una ventaja fue la facil
deteccion de la escision, observandose siempre a través de una clara banda de
amplificacion. Muy probablemente esto se deba al alto nimero de copias de los
plasmidos recombinantes utilizados. Asimismo, el hecho de poder estudiar la escision
en células de E. coli K12 deficientes para la recombinacion homoéloga permitio
corroborar siempre que este intercambio genético estd operado por recombinacion
especifica de sitio.

Previamente, se habia clonado y secuenciado el sitio attC portado por uno de los
productos de escision (Bascuas, 2010). En esta tesis se completa la identificacion de los
productos de escision mediante el clonado y la secuenciacion del sitio attl portado por
la isla H47 como molécula circular independiente. De esta manera se confirma que el
intercambio genético ocurre entre las secuencias repetidas directas (attL y attR) que

flanquean el sistema MccH47. Sin embargo, los sitios hibridos inicialmente
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secuenciados (attC y attl) no resultaron de la recombinacion en una misma region de
identidad entre los repetidos directos. Mediante experimentos independientes de
clonado y secuenciacion de varios sitios attC se dilucidé que la recombinacién podia
ocurrir en cinco regiones diferentes de identidad entre los sitios attL y attR. Mas atn,
estos sitios no serian sustratos igualmente eficientes para el intercambio genético,
siendo claramente la region de identidad III la secuencia preferente. Si bien este
hallazgo era posible teniendo en cuenta que los repetidos directos son extensos e
imperfectos, no deja de ser novedoso para la movilidad de una isla gendmica. Hasta el
momento, s6lo se ha descrito una isla gendémica (pSE14 de S. enterica serovar
enteritidis) con extensos repetidos directos que recombinan en distintas regiones de
identidad (Santiviago et al., 2010). Por lo tanto, los repetidos directos que flanquean la
GI H47 son secuencias complejas que contienen multiples sitios de recombinacion.
Particularmente, uno de ellos presenta una extension inusualmente corta, siendo tan s6lo
de cuatro pares de bases.

Considerando que la movilidad de las islas gendmicas ocurre por recombinacion
especifica de sitio y que esta tltima depende de la accién de una integrasa especifica y
eventualmente de una escisionasa, se realizo la busqueda de los genes codificantes para
estas proteinas. Si bien las GIs generalmente contienen los determinantes para su
movilidad, el analisis demostrd que la isla H47 carece de dicha informacidon genética.
Asimismo, se demostré que las regiones cromosOmicas adyacentes a la isla H47
tampoco portan los genes requeridos para la movilidad. Este resultado fue totalmente
inesperado pero sumamente informativo ya que revela que las funciones de movilidad
de la GI H47 estan codificadas en una region no ligada al sistema antibidtico. Méas aln,
el hecho de haber trabajado en contexto E. coli K12 indica que los determinantes de los
factores de movilidad serian también provistos por este contexto. Cabe incluso pensar
que las proteinas encargadas de efectuar la recombinacion especifica de sitio puedan
estar ampliamente distribuidas en la especie E. coli y tal vez también en otras
enterobacterias, de modo que la isla H47 tendria un amplio espectro de potenciales
hospederos. Si esto fuera asi, la integracion de la isla en cualquiera de estos hospederos
seria exitosa, usando las proteinas de movilidad aportadas por el nuevo contexto. Desde
esta vision, la isla H47 seguiria una estrategia original y de alguna manera “parasita”
para su movilidad. Algo similar podria pensarse para la isla @SE14 de S. enterica,
dentro de la cual no se han encontrado los genes de movilidad, segin resultados

preliminares de los autores (Santiviago et al., 2010).
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Teniendo en cuenta la existencia de multiples sitios de recombinacién en los
repetidos directos que flanquean la isla, no descartamos que mas de una pareja de genes
para integrasa-escisionasa lleve a cabo el intercambio genético. En suma, cabe presumir
que la identificacion de los genes de movilidad de la isla gendmica H47 no sera sencilla
y muy probablemente implicara el desarrollo de un abordaje experimental mas complejo
y extenso que escapa a los objetivos de este trabajo de tesis.

El relevamiento de la plataforma de integracion de la isla gendmica H47 en
colecciones de E. coli uropatogeno aportd informacion sobre su distribucion en las
mismas. En principio, la deteccion del amplicon OUT corresponderia a la escision de la
isla en algunas cepas, a la presencia de una plataforma vacia en otras, e incluso a la
existencia de ambas estructuras en una misma cepa. Efectivamente, se encontrd que
varios aislamientos de las colecciones poseian la plataforma.

Un resultado importante fue que todos los aislamientos con perfil II fueron
positivos para el fragmento OUT. Teniendo en cuenta que la cepa E. coli H47 integra
este perfil y que en ella se ha demostrado la movilidad de la isla H47, muy
probablemente el amplicon OUT detectado en estos aislamientos resulte de la escision
de la isla desde el cromosoma. En concordancia con esta interpretacion, se observaron
bandas de amplificacion de intensidad débil a partir de la mayoria de los aislamientos, al
igual que en E. coli H47. Esto era lo esperado considerando que la escision de la GI
H47 ocurriria con muy baja frecuencia y que por lo tanto el DNA molde para la
reaccion PCR seria muy escaso. De ser asi, la isla H47 con capacidad de ser movil
estaria presente en las cepas de UPEC con perfil II. Cabe mencionar que no se observo
asociacion entre la movilidad de la isla H47 y el mantenimiento de la funcionalidad de
los genes que ella contiene, i.e. el amplicon OUT se detectd tanto en aislamientos
productores como no productores de MccH47. Por lo tanto, los repetidos directos que
flanquean la isla seguirian conservados aun cuando el sistema MccH47 se encuentre
mutado. En cuanto a los amplicones OUT generados a partir de los aislamientos II-2 y
I1-3, que fueron de notoria intensidad, serdn necesarios mas estudios para comprender
este resultado.

Con respecto al resto de los aislamientos, la plataforma de integracion se detecto
tanto en algunos de los que presentaron perfiles I y III como en algunos que no tenian
asignado perfil. Esto abarcé aislamientos con alto, moderado e incluso nulo contenido
en factores de urovirulencia, lo que sugiere la ausencia de una asociacién entre el

contexto de virulencia y la presencia de la plataforma de integracion de la GI H47. Cabe
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sefalar que la mayor parte de estos aislamientos dio lugar a bandas de amplificacion
intensas, resultado que se repitid6 en mas de una determinacién. En estos casos
presumimos que las amplificaciones podrian corresponder a plataformas de integracion
originalmente vacias, de modo que la abundancia de DNA molde daria lugar a un alto
rendimiento en la reaccion PCR. En cuanto a los aislamientos que generaron
amplificaciones tenues, una posible explicacion seria que los oligonucle6tidos out
hibridaran parcialmente con el DNA cromosomico. Esto implicaria entonces
amplificaciones de distinta intensidad e incluso ausencia de las mismas aun cuando
existiera una plataforma de integracion en el aislamiento. En este sentido, si bien el
analisis de la secuencia nucleotidica de las cepas de referencia E. coli CFT073 y
Nissle o917 revela la existencia de una plataforma de integracion vacia, no se detect6 el
amplicon OUT a partir de ellas ya que no poseen la secuencia complementaria al
oligonucleotido outl. Otra posibilidad que no podemos descartar es que otro tipo de
informacion genética distinta del sistema MccH47 sea capaz de integrarse en la misma
plataforma, por lo que las bandas tenues podrian corresponder a la escision de
eventuales islas alternativas.

En términos generales, si bien asumimos que la intensidad de las bandas de
amplificacion obtenidas podria ser indicativa de la presencia de distintas estructuras
genéticas, serd necesario efectuar una cuantificacion de las amplificaciones para obtener
mayor apoyo a las interpretaciones anteriormente mencionadas.

Por ultimo, la presencia de la plataforma de integracion de la GI H47 en
aislamientos del perfil III planteaba la posibilidad de que dicha plataforma estuviera
contenida en plasmidos ColV. Sin embargo, mediante experimentos de transferencia y
curado de plasmidos se pudo determinar que pColV de al menos tres aislamientos no la
portaban. Por otro lado, la posible vinculacion entre los aislamientos I1I-4 y III-5 sugirid
que la plataforma de integracion de la isla podia estar ligada a resistencias antibidticas
posiblemente codificadas en plasmidos. Nuevamente mediante experimentos de
conjugacion se comprobd que dicha plataforma no estaba contenida en plasmidos
portadores de genes para algunas de las resistencias de estas cepas. Por lo tanto, las
evidencias hasta ahora alcanzadas indican que la plataforma de integracioén de la isla

genomica H47 tiene una localizacién cromosomica.
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6. CONCLUSION

En suma, el sistema genético MccH47 es una isla gendmica pequeia que tiene la
capacidad de movilizarse por recombinacion especifica de sitio. Como tal, exhibe
caracteristicas novedosas en cuanto a su estructura y sus funciones de movilidad. La GI
H47 esta flanqueada por repetidos directos extensos e imperfectos compuestos por un
tandem de cinco regiones de identidad donde opera la recombinacion. Ademas, no
contiene los determinantes de movilidad necesarios para llevar a cabo la recombinacion,
por lo que estos genes deben ser provistos por el contexto genético de la bacteria donde
la isla se integra. Asimismo, la isla H47 es un elemento genético movil que se encuentra
integrado o tiene el potencial de hacerlo en el cromosoma de otras cepas, incluyendo

variantes uropatogenas de E. coli.
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7. PERSPECTIVAS

1- Continuar la busqueda de las recombinasas especificas de sitio que operan la
movilidad de la isla gendmica H47. Dado que en este trabajo se determind que el
contexto E. coli K12 aporta las funciones de movilidad, se prevé evaluar la escision de
la GI H47 en una coleccion de estirpes mutantes para las recombinasas especificas de
sitio codificadas en el cromosoma de E. coli K12. En este sentido, se encuentra
disponible la coleccion Keio, que consiste en un conjunto de mutantes nulos para la
mayoria de los genes del cromosoma de E. coli K12 (Baba et al., 2006). Se adquiriran
entonces todos los mutantes deficientes para las recombinasas especificas de sitio de
esta coleccion y se evaluard en cada uno la escision de la GI H47. Para ello, se
introducird en cada contexto mutante un plasmido que porte la GI H47 y se evaluara la
escision de la isla por PCR. Més atn, considerando la existencia de multiples sitos de
recombinacion en los repetidos directos que flanquean la isla, se prevé que mas de una
recombinasa especifica de sitio opere la movilidad. Por lo tanto, no se descarta construir
mutantes dobles o triples en genes para distintas recombinasas y evaluar en ellos la
escision de la GI H47.

2- Estudio del entorno genético de la plataforma de integracion de la GI H47 en
los aislamientos de UPEC relevados. Dado que la distincion entre plataforma vacia y
plataforma producto de escision se basd provisionalmente por la intensidad del
amplicon OUT obtenido, es necesario llevar a cabo otros andlisis para corroborar estos
resultados. Se apuntara al conjunto de aislamientos a los que se asigné la presencia de
una plataforma vacia. Para corroborar que efectivamente es asi, se realizaran las
amplificaciones combinadas outl x inly out2 x in2 a partir del DNA genomico de cada
aislamiento. De esta manera se podré distinguir la presencia de una plataforma vacia de
aquélla que contenga informacion relacionada con la isla H47. En caso de ser una
plataforma vacia no se obtendrian amplificaciones mientras que de contener
informacion mch si se generarian amplicones. En cuanto a eventuales plataformas
resultantes de la escision de informacion genética no relacionada a la isla H47, se prevé
realizar amplificaciones con los cebadores out utilizando una polimerasa altamente
procesiva. De obtenerse amplicones, €éstos se clonaran para su posterior secuenciacion

nucleotidica.
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9. ANEXO 1

MEDIOS DE CULTIVO

Medio completo Luria-Bertani (LB) (Miller, 1992)

Contiene por litro de solucion:

bactotriptona.................... 10g
extracto de levadura............ 5,0g
NaCl...ooooiiiiiiii, 10g

El medio LB s6lido se prepara afiadiendo 15g de agar por litro de medio de cultivo. Se
esteriliza por autoclave (30 min. a 121°C).

Medio minimo M63

Contiene por litro de solucion:

KH2P04 ............................ 4,5g
KoHPOu. oo, 9,8¢
(NH4)2 SO4 ........................ 2,0g

Se afladen 15g de agar por litro de medio de cultivo. Se esteriliza por autoclave (30 min.
a 121°C) y posteriormente se agregan 1ml de MgSO4 (1M), 10ml de glucosa al 20% y
Iml de vitamina B1 (1mg/ml).

M63 sales

Contiene por litro de solucion:

KHoPOy4.ooo, 4,5¢
KZHPO4 ........................... 9,8g
(NH4)2 SOguevviiiiiiii, 2,0g
SOLUCIONES TAMPON
TAE
Trisbase........cccovvvivicicicinn. 4,84¢
Acido acético glacial................ 1,142¢
EDTA (0,5M) (pH 8)............... 2,0g

Se agrega agua hasta completar 1 litro.
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EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO

Lisis alcalina (Birnboim & Doly, 1979)

0.

1. Realizar un cultivo en 3 ml de LB y dejar crecer a 37°C toda la noche.
2. Centrifugar a 5.000 rpm por 5 min.

3. Resuspender en 200 pl de Tris-HCI1 (50 mM) (pH 8)-EDTA (10 mM).
4. Agregar 10 pul de Rnasa 10 mg/ml y dejar a temp. ambiente por 5 min.
5. Agregar 200 pl de NaOH (200 mM)-SDS (1%).

6.
7
8
9
1

Mezclar suavemente y dejar 5 min a temperatura ambiente.

. Agregar 200 pl de Acetato potasico (2,55 M) (pH 4,8).
. Mezclar y centrifugar a 13.500 rpm por 20 min.

Recuperar el sobrenadante.

Fenolizacion:
10.1. Agregar 1 volumen de fenol-cloroformo- alcohol isoamilico (25:24:1).
10.2. Vortexear y centrifugar a 13.500 rpm por 5 min.
10.3. Extraer la fase acuosa.
10.4. Repetir una vez los pasos 10.1, 10.2 y 10.3.
10.5. Agregar 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1).
10.6. Vortexear y centrifugar a 13.500 rpm por 5 min.
10.7. Extraer la fase acuosa.
10.8. Repetir una vez los pasos 10.5, 10.6 y 10.7.
10.9. Agregar 1 ml de alcohol absoluto. Dejar en freezer toda la noche.
10.10. Centrifugar a 13.500 rpm por 20 min.
10.11. Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con alcohol 70% frio.
10.12. Secar y resuspender el pellet en 30-50 pl de agua ultrapura.

Lisis rdpida (Chowdhury, 1991)

—_—

D

PN W

Realizar un cultivo en 2 ml de LB y dejar crecer a 37°C toda la noche.

Procesar 500 pl del cultivo y agregarle 500 ul de fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico (25:24:1).

Vortexear por 1 min. y centrifugar a 13.500 rpm por 5 min.

Extraer la fase acuosa y agregarle 500 pl de isopropanol.

Mezclar bien y dejar 5 min a temperatura ambiente para que precipite el DNA.
Centrifugar a 13.500 rpm por 5 min.

Descartar el sobrenadante y lavar el pellet con alcohol 70% ftio.

Secar y resuspender el pellet en 30-50 pl de agua ultrapura.
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OBTENCION DE CELULAS COMPETENTES

1. Realizar un cultivo en 50 ml de LB de la estirpe a transformar hasta una DO
de 0,2-0,3.

Centrifugar a 5.000 rpm por 5 min y descartar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 20 ml de CaCl, (100 mM).

Dejar en hielo durante 30 min.

Centrifugar a 5.000 rpm por 5 min y descartar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 500 pl de CaCl, (100 mM).

Guardar las células a 4°C.

Nk LD

TRANSFORMACION DE CELULAS COMPETENTES

Mezclar 100 pl de células competentes con 5-10 ul de DNA plasmidico.
Incubar la mezcla en hielo durante 10 min.

Someter a shock térmico poniendo la mezcla a 45°C por 5 min.

Agregar 2 ml de LB e incubar 2 horas en bafio con agitacion (30°C o 37°C).
Sembrar alicuotas de la mezcla en medio selectivo.

Nk W=
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10. ANEXO 2

HindIl1
aagcttaaggcctgagcctccgcetcctggaaacactccgtcggtaaaaacttaccgcattgattaatgatgtgaa

ctgaagtcaacggagatcattcatcctgaacctgaatccggtgttctgtcccttatctteccgttctgettcagt
tcttcacttattccatcaatctcatccgcaagccataacacgtcagctcattcacgggcaggacgcattgtggge
tgcgcataacggaacatatcttatgaatgctattccttatttcgactatagcctggcacccttctggecatctta
tcagaacaaagtcatcggcgtccttgagcgtgcgcetgegtgagcagteecggetcacggatacggcggatcetget
tcgtctgeccgtgggaacatgacaacgccttcaacagcagacagacctggtttggtatggattttatcgaaaccgt
cagtgcgctgatgaatgcgaaacccggacgcgacctttgctggctcctgacccgtcatccggaaaageccggaata
ccacgtggtgctgtgcgtcagacaggagtatttcgacggccccgaactggaccggctgattctggatgectggag
caacgtactgggcttcgcgtcaccgggggaagcggcaccgtaccagaaacagataacizgégatgtggtgctgga
cagtcgttcaccggactgcgaagacatcctcaaagatttgatctgggcgttcagtgatttcgeccgegategteg
tggtgtgtgcgatccggaagcccgttgectcgecggtaatcccggectateccecggatectgcaggaccgttctgaga
atacggctcagcacctttccccgecattcgcacaaccttcataaatctcacagaggatattctgaccatgttgacce
tcaatgacaggccacgactgcgtgttgctgcgtgccgacgatccectgatcgacatgaactacatcaccagtttce
accggtatgacagataaatggttttacaagctgatcagtgaaggccatttcccgaaacccatcaagctgggecge
agcagccgctggtacaaaagtgaagtggagcagtggatgcagcagcgaattgaggaatcacgaggagcagcagea
tgaaacgtgttgtgatgccggtacgctggcaatgtgcaaaatgccggcgetggtattgecggaaatcagecctgte
cctggtgctggcgacattaccgttcag::icctgctgacc%tctccggtcagccagcaggttgtagctctttcct

attL
gactgattcgtcattccattcacattgtttataactggcattacaccggtgttgatgcgcaccttcccgtgtgtc

tgcaccggcttaacaaaattcaacagagtctgaaggagtcgtattctgtgcaaataaccgaagcgttacttttag
tgacggggttatccaatacttttctagtcagtgtttagtatttatgcaagcgatgtaagtagtaaccgcttagac
tattgacattigiéatgcctgttaattcaaatttcaggtatgatctgtcatttattggtgtgatactgattccgg
taggttggcataactgtcctgtaactcattgttcaaaaaagaaagctcctacaaactgtatcctgtatctctacce
agaagataagatacttggttatttttgtgcataagctcacataaaaataatattaattatgttttcttagcgata
gaaaaataaacaggtaagcagaagacggacttttttaatgcgaaaacgtattctttttattggcccaccgectgta
cggtttgttatacccattgatttctctggctcaggectttegtgtaatcggacatgatgtagtaattagtagtge
tggcaaattcgcgaataaagcagcagaagctggactggttgtttttgatgcagttccaggtttagattcagagge
tgnggzcgccatcaggaagagttgaggaaaaaaagtaatattattggtcatttctctttttttagcgatgaaat
ggcagataacctcatcgattttgcaggaaaatggaggccagatttaatagtctatcccecgettggtecggeagg
cccattggttgctgctaaatatagggzi;cttcagtgatgctggctgttggattcgcgcatacatctgcccatat
tcagatgttaaaccgttctttaagcaatgcttacaggcggcatggagtcagcggtccactatgtgatttageatg
gattgatgttgctcccccaagtatgagcattcttaaaaatgctgaagaaccggttatctcaatgagatatattcc
ttataacggaggtgctgtaaaggaaacatggtgggacagggattctgatcgaaaacgtttactcatcagecttgg
cactgtaaaaccaatggttgatggtctggagctgatttcatgggttatggattctgcaaatgaagttgatgctga
Egisgttttgcaacttgcaataaatgctcgtactggattacgaaaactaccatcaaatgtacgtctggttgactg
gatacctatgggtgtattccttaatggagctgatggatttattcatcatggtggcgcaggtaataccctgacage

gttgtatagtgggataccacagattgtgtttggcgaaggtgcagatcgctctgttaatgcagaaattgttgegat

1-75 pb

76-150 pb

151-225

226-300

301-375

376-450

451-525

526-600

601-675

676-750

751-825

826-900

901-975

pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb

pb

976-1050 pb

1051-1125 pb

1126-1200

1201-1275

1276-1350

1351-1425

1426-1500

1501-1575

1576-1650

1651-1725

1726-1800

1801-1875

1876-1950

1951-2025

2026-2100

2101-2175

2176-2250

2251-2325

2326-2400

2401-2475

2476-2550

2551-2625

2626-2700

pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
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gcgtgggtgtgggattattccggacaagcatggactgaccagtgatttggtaaatcgectgetttatgatgatte
actacgcttctgttcagatcaggtagccgctgaaatggctgaacaacccagtcctgcagagatcgcagaggtttt
gatgagaaaattaaaaaacaacgggaaataattgtatagtattgctgatattatcgacgaaaaatgtiZigagta
atagaatgtccttcacttatatgatgaaggacataactaaataaatgagtatgtctcccgttataatgttgcaga
aagcgttatcggtacgatgagataatcgcttacacaaagttattatctgEigizttcctgcaattataatttgct
aatgcatcaataattgctccgcgccaccaggcataatigiéaccaccggcatagacagtgaggttactttccaaa
cctgctgcgattaacgactgatgcaaccgctgaacatgtgagacggttgtaccttctaaagaaccgactccaagt
tggatatttacatctttcggaggcgctgaaagtatctgctcacttacccaggaggigizattctcagtaaacaaa
atcgggctgccctggtcagggttccaccacattgaaggtgagtggctaatgattgtaccaaatgttgtcgacgcea
tatatagctgccatcagtgctgtcactccaccgaggctctgaccggccagtatagtattagaacgaccageccat
acgatattcgggtagtctctgtataactggggtatcagattttccgctatatcaaagataagttctttattgect
cccagtatattcatacgatcagattcattaatattgtctatccccataattgccattggcgcaatatgaccagtg
gtaatggccatatctaatgciZgégtaatatccatccggtcaaaccatatttcagcatcaggtaacacaagtaat
ccaagaggtactgatgttggattctggggaaaatataaacgaatccggcgttggigizctgcaacaaaggaatgt
aatgttgaaagaatacctgtacatttatgggaagtatcatcccattccttttgttcaggagccatatcaagagaa
aggactgattctccgaatcctcgtatatttatttctgctgttttgttaaatggatcagatttaccgggtaatgga
gagaagcgacttcctagttgaaatatgtctttttgtgtcatatctgtgggaatttctataaatgagtatgagccc
cgatatgaagctggtaacaccagtgtcagcatccaggigiztgtcgaagggatatgagtcattagtccttttttg
acatcttttttatctgtaacacgattcaggcgaagatatacgccttgcactgctttctctgagcgccacagaaat
gtaacctcccgattttctgtagtggtgctttttgtgatcaccggaagagttgctgactcaagatagtgccagaaa
ttagcaatatctgttgttcttattgtgacaggatgtgtcattttttttaactgtacacaaatatcttcgggagtc
tggaaaagatagtttttcataggtatcatcttaaattaatccaagtgtaagaataatacatcaaatgacgttcat
tcaaggggtgatgagtgactttccggaattaaatctgttgtattgatgataaatataaaacaggtttaataaaat
ttttgctttatactgtagatttcacgtatgtaagtaatatatgaaaaggctctcgttaagatgtctggtacaaaa
tgtcagatcatatgcctttgtaaagagacgacagaagtagagtcttacaggcacatcataaataccctccggeat
agccggatggtatttatttaactgccgectgtttgcactggatgtggaactactcatactataagaaggtccactt
ccccccggatacatgatgatggatggagtatccggageccagcatgctcecattagcatcaatatatgtteccata
tcttttccacgtagatctattacattagtagaagcaggtaatccattaagattcatccctectttcacggaatca
agcatgttatctgatatttctctcattttaaaaacctcctgctcatttatgttcagatattaatttggtgttgca
accatttattatcacagggiiéagaatatcattcagttttatttttgttaaaatatcccctcttaagacagacac
atattcttgtttatcattttcattaaacaatgactctatattttctacgtttaaataatatagcccacaagcagc
ataaattttagactccttagttgactttctattttttattatatttttaaatatctcttcgggattatctaatgt
aagaatgtgtgtgtataatttttccccttcgctctgatagcctataaacccattcatacctatagaaaaataggt
tgttttttctaacgattgttgaaggggaggtggatctgatgaaaatgcagcagatggtaatataaacatcatact
tattataatctttttcgtaagatacatactttccecctttggttttccatcgataaatattcagataaacaatata
tgttttttcttgttaatgttcatatcgatggattgataagtg?aatattcagcataataatcaacaggcttgtac
ca

ctgatcaggtatcagtttgcaaatatgtttgttataggtcatgaccgcaaccaggacacataatttcaccacaac

cacaaatataatcggcatcatagtcatgtgttactataccggaagccgacttattatttgtgatacagtgtgtct

2701-2775

2776-2850

2851-2925

2926-3000

3001-3075

3076-3150

3151-3225

3226-3300

3301-3375

3376-3450

3451-3525

3526-3600

3601-3675

3676-3750

3751-3825

3826-3900

3901-3975

3976-4050

4051-4125

4126-4200

4201-4275

4276-4350

4351-4425

4426-4500

4501-4575

4576-4650

4651-4725

4726-4800

4801-4875

4876-4950

4951-5025

5026-5100

5101-5175

5176-5250

5251-5325

5326-5400

5401-5475

5476-5550

pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
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ccagctctacggaggattctacctctataggaaaattatcgtgttttcgtcttgaattgtcttgettgttgectt
tatcaaaggtaacaatézgiiLttcatttctgtgattattatcacaattcattcttatgcctcctcacatttccc
gatgtatgaccgtcagtgctattagtgtacgttcaagtctcaggttatacatgagcgacaaccatgagatcctga
ctaacaattgcatcagttacataacgtaaaatacctcttgactttatatggacaatatgacactttttttgaaaa
gtaaataacaatcattctcttttgtctttgtctgggtgaggtctggtaagatggaatttgctacaaacagggtta
ctgtaaatgacagtcggtcagcactgtcatcaactttgctgttgtctttgatigi;agcgccactctactggaat
attctttatcgatgacctgactcccctgactgaagcgctaagatttggtaacttttcataatgaaaataaagcaa
caggtaggtattaatgagttataaaaaactgtaccaattgacggctatatttagtttacctcttactatcttatt
ggtttcactttcatcccttcggattgttggcgaagggggiiéttatgttgacgtttttctg;Sgiiiataatatt
tcttggttttattgagctgattcatgggattcgaaagattttggtctggtcaggctggaaaaacggaagttaaat
atgatggagtttatatgcgagaaataacagaatcacagttaagatatatttccggggcgggaggtgcgecagega
cttcagctaatgccgcaggtgctgcagctattgttggagectctecgecggaatacctggtggtecacttggggttg
tagttggagccgtatctgccggtttgacaacagcaattggctcgaccgtgggaagtggtagtgecagttettcty
ctggtggcggtagctaattataattttatttattttacaggcactttttcgatagtgcctgtaaaatatatcect
ttcgtttaaagcagatagaagatccatttataagtgtgtttttatgttcaacactttactgatgaagatatgatt
tacagtcgttgataaataattattaatttatgtgtaattaatagagttttactgtaataaggaagaagctgtcag
gacacttacttgctcttttatgaacactcttttatgaaaattaaaacggagaatactgccagatgagtcatcagt
gttcactttctgaactgaatgaaaacctggtgcctttcactgccaggcagatcaagtcctecattaatctggtgty
cagaggatgtcagaaatccaggcgagctgcaaaatgcctgcagttatattatcgatcctgacagtacggcttctg
ccaaagtgttccatgcagagcgctatggtggcagtggtattcagcgtaatggaggtggtgcacgttgtgggtttg
atggtaactaccaggttaaaggaataggaagtaatccgttggttggtgaaggtactgacgaacgtcattctaatg
gtgcactcggcgctgttcatgcaatatatgaggctttgtggggagaagtactggctcaaatattaccttatagtg
ctgtgcgggttcgggeggttttacttacagatctctatactgaaaaggcatttgagegctccggtatgaaatcac
gaagagccctgttggtacgtgagcctgttgttcgeccggegeattttgaacgggcaccatacttccaagtaaaac
cggagtattccagtcagttaattcacgatgcctgtcgggttagatctgtgatccacaagctgccaggggzxctac
ctgtaccaccggaagaaattgatgctgaagcacgaactgatccccggatttattgcattgagggattatgtgaac
tggcacgtcgtgaggcctggcaaatggecattttgtcgaacacgtttcctgagattgacaacttctecttctaata
ttgcaatggatggcagattaatggattttaacggactcagttgctcgtttccgggagattccccagetgattttg
ggtataaactaagattagctgaactggcaaaagaaccgatggtacttatgcaagggctgtctgatctctgettgt
atatcggaaaatatatgtttgaccctgacttcactcttgcagcccgtttgaaggttgaggagatatttcagaaaa
cttttigiéaagcatgttattactgttatctagaactgttgggtattcctggagaatttataacacaaaaagaga
tacctgatatattgaaacaactggttaacagttttgttgcattactcaataaatactgcgagaaatcacatgccc
aagatattgtcaatcaggatggttcaccattgcaaaagttggttgtgacgctaatccatcataggcataatcaaa
agcaggcactgaatagtagcatcaagaatgatgtttatttcaccgttgcacaacagtgtttttcccagactatcc
actggctgacgcaaggcagtaccagacgtcagataaatgcttcattactcctgaaagaaattgaacatcatacca
tgaaaaggctgcaacccagggaagagctgaggaaagagaatatgtgcgaaaaaattgccatcctgctggataatc
atggcgatgatcccctttttttacaagaagcaatttctgatatgaaaaattttatgcttaagttttccagagatg

EcoRV
catttggatatcttgaaccgataagaaacacagtgtaataaatatataagggaaatagtaatcatgtcttatata
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7951-8025

8026-8100

8101-8175

8176-8250

8251-8325

8326-8400

pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb

50



agggaaaccatcagaggaaaagatgaatggactgtttatgaacagataggttttgcggtcagttgtatgctctac
aatcgtaattacagtctgtatccggtgttaaccattcaatactggactgaatatgcgatacagcataatcagatt
aaattcctgtttgattcacgaggttttccactggcgtatataacctgggcatatcttgaggctgatacggaagceg
cgcctgctcagggatccagggzi;aggttgcatccgtctgaatggaatgaagatggaaggatctggatcctggat
ttctgttgtaaaccaggctttggtcgaaaagttattgactatctcatacagcttcagccatggggggaaggagaa
gtacgatggttaagcaggcgaaagaaaattgtgacatacatccctgagcggctgcataaaacgtagtacctctga
agatacagagataattgtaaattacggggtaaatgcatcgctgatactattttgacaggactctgtattttctgg
ctttgattatagcgtttcggttaatcagtgaaggtattacaggaaaagtgtgagtaagaggagctattttgtttc
gtcaggatgctttagaaaacagaaaaatgaagtggcagggacgggcaatattacttcccggaataccactatggt
taatcatgctgggaagcattgtgtttattacggcatttctgatgttcattattgttggtacctatagccgecgty
ttaatgtcagtggtgaggtcacaacctggccaagagctgtcaatatatattcaggtgtacagggatttgttgtca
ggcaatttgttigiéaagggcagttgataaaaaaaggggatcctgtttatctgattgacatcagtaaaagtacac
gtagtggtattgtcactgataatcatcggcgggatatagaaaatcagctggttcgtgtggacaacattatttcce
gtctggaagaaagtaaaaaaataacgttagataccctggaaaaacaacgtctgcaatacacagatgcgtttcgtc
gctcatcagatattatacagcgtgcagaggaagggataaaaataatgaaaaacaatatggagaattacagaaact
atcaggcaaaagggctgattaataaagatcagttaactaaccaggtggcattatattatcagcaacaaaacaatc
ttctcagcctgagcggacagaacgaacagaatgccctgcagataaccactctggagagtcagattcagactcagg
ctgcagattttgataaccgtatctaccagatggaactgcaacggtacgagttacagaaagaactggttaacactg
atgtggagggcgaaattattatccgggcgttgactgacgggaaagttgactccctgagtgtcactgtcgggcaaa
tggtcaataccggagacagccttctgcaggttattcctgagaacattgaaaactattatcttattctctgggtece
caaatgatgctgttccttatatttcggctggtgacaaagtgaatattcgttatgaagcctttccggcagaaaaat
ttgggcagttctctgctacggttaaaactatatccaggactcctgcgtcaacacaggaaatgttgacctataagg
gtgcaccacagaatacgccgggcgcectctgttccctggtataaagtcattgcgatgecctgaaaagcagattatca
gatatgacgaaaaatacctccctctggaaaatggaatgaaagccgaaagtacactatttctggaaaaaaggcgta
tttaccagtggatgctttctcctttctatgacatgaaacacagtgcaacaggaccgctcaatgactaacgggagt
ttcagacaaattataaatcagcttgatatgcgctggcgacgtcgtgttccggttattcatcagacggagaccget
gaatgtggactggcctgcctggcaatgatatgcggtcattttggtaagaatattgacctsgiz¥ctcttcgccgg
aagtttaatctctcggcccgtggagcaaaccttgcaggaatcaatggaatagcggagcagectggggatggtcacce
iggéctctttcactggagctggatgaacttggtgccctcaaaatgccgtgtattctccaotgggatttcagtcac
tttgtcgtgctggtcagcgtaaagcgtaaccgttatgtactgcatgatccggccagaggcagaasgzixctcggt
cgggaggaaatgagccggtattttacgggcattgcacttgaggtctggcctggaagtgggzzéctggcggaaacc
cagcagatccgcataagtctccgttcactgattaacagtatttacggtattaaaagaacactggcgaaaattttc
tgtctgtcagttgtaattgaagcaatcaatctggtaatgccggtggggactcagctggttatggatcatgegatt
ccggcgggggacagagggctgctgacgettatttctgectggectgatgttectttatattgectcagggecgeggty
agtatgctgcgtgcatggtcctcactggttatgagcacgctcatcaatatacagtggcagtcgggtctgtttaac
catcttctcagactgccgctggcgttttttgaacgccgtaaattaggtggzgizcagtcgcgttttggctccctt
gacactttgagggccacctttaccacctgtgtggttggggcaatcatggacagtattatggttgtgggggttttt
gtgatgatgctgttatatggagggigizttacctggatagtgctcggttttaccatggtttacgttcttattcgt

Smal
ctggtgacatacggctattaccggcaaatatcggaagaaactcttgtcaggggggcccgggecagctectatttt

8401-8475 pb

8476-8550 pb
8551-8625 pb
8626-8700 pb
8701-8775 pb
8776-8850 pb
8851-8925 pb
8926-9000 pb
9001-9075 pb
9076-9150 pb
9151-9225 pb
9226-9300 pb
9301-9375 pb
9376-9450 pb
9451-9525 pb
9526-9600 pb
9601-9675 pb
9676-9750 pb
9751-9825 pb
9826-9900 pb
9901-9975 pb
9976-10050 p
10051-10125
10126-10200
10201-10275
10276-10350
10351-10425
10426-10500
10501-10575
10576-10650
10651-10725
10726-10800
10801-10875
10876-10950
10951-11025
11026-11100
11101-11175
11176-11250

11251-11325
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atggaaagcctgtatggtattgccacggtaaaaatccaaggtatggctgggatccggggaacacactggecttaac
ctgaaaatagatgcgatcaattcaggtattaagttaaccaagatggatttgctcttcggggggataaatactttt
gttgccgectgtgatcaggtggecgattttatggectgggtgcaagecttgtgatcgataatcagatgacaataggg
atgtttgtggcatttggttcttttcgtgggcagttttcggatcgggttgettegetgaccagttttcttcttcaa
ctgagaataatgagtctgcataatgagcgcattgcagatattgcactacatgaaaaggaagaaaagaaaccggaa
attgaaatcgttgctgacatgagcccggtttcactggaaaccactgatttaagctaccggtatgacagccagtca
gcacaggtattcagtggtctgaatttgtctgtggctccgggagaaagtgtggctataactggtgectecggtgec
ggaaaaaccacattaatgaaagtattatgtggactgtttgaaccagatagtggaaaagtactggttaatggcacg
gatatacgtcaacttggaataaataattatcaccgtatgatagcctgtgttatgcaggacgaccggctattttca
ggatcaattcgtgaaaatatctgtgggtttgcagaagaaacagacgacgaatggatgacagaatgtgccagagca
agtcatattsgiéatgtgataatgaaaatgccaatggggtatgaaacgttaataggtgaactgggggaaggtctt
tccggecggtcaaaaacagecgtatattcattgecccgagetttataccggaaacctggaatattatttatggatgag
gctacaagttctcttgatacagaaagtgaacgtttcgtgaatgctgccataaaaaaaatgaatatcacizgégtg
attattgcacacagagaaactacgttgagaactgttgacaggattatttctatttaaaatccactggtgtaactt
tgtaaggagttttgtcgatgggggaggttaagaaggatataaaaataacagtgattgcttttgttatcaattatc
tgttcttttatattccggtgtcattatatcttagttattactatagatataatttttttaatctatatatgtttt
tttatcacttgtagttacatttttatcgttgtggttaaacgtgaatttttacttcttcacaaattttatagcgaa
ggtgttgaaatgagaaaactatctgaaaatgaaataaaacaaatatctggaggtgacgggaatgacgggcaggca
gaattaattgctattggttcacttgcaggtacgtttattagciggégatttggttctattgcaggggcttatata
ggtgataaagtacattcatgggcaacgactgcgacggttagtccctccatgtctecctcaggtataggattatca
tcctagtttggatccggcagatgtacatcaagtgcttcttecgtctgcggggagtggaaattaaaccttatattgt
taatgatgcctatgtaatggtttaagttaggctcctccgaacgtttatcattttatgcataccgcatagtaacaa
tgctagtccgtttaatttttatcatatgagattgtaacagaaaatgctctgttaatgggaataactgatataage
tagatattgtattcctgctatgactgcattcatcgccatgtgaagtaatatgggcattaacagaccattcgactt
tatttgtgcgctaataagaactaacgatactaaaaagagcataaaaaatgtacgaaagtcagtatattgtagatg
caatgcagagaatatgactgatgttacaatagcagagatgtaaatattgtcattaaaccagaattataaagaatt
aaaaaacaccctcgaaatacaatctcttcatatacaggaacatagaagtacagaagaaacataaaatggcctcag
aaaaagatatttgcgagatcatccattcttccgttttcctcactgccagcagataagggacaaataactgaataa
tcattattaaagagaaaagagtaaaaaacatccggtcgaaaagaacctcttcctaatccttctetttttcggaag
aaaataaaatacagtggaacaagaattagaaattcagcaagaaataatgctggaacaagaagtcccctggatata
agttcctgcctgtttgtaaggaatgcaggaataaaggtaatagaaaatgataaagtaaacattaaaaagcagccg
ctgatgactgtttttatgttgcattttttgttatttccatttatattcccttacttgttatttaaaatttttata
taacaggaagaggtaaccatagaatgaacgtttcttctccggtatcagaacagccataatttttattttatagtt
gttatcagtgaatgaatataaactaatagaacaataaaaagaatggagaaaaaacgacgggcaggacgccatagt
tcatattctctcgtatcagcctcacgtatcaacctttctgaaacggtttcaatttcctttctecgetecagaata
tatttgtaaEgt;Ecctigiéacatataccgaaaactggaaccagattaatatggatggatacacaacacataaa
co attl

cttctgatgatatcgctagggaacgtatcttgagcgggtaaaagaaagtcatatactctgaataaaaccatcatt

tcaggtgttgatgcgcgctttactgtgtctgcactggcttaacaaaattcaacagggtttgaaaaggaacatttc
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gtgcaaataaccgaagccttaatttcagagccgggagacatccggegttttgttcagcaggcggtggaccactgg
P out 2
ccgcgtctgetggecagtecacttcacgctecattcggectgaaggaaacatcaacgggcaacagattcaggeattce

tgtacttccttttatcgacaactgcatgaacgtattactgagcgtaatcacactgccagtccatcctctecggty
gtattacgctggttgcgggaacaacatgaaggagcaacaattcgatgcctgttgctgctcagccagacgagtatt
tgtcacccgcgagccagtgtcacagttgatgaacaatgttcgcaagtggtggatttactgcaacatagectggeag
gtgataagtgctggcggacaatgccgggtggaaaggtgttttcgggttgciggéggtgatacatccggtcagtat
gttgcgttaaaaacagtcgcattgtctctggggttaccggttgtgaccgccattacccatecgtcecggtacagege
tgtacattgattacagctcagtgaatcagcgctttctggcttttcgteggtcattctgtcaacgccacgatgttt
gaccgttatggggatgcggacgattccctgcacagegttgtttcacggtggtggatgacgcaacaccgetgttaa
aaacagtcgttcagtcctttgtgttaccggttgtgacaacaatcagttggtaatggacgtgtgaaccatctgege
ttccgttgatttttatggactgataaagttttgccagctgaatctttatacggaatgctcttcagtatgecgtaca
cgaattgactatctggcggataaatacagttttactgagctgaatgagtcttcccgtcttcgeccagcagtggeag
gatgttctggaggagtgccggcagacagaggccgggccagaagaacggctgecgtattgecactgctgaatgtggat
tacgtcaccagttttgaactgccttttcgcttgctgcttacccggacaccacaactgattgecgegetgegtgaa
gaatggggcatcagccagaaaaatgtggtgtttaacgataaacggtttggttgcgtgtacagcctgaaggccage
ctttctggtgtgccggatacattccggtatcatctgtctcaccgtattcgtcgegtggttgggaatgaaaacaca
tcattgccatatcagcaggttgciggégaagtgaaagcgccccgtgaacggctgaagtatgcactggaggcgggt
ttactggtgactgcactggacggcctgttctggtttggcagtcagcgtattgcggctgatgttctgaggctgaga
aaggccggaatgccggtggtgaccacgaccgtggaggtgcacgataacctgacaggaacaacccgcaaagtaccg
gcataccatctctgatacaaccatcagggggaatattgctctggcagcagcagtacgacattctttatactttat
ccccgtgectgaaaatatgtgctaaggaaacgggaatggcaaggtcecgattatgatattattaatctgtctctga
aacatgaactgaatgagtggctgacagagagaggttatgccggactggcggataaccggaaccgcctggcagagg
tggttacccggaaattgcaggacagcttttatataaacgtttcctgggatgcgctgaacacggcatacagtgaac
accctgagtggttttcagggcttgtctccggagatgagaattaataagtggattatgctgccatcaggcagtgty
attgccggcagggatttcgttttattctgtttcttcizgéggggcgggtttgaattttcccagaaagttgtacat
cggtcgcatgcagggatgcggatagccgtcccgcataaacaccaciggégtttcctcaacactggtcacggtgac
aagcgcaccatgatcgtctttgtatcgctgattgactttcggtaatggaacatcttctgacataaattttagtac
ggtaacagttaactaaattttcatgtggtagcactgaatcaggagactgcgtttcctgatgtgcgctgttaattt
tctgtttttacgaaacattttccecttcttectgtatattttattgegetectectttecatgtectteccatate
ctgaaactcacttaaatgctgttgaatcgtcatgcattgcaattttcaatgactgaaatcaaaaattgctatttt
tttagctaaccaactgagcattcagtggaataattttctgcacttttccattaattatggttataaattttgcaa
tgtgctgtttttgcgatatatgacagaataaagaactgttcatttgtgttatatcgatcgataaatctgtcatat
tgctgtagttcagattattattctataatgatcaaaaataagtcagctaaaaattggcagatttattgctcagca
ttctggtaccggttgatgcgggtaaataccggaagggcggtagegtgccatcgcaaaacatggtgggaggtateg
tcaggaggctggtgattgttggtatgacatgaataaaaggtttttcgtttgactggaaaattatgttgcaggaac

HindIl1
gagagggctgaggaacaaagctt 16801-16823 pb
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Sitios de corte

Enzima Nro.Cortes Posiciones Secuencia de reconocimiento
EcoR1 6 2124 4892 5642 6187 8644 10708 g/aattc
EcoRV 13 1955 2476 3051 3281 3730 4013 gat/atc

7419 8334 10412 10642 11076
11200 14036

Hindl11 3 1 6211 16818 a/agctt

Rcal 9 1510 2917 3112 5439 5977 7805 t/catga
9236 12084 13967

Smal 10 659 3622 10501 11308 12295 12719 ccc/gg9

14602 15400 16013 16097

Anexo 2. Andlisis fisico de la secuencia nucleotidica del fragmento H-H. Se realiz6 con el programa
Webcutter 2.0 (bio.lundberg.gu.se/cutter2/). Se indican con distintos colores los sitios de corte para las
enzimas de restriccion EcoRI, EcoRV, HindIIl, Rcal y Smal. En gris se sefialan los sitios attL y attR que
flanquean el sistema genético MccH47. Con flechas se indica la secuencia nucleotidica correspondiente a
los oligonucleodtidos outl y out2 (complementaria).
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11. ANEXO 3

EcoR1
gaattccggatgagcattcatcaggcgggcaagaatgtgaataaaggccggataaaacttgtgecttatttttctt

tacggtctttaaaaaggccgtaatatccagctgaacggtctggttataggtacattgagcaactgactgaaatgce
ctcaaaatgttctttacgatgccattgggatatatcaacggtggtatatccagtgatttttttctccattttage
ttccttagctcctgaaaatctcgataactcaaaaaatacgcccggtagtgatcttatttcattatggtgaaagtt
ggaacctcttacgtgccgatcaacgtctcattttcgccaaaagttggcccagggettecccggtatcaacagggac
accaggatttatttattctgcgaagtgatcttccgtcacaggtatttattcggcgcaaagtgcgtcgggtgatge
tgccaacttactgatttagtgtatgatggtgtttttgaggtgctccagtggcttctgtttctatcagetgteect
cctgttcagctactgacggggtggtgcgtaacggcaaaagcaccgccggacatcagcgctagecggagtgtatact
ggcttactatgttggcactgatgagggtgtcagtgaagtgcttcatgtggcaggagaaaaaaggctgcaccggty
cgtcagcagaatatgtgatacaggatatattccgcttcctecgctcactgactcgetacgectecggtegttcgactg
cggcgagcggaaatggcttacgaacggggcggagatttcctggaagatgccaggaagatacttaacagggaagtg
agagggccgcggcaaagccgtttttccataggctccgeccececctgacaagcatcacgaaatctgacgctcaaatce
agtggtggcgaaacccgacaggactataaagataccaggcgtttcccectggeggeteecctegtgegetctectg
ttcctgectttecggtttaccggtgtcattecgetgttatggecgegtttgtetecatteccacgectgacactcagt
tccgggtaggecagttcegetcecaagectggactgtatgcacgaacccecccgttcagtecgaccgetgegecttatee
ggtaactatcgtcttgagtccaacccggaaagacatgcaaaagcaccactggcagcagccactggtaattgattt
agaggagttagtcttgaagtcatgcgccggttaaggctaaactgaaaggacaagttttggtgactgegetectce
aagccagttacctcggttcaaagagttggtagctcagagaaccttcgaaaaaccgccctgcaaggeggtttttte
gttttcagagcaagagattacgcgcagaccaaaacgatctcaagaagatcatcttattaatcagataaaatattt
ctagatttcagtgcaatttatctcttcaaatgtagcacctgaagtcagcecccatacgatataagttgtaattcte
atgtttgacagcttatcatcgatgégg;;;aatgcggtagtttatcacagttaaattgctaacgcagtcaggcac
cgtgtatgaaatctaacaatgcgctcatcgtcatcctcggcaccgtcaccctggatgectgtaggcataggettgg
ttatgccggtactgccgggectcettgegggatategtecattccgacagcatcegecagtcactatggegtgetge
tagcgctatatgcgttgatgcaatttctatgcgcaccecgttctcggagcactgtecgaccgetttggecgecgec
cagtcctgctcgettcgetacttggagccactatcgactacgcgatcatggecgaccacaccegtectgtggatcee
tctacgccggacgcatcgtggecggcatcaccggcgeccacaggtgcggttgetggegectatatcgecgacatca
ccgatggggaagatcgggctcgccacttcgggctsgiéagcgcttgtttcggcgtgggtatggtggcaggccccg
tggccgggggactgttgggegecatctecttgecatgcaccattecttgecggeggeggtgctcaacggectcaacc
tactactgggctgcttcctaatgcaggagtcgcataagggagagcgtcgaccgatgeccttgagagecttcaace
cagtcagctccttccggtgggcgeggggcatgactatcgtegecgecacttatgactgtcttectttatcatgcaac
tcgtaggacaggtgccggcagegetetgggtecattttcggecgaggaccgetttecgetggagegegacgatgateg
gcctgtegettgeggtattcggaatcttgcacgeccctegetcaagecttegtcactggtecccgecaccaaacgtt
tcggcgagaagcaggccattatcgecggcatggecggecgacgecgetgggectacgtettgetggegttegegacge
gaggctggatggccttccccattatgattcttctcegettccggeggcategggatgeccgegttgecaggecatge
tgtccaggcaggtagatgacgaccatcagggacagcttcaaggatcgctcgecggetcttaccagectaacttcega

tcactggaccgctgatcgtcacggcgatttatgccgectcggegagcacatggaacgggttggecatggattgtag

1-75 pb

76-150 pb

151-225

226-300

301-375

376-450

451-525

526-600

601-675

676-750

751-825

826-900

901-975

pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb

pb

976-1050 pb

1051-1125

1126-1200

1201-1275

1276-1350

1351-1425

1426-1500

1501-1575

1576-1650

1651-1725

1726-1800

1801-1875

1876-1950

1951-2025

2026-2100

2101-2175

2176-2250

2251-2325

2326-2400

2401-2475

2476-2550

2551-2625

2626-2700

pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb
pb

pb
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gcgccgcecctataccttgtctgectccccgegttgegtecgecggtgcatggagccgggecacctcgacctgaatgg 2701-2775 pb
aagccggcggcacctcgctaacggattcaccactccaagaattggagccaatcaattcttgcggagaactgtgaa 2776-2850 pb
tgcgcaaaccaacccttggcagaacatatccatcgcgtccgccatctccagcagccgcacgcggegcatecteggg 2851-2925 pb
cagcgttgggtcctggccacgggtgecgcatgatcgtgctcctgtcgttgaggacccggectaggetggeggggttg 2926-3000 pb
ccttactggttagcagaatgaatcaccgatacgcgagcgaacgtgaagcgactgctgctgcaaaacgtctgcgac 3001-3075 pb
ctgagcaacaacatgaatggtcttcggtttccgtgtttcgtaaagtctggaaacgcggaagtcccctacgtgectg 3076-3150 pb
ctgaagttgcccgcaacagagagtggaaccaaccggtgataccacgatactatgactgagagtcaacgccatgag 3151-3225 pb
cggcctcatttcttattctgagttacaacagtccgcaccgctgtccggtagectccttccggtgggecgeggggecat 3226-3300 pb
gactatcgtcgccgcacttatgactgtcttctttatcatgcaactcgtaggacaggtgccggcagcgcccaacag 3301-3375 pb
tcccccggecacggggectgccaccatacccacgccgaaacaagcgccctgcaccattatgttccggatctgecat 3376-3450 pb
cgcaggatgctgctggctaccctgtggaacacctacatctgtattaacgaagcgctaaccgtttttatcaggctec 3451-3525 pb
tgggaggcagaataaatgatcatatcgtcaattattacctccacggggagagcctgagcaaactggcctcaggca 3526-3600 pb
tttgagaagcacacggtcacactgcttccggtagtcaataaaccggtaaaccagcaatagacataagcggctatt 3601-3675 pb
taacgaccctgccctgaaccgacgaccgggtcgaatttgctttcgaatttctgccattcatccgecttattatcac 3676-3750 pb
ttattcaggcgtagcaccaggcgtttaagggcaccaataactgccttaaaaaaattacgccccgecctgeccacte 3751-3825 pb
atcgcagtactgttgtaattcattaagcattctgccgacatggaagccatcacagacggcatgatgaacctgaat 3826-3900 pb
cgccagcggcatcagcaccttgtcgcecttgcgtataatatttgecccatggtgaaaacgggggcgaagaagttgte 3901-3975 pb
catattggccacgtttaaatcaaaactggtgaaactcacccagggattggctgagacgaaaaacatattctcaat 3976-4050 pb
aaaccctttagggaaataggccaggttttcaccgtaacacgccacatcttgcgaatatatgtgtagaaactgccg 4051-4125 pb
gaaatcgtcgtggtattcactccagagcgatgaaaacgtttcagtttgctcatggaaaacggtgtaacaagggtg 4126-4200 pb

cat
aacactatcccatatcaccagctcaccgtctttcatfgccatacg 4201-4245 pb

Sitios de corte

Enzima Nro.Cortes Posiciones Secuencia de reconocimiento
EcoRlI 1 1 g/aattc
Hindll1 1 1524 a/agctt
Rcal 1 1984 t/catga

Anexo 3. Analisis fisico de la secuencia nucleotidica del vector plasmidico pACYC184. Se realiz6 con
el programa Webcutter 2.0 (bio.lundberg.gu.se/cutter2/). Se indican con distintos colores los sitios de
corte para las enzimas de restriccion EcoRI, HindIIl y Rcal. En amarillo se sefiala el gen cat, codificante
para la cloranfenicol acetiltransferasa que confiere resistencia al antibidtico cloranfenicol.
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