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RESUMEN

La secuencia de insercion especifica de Mycobacterium tuberculosis 1S6110 pertenece
a la familia de secuencias de inserciéon 1S3 (McAdam et al.; 1990; Thierry et al. 1990.) Las
secuencias de insercion son fragmentos de DNA capaces de movilizarse desde unas
moléculas de DNA a otras, bien al azar o bien mediante determinadas secuencias diana

gue permiten su integracidn, sin necesidad de que exista una homologia de secuencia
(Chandler and Fayet 1993).

IS6110 estd presente en multiples copias en la mayoria de las cepas de M.
tuberculosis. La variacion en el nimero de copias y la ubicacion de este elemento en el
genoma de M.tuberculosis hace que sea una herramienta ideal para la tipificacion de
cepas de M.tuberculosis mediante el polimorfismo de longitud de fragmentos de
restriccion (RFLP) ( Hermans et al. 1991; Van Embden et al. 1993 ).

La transposicién de 1S6110 esta altamente regulada y puede ser sensible al estado
fisioldgico de la célula huésped, que a su vez se ve afectada por las condiciones
ambientales (lida, 1983). La transposasa (enzima que cataliza la movilizacion del
transposdn a otra localizacién del genoma por mecanismos replicativos o no
replicativos de transposicién) de IS6110 esta codificada por un Unico marco de lectura,
aunque en el genoma de M. tuberculosis aparece anotada en dos genes denominados
ORFA y ORFB que solapan parcialmente. La transposasa activa se traduce mediante un
cambio en la pauta de lectura provocada por el retroceso del ribosoma en 1 nucledtido
en la secuencia heptanucleotida, TTTAAAG, situada dentro de la regién de
solapamiento entre ORFA y ORFB de I1S6110 ( McAdam et al. 1990 ).

Los objetivos de este trabajo son i) confirmar que la secuencia wild type de la
IS6110 codifica para una transposasa inactiva, impidiendo la transposicion vy ii) que el
cambio en la pauta de lectura en una secuencia determinada permita la traduccion de
una transposasa activa.

ABSTRACT

The Mycobacterium tuberculosis insertion sequence I1S6110, belongs to the 1S3 family
(McAdam et al. to, 1990.; Thierry et al. to, 1990a.) Insertion sequences are DNA fragments able
to movilize between DNA molecules. This process occurs randomly or mediated by
specific sequence targets that allow 1S6110 integration, without need for sequence
homology (Chandler and Fayet 1993).
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This element is present in variable number of copies in M. tuberculosis. Variations in
either the copy number or its location in the M.tuberculosis genome, make this
element an useful genetic tool for the classification and differentation of

M.tuberculosis species by using Restriction Fragments Length Polymorphism (RFLP)
(Hermans et al. to., 1991; Embden et goes to., 1993).

Transposition of 1S6110 is thighly regulated in response to the physiological status of
the bacteria, that is otherwise affected by the environmental conditions (lida, 1983).

IS6110 transposase (the enzyme that promotes transposon movilization by replicative
or non-replicative mechanisms) is coded by a unique Open Readin Frame althought in
the M. tuberculosis genome is anotated as two overlapping ORFs named ORFA and
ORFB. The active transposase is produced by translational slippery of the ribosome in 1
nucleotide within the heptanucloetide TTTAAAG sequence placed in the overlapping
region between ORFA and ORFB (McAdam et to., 1990).

The objectives of this work are: i) to confirm that wild type IS6110 sequence codes for
an inactive transposase thus avoiding transposition ii) that specific changes within a
specific sequence allow translation of an active transposase.

ANTECEDENTES:

Los transposones o secuencias de insercion pueden encontrarse integrados en
cualquier elemento genético replicativo o replicon, tanto en cromosomas como en
pldsmidos. Todos los transposones poseen al menos la capacidad de provocar su
transposicidn o salto hacia otro elemento genético porque poseen entre otros el gen
gue codifica una transposasa, enzima clave para permitir la integracién del transposén.
A veces la transposicion es replicativa y una copia del transposon permanece en su
localizacion original, mientras otra se incluye en la diana. Otras veces no se replica sino
que se libera de un replicdn y se integra en otra regién. Algunos transposones incluyen
genes de resistencia a antibiéticos que se extienden asi del cromosoma a los plasmidos
o de un plasmido a otro lo que favorece enormemente su diseminacion entre diversas
especies de bacterias patdgenas (Annette S. de Boer et al. oct. 1999).

La 1S6110 es uno de los transposones mas simples, solo codifica el gen de Ia
transposasa. Hay secuencias de insercién de diferentes tamafios (780-1500 pares de
bases), siempre flanqueadas por dos extremos cortos repetidos pero en sentido
inverso (15-25 pares de bases). La informacién incluida entre estos extremos repetidos
codifica para la transposasa (Abbie Coros 2008)
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La traduccion de la transposasa inactiva de la 1IS6110 comienza y prosigue hasta una
secuencia heptanucleotida TTTAAAG que provoca el cambio de marco de lectura del
ribosoma, al retroceder 1 nt. Este cambio en la pauta de lectura origina un Unico
marco de lectura resultante de la traduccién del ORFA, seguido del cambio de marco
de lectura en la secuencia heptanucleotida anteriormente mencionada y la
consecuente traduccion del ORFB (Caliskan et al. all 2015).

OBJETVOS:

La hipdtesis de la que parte este trabajo es el cambio programado que se produce en
el marco de lectura de la transposasa de la IS6110. Este cambio, origina dos ORFs, que
codifican una transposasa inactiva evitando asi la transposicion. Para demostrarlo se
plantearon los siguientes objetivos:

1- Identificacion de los marcos de lectura de la transposasa 1S6110 de
Mycobacterium tuberculosis. Se diseinaron los oligos para la amplificacion de la I1S6110
wild type (que tiene dos ORFs) y para obtener la 1S6110 frameshift (cambiando el
marco de lectura para que de un Unico ORF)

2- Construccion de vectores y construcciones genéticas para analizar la actividad
transposasa de la 1S6110. Empleando PCR y PCR “overlaping”

3- Medida de la actividad transposasa en la bacteria no patégena y crecimiento
rapido Mycobacterium smegmatis. Empleando esas construcciones génicas

MATERIAL Y METODOS:

Extraccion de DNA plasmidico (miniprep)

Visualizacion de DNA por medio de geles de agarosa

Purificacién de DNA de banda geles agarosa

Conservacion de cepas bacterianas

Cuantificacién espectrofotométrica de DNA mediante Nanodrop
Amplificacion de DNA mediante PCR (Reaccién en Cadena de la Polimerasa)
Preparacion de células electrocompetentes

Digestidn de plasmidos con enzimas de restriccidon

Reacciones de ligacion

Electroporacion

(ver anexos para mas informacion)
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RESULTADOS

CONSTRUCCIONES GENETICAS:

Como hemos enunciado con anterioridad, la IS6110 wt al traducirse, origina dos ORFs.
ORF1 326pb y ORF2 986pb, puesto que esta codificado asi en su genoma. mediante un
"ribosomal framesihfting" programado en una secuencia heptanucleotida presente en
la region donde solapan los dos ORFs originando una transposasa inactiva. (Figl)

a
lle Leu Lys
ATT TTA AAG
ORF1 GAT TTT AAA G AQ
Phe Lys Asp ORF2
/ 3 \
Secuencia resbalado
~—— RNA
g XXXYYYZ
ATT-TTA-AAG
b
a 2
Traduccion ORF1 hasta El ribosoma se detiene
lasecuenciade 3
resbalado 1z VS L”E 34
Leu o , Lys
1]

ATT-TTA-AAG

ATT-TTA-AAG )
5‘ b \_/ h_ —O
2

ile

teg = Leu A

a
3. Lys s
P % | S
- | — L
GAT = =< il = = 8—
5 H —_— 5' al
- -
El ribosoma retrocede El ibosoma traduce el
1nt ORFB

lle 5

Fig 1: a) Zona de solapamiento entre las secuencias de los dos ORFs de la I1S6110 en la que se indica la secuencia
heptanucleotida, donde se produce el solapamiento y los aminoacidos implicados de cada ORF, (ORFA en verde,
ORFB en naranja)

b) Mecanismo por el que se produce el deslizamiento hacia atras del ribosoma en la secuencia Wt de la 1S6110 por
la secuencia heptanucleotida TTTTAAA.

1-El ribosoma traduce el ORFA ,los codones ATT-TTA-AAG- e incorpora lle (isoleucina), Leu (leucina), Lys (lisina)
(verde)

2-La secuencia TTTTAAA provoca la detencién de la traduccién por parte del ribosoma

3- El ribosoma retrocede 1 nt en la secuencia

4- Al darse ese retroceso, provoca el cambio en el marco de lectura

5- Al retomar la traduccion, traduciendo el ORFB GAT-TTT-AAA-GAC incorporando los aa' ya leidos y prosiguiendo
en el siguiente coddn del ORF B incorporando Aspartico (naranja) en lugar de Threonina
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Para aseverar que la secuencia "wild type" de forma natural posee esos dos ORFs que
codifican la transposasa inactiva, se introdujo una mutacién en la secuencia que evita
el desplazamiento hacia atras del ribosoma. Cambiando asi el marco de lectura y
traduciendo directamente la secuencia como un Unico marco de lectura, y codifique un
Unico ORF que originara una transposasa activa. (Fig2)

A Ala lle Leu

6CC ATT T Lys Thr Wild Type
ORFA AAG ACC ORFA Transposasa INACTIVA
ORFB
ORFB

A- Al producirse la regresion del
ribosoma se traducen 2 ORFS que
codifican una transposasa inactiva,

B

Ala lle Leu Lys Asp Frameshift

GCG ATT TTA B&A GAC Transposasa ACTIVA
ORFA B ORFA B

B- Al introducir la mutacion en Ia region
"slippery" en la que se produce ese
desplazamieno retrégrado del ribosoma, no
se produce el cambio de marco de lectura y
se codifica un unico ORF dando lugar una
trasnposasa activa.

Fig.2 Construcciones genéticas

A- Wt: secuencia en la que se ven los 2 ORFS, los aminoacidos que codifica cada coddn y la secuencia de
solapamiento

B- mutacidn introducida (resaltada en morado) para obtener el Frameshift y que no se dé el cambio en el marco de
lectura leyéndose asi como un tnico ORF (Fs)

Para comprobar las variaciones en la frecuencia de transposicidén se realizaron varios
clonajes, como se explica a continuacion, para construir las secuencias descritas en las
imagenes anteriores, que nos permitirdn realizar el experimento final de transposicidn.

Para obtener las 2 construcciones se tuvo que realizar la técnica de la PCR y PCR
solapante.
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PCR SOLAPANTE. (overlapping PCR)

Las mutaciones deseadas se han introducido mediante la técnica de mutagénesis
dirigida por PCR solapante o de overlaping (Ho et al.,, 1989). Consistente en la
generacién de un fragmento de PCR que contiene la mutacidn. Se hace una primera
PCR en el que uno dos de los cebadores utilizados tiene la mutacidn, luego se realiza
otra PCR en la que solapa con un segundo fragmento con otro cebador con la mutacién
y finalmente se hace una PCR utilizando sélo los cebadores de los extremos, como se
muestra en la figura3.

a
1FCR ORFA —
- 5
b
[=

29 pCR ORFB ¥
4
d

3°PCR : Fs e e P
<" =

Fig3: Esquema de los pasos seguidos en la realizacién de una PCR solapante (overlapping). El cebador c porta la
mutacién a introducir. En la PCR final se usan como molde PCR 1y 2 y como cebadores ay d.

En este trabajo nosotros aplicamos esta técnica de la siguiente manera.

Para amplificar la 1IS6110Wt, fue mas sencillo, puesto que ya habia constancia de la
secuencia de genética de la IS y solamente se tuvo que tomar parte de la secuencia
inicial del ORF1 para un cebador al que se afiadio el sitio de restriccién Nhel y el final
del ORF2 al que también se le afiadié el mismo sitio de restriccidon para su posterior
corte e introduccién en el vector pMV361. (Figura 4)

Nhel-1S6170-fw
SCTAGCTGAACCGCCCCGGCATG

Nhel-IS6110-rv
GCTAGCTGAACCGCCCCGGTGAGT

Fig 4: Cebadores para amplificacion 1IS6110 Wt

Para amplificar la IS6110Fs se tuvo que realizar una PCR solapante, como hemos
descrito anteriormente. Para ello se disefiaron dos cebadores en dénde se quiere
introducir la mutacién, que contenga el codén mutado en la mitad del cebador .
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I1S6110-frameshift-fw

ACGCGATTTTAAAAGACCGCGTCG
IS6110-frameshift-rv
CGACGCGGTCTTTTAAAATCGCGT

Para realizar la PCR solapante, primero se tuvo que amplificar cada ORF por separado,
con un cebador con la secuencia de restriccién y el otro con la mutacién usando las
siguientes parejas de oligos (Figura 5)

ORFA

Nhel-1547 10-fw
GUTAGCTGAACCGOOCOGGOATG

> :i: et
s |

CGACGLGGTCTTITAAAATOECET

l ORFB >

Fig 5: Cebadores y su lugar de union para amplificar ORFA (arriba) y ORFB (abajo)

ORFB
“t:} .
_ [ ORFB
156711 0-Trameshift-fu
ACGUGATTTTAAAAGACCGOGTOG Bhal-581 10-rv
GCTAGCTGAACCGOOCOGGTOAGT

Una vez tuvimos los ORFs amplificados se realizé otra PCR en la que se emplea como
DNA molde esos productos anteriores purificados y como cebadores, los que
contienen el sitio de restriccidn en los extremos.

Fs
Al realizar la PCR solapante obtuvimos la transposasa codificada en un Unico ORF
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Marcador ORF1 ORF2 Wt c ) Fs £ pMVEiSl marcador
(tag bioling) Nhel
st
L
o <

1000pb

300pb

Fig. 6: A la izquierda, productos de amplificacion de la 1S6110 Wt y de los ORFs. A la derecha amplificacion 1S6110Fs

. pMV361 Nhel marcadorf}

.  9416pb
| 6557pb

Fig: 7: vector pMV361 digerido con el enzima de restricciéon Nhel

Paralelamente digerimos el plasmido pMV361 con la enzima de restricciéon Nhel para
realizar los clonajes una vez purificadas las dos secuencias de Insercién.

Una vez obtuvimos los dos insertos los purificamos con etanol-acetato y el vector

digerido con Nhel lo cargamos en un gel para purificarlo de banda siguiendo el
protocolo (ver material y métodos)
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Cuando tuvimos los elementos purificados preparamos una reaccion de ligacion de
cada I1S6110 con el vector pMV361 y obtuvimos las siguientes construcciones:

1541y

B,

1S6110Fs
IS6110Wt pMV361

pMV361

Fig 8: Construcciones genéticas, vectores pMV361 en los que se clond en el sitio de restriccion Nhel, las secuencias
de insercion 1S6110 Wt (izquierda) e IS6110 Fs(derecha)

Tras la incubacién, y obtener las construcciones, se transformd paralelamente cada
ligacién en cepas de E.coli electrocompetentes, E.coli DH5a, para introducir el
plasmido con cada inserto en esta cepa bacteriana.

Tras transformarlas y paquearlas en LB+Km (resistencia que poseia el plasmido) se
analizaron las colonias que crecieron mediante PCR.

Los tamafios de banda analizados con los oligos de los extremos (Nhe | fw- rv) era
1301pb. Si empleamos los oligos que se encuentran en el vector pMV361C-B el tamafiio
del inserto es de 1632pb. ya hay que sumarle la distancia entre ambos oligos (331pb)
al tamano del inserto como se ve en la figura(9)

Mhel fw Mhel Rv

1301ph

(l[ 1631pb

Fig9: Tamafio esperado de los productos de PCR en funcién de los oligos empleados

10
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Fig10: Productos de amplificacion de PCR analizados con los oligos IS Nhel Fw-Rv y con los oligos pMV361 B-C de las
colonias transformadas con las ligaciones 1s6110 Fs + pMV361 (imagen superior) e Is6110 Wt+ pMV361 (imagen
inferior)

Una vez comprobado que las colonias tenian el inserto tomamos 2 colonias y las
inoculamos en medio liquido para conservar cepa a -802C E.Coli DH5 pMV361 1S6110
Wt y E.Coli DH5 pMV361 1S6110 y se enviaron a secuenciar para corroborarlo. (ver
anexo V)

Tras incubar las bacterias que se transformaron con el vector, en medio liquido y que
estuvieran crecidas a saturacién, realizamos una miniprep para obtener el plasmido y
reemplazar el cassette de Km por un cassette de Hygromicina (requeridos en los
experimentos posteriores). Para ello cortamos la Km con Nsil que es compatible con
Pstl. (Enzima con la que se corto el cassette de Hyg que se encontraba en el plasmido
pYUB854)

B0

1
;::‘-v' i
18510,

156110Fs
IS6110Wt

pMV361

phV3el

Fig 11 (De Izquierda a derecha) construccién 1S6110 Fs e 1S6110 Wt en pMV361 digeridos con Nsil para sustituir la
Km del plasmido. pYUB 854 digerido con Pstl para obtener el cassette de Hyg

11
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Tras la digestion con las enzimas de restriccidn, se realizd una reaccién de ligacién para
sustituir la Km por la Hyg y obtener las construcciones del pMV361 con cada IS6110y
la Hyg. (Figura 12)

(a252 ,, 4270) PMVBGl-C\ pMV3E1-B (133 .. 156} (4252 ., 4270) PMVIA1-C PMVIB1-B (138 . 156)

[

A

o |
s i
‘,Ktﬂ"we terminato,

(3666 ., 3083) pMVIELA
N

(3866 .. 4893) PMVAE1A
wspt?

< .
,/ S = Trative terminatg,

Wt1S617,
Okp,
g

"PMV361 156110
Fs+Hyg

pMV36L
156110 Wt+Hyg

Fig 12: Plasmidos obtenidos tras la ligacion de las digestiones explicadas anteriormente con el cassette de
Hyg.(lzquierda Fs+ Hyg derecha Wt+Hyg)

Tras hacer la ligacion se transformd E.coli DH5 a y se plaqued en LB+Hyg para su
seleccion por la resistencia a Hyg que se incorpord al plasmido y se analizaron las
colonias que crecieron, y se comprobd con PCR que eran positivas. Los cebadores para
la PCR que se emplearon amplificaban un fragmento de la IS6110y el cassette de Hyg.

Para la IS6110 Wt primero se comprobé con los oligos para la IS6110 Nhel y pMV361 y
luego se comprobd con unos oligos que amplificaron una secuencia intermedia en
tamafo (IS RT Fwl/ Rv2) con otros oligos: (IS RT Fw1 /IS RT Rv2) da un producto de
650pb y con los oligos (Hyg Fw/ Rv) 500pb

Oligos pMV 361 B-C Oligos IS 6110 Nhel Fw-Rv
C- 1 2 3 4 s& 6 X - C- 1 2 e L i T A
o
1500pb b
1200pb
“. 1000pb

L~ OligosISRT1fw/2rv

e R il

Fig 13: Comprobacidén de IS Wt arriba con oligos de la IS
- : entera abajo, fragmento de Is e Hyg
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Del mismo modo se comprobo el éxito en la ligacidn para la 1S6110 frameshift

Oligos Hyg fw/v
C- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12 13 14 -15 16 17 18 19 20 21

1000pb
500pb -
Oligos IS RT fw1/nv2
C- 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1" 12 13 14 - 15 16 17 18 19 20 21
1000pb
- WD G e e e - - e e
500pb o

Fig 14: Arriba PCR para amplificar Hyg. Abajo amplificacion 1S6110 Fs

Tras las comprobaciones, se guardd cepa: E.Coli DH5 o pMV361 1S6110 Wt+Hyg v E.Coli
XI1 blue pMV361 1S6110 Fs+Hyg Y se enviaron a secuenciar para comprobar que la
IS6110 mantenia la mutacién. (Anexo V)

430 440 450 !
sAGCGCTTGC GG GGEGACAACGCCGAATTGCGAAGGGEUGAACGCGATTTTAAAAGACCGCGTCGGCTTTCTTCGCGGECCGAGCTC

ot Wttt

260 270 280 2490 200 3in azo 330 340
AAGC G T TG GGEGEGGACAACGCCG AAT TG GAAGG G GAACGE GAT TTTAAAGACC GCGTCGGU TTTCTTCGCGGLCGAGCTCGACCGGC

it

Fig15: Secuenciacion para corroborar que los insertos se mantienen en el pldsmido y conserva la mutacién arriba
secuencia IS6110Fs abajo IS6110Wt (subrayada la secuencia carente de mutacién)

Tras realizar la miniprep para conseguir el plasmido anteriormente dibujado, se
transformo en M.smegmatis, puesto que el plasmido pMV361 es integrativo y asi
tendriamos integrado en el cromosoma de M.smegmatis la 1S6110 Wt como la I1IS6110
Fs y una resistencia a Hygromicina, para seleccion.

Se transformé y se incubd en 7H9+ADC+Hyg en agitacidon a 372C overnight. Al dia
siguiente se plaqued en 7H10+ADC+Hyg y tras 2 dias de incubacidén se analizaron las
colonias con los cebadores: Hyg Fw/ Rv RTIS6110 fwl/Rv2
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Marcador T TTBLIGOS 86770 RT FWA/RV2 7
100pb [ 7 Z 3 3 5 5
- - -
500pb — m—

—— » . -
& mWE N R .
M OLIGOS HYG FW/RV
100pb C+ 1 2 3- 4 5 6

e

500pb o -
c- Oligos IS 6110 RT fw1/rv2
Marcador Oligos Hyg fw/rv 1 2 3 4 5
19000 1 2 3 4 5
1000pb o
e

500pb

Fig 16: Arriba Wt analizada con oligos Hyg, e IS RT Fw1 Rv2. Abajo Fs analizada con los mismos oligos.

Las bandas salieron a la altura correspondiente, por tanto obtuvimos los clonajes que
necesitabamos .

Al tratarse de un plasmido integrativo, obtuvimos la siguiente construccién bacteriana
en M.smegmatis

%f\g 1 1S6110 Wt/Fs

1 Hyg

Fig: 17 construccién bacteriana en M.smegmatis

Las positivas se crecieron en medio 7H9+ADC+Hyg para realizar bacterias competentes
de estas cepas y para guardar cepa. M.Smegmatis mc?155 pMV361 1S6110 Wt +Hyg vy
M.Smegmatis mc?155 pMV361 156110 Fs +Hyg

Una vez se obtuvieron las bacterias competentes se transformaron con el plasmido pIR
km: (Posee el cassette de Km flanqueado por secuencias repetidas invertidas, un gen
letal a sacarosa, en presencia de este gen y con sacarosa en el medio resulta letal para

14
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la bacteria, no puede desarrollarse y un origen termo sensible, por encima de 409C no
permite el desarrollo de la bacteria)

y se paquearon en 7H10+Km vy tras incubarse 5 dias a 309C se analizaron las colonias
con los cebadores, para ver la presencia del inserto, de la higromicina y de la Km, para
obtener la  construccién final que queriamos obtener al principio.

i e —_—
i
( —
/'_,_;,«i: — :!QN\ [ Ee— | c
¥ 4 km IR \\Q;.‘ i km IR
/ \ I '
‘.-l'\ J '} J
L ""j oy -
\t'\ _.:'j" :
.'.\_MQQ /_,j,"/ \.\-_ Orits. Sach i
Ori ts SacB
Fig 18: Plasmido pIR Km Fig 19: Construccion final M.smegmatis

Se comprobd con los cebadores RTIS6110 Fw1l/Rv2 Hyg Fw/Rv P1/P2. En el caso de
la I1S6110 Fs, al haberse conseguido la construcciéon por cootransformacién con 2
plasmidos el pMV361 Fs+ Hyg y el pIR Km. Se tuvo que emplear los cebadores P1y pKD
km outl para amplificar la Km.

" ISRT fwi/n2 § Hvdfwlw -
c+ 1 iy 3
1000508 b o ““‘i‘
il — — — — Ld -
&' .-J T et e O e
PUP2
On A o e e
‘ - - -
* i -
360‘ Oligos P1 pkD4 out-1
W oo
O (x DA DIA2 -
% 5 &7
N — —— —
.
5
‘J\a‘(’ 09\0 Oligos IS RT fw1/v2 Oligos Hyg fwirv
40 = c+ 1 2 an 5 B, F R 2 3 4 5 6 7
s - - - -— .- - -

Fig 20: Arriba Wt analizada con las tras parejas de primers para amplificar la IS6110 Wt, Km e Hyg, todas positivas.
Abajo 1S6110 Fs para amplificar los 3 elementos IS, Km, Hyg
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En resumen, los pasos que hemos seguido hasta este punto y las construcciones que
hemos realizado han sido las siguientes.

Kkm
pPMV361

lDigestic’m con Nhel

@ PCR overlaping PCR
( \ +Fs (extremos Nhel) @

+ Wt (extremos Nhel)

#

Transformacionen E.colf

Digestion con Nsil Miniprep

(quitar la Km) MV361 MV36 D e
pYUBS54

Transformacionen E.coli |

+Hyg (Pstl)

S,

Miniprep

R

Transformacionen M.smegmatis

Integracion en el cromosoma

b !

Transformacion con plR Km

Fig 21: Esquema- resumen de todos los pasos seguidos para obtener las bacterias finales (IS6110 Wty Fs + Hyg + el
plasmido pIR con resistencia a Km) Se digirié con Nhel en plasmido pMV361, se introdujeron nuestros insertos Wt/
Fs aprovechando que tenian ese sitio de restriccion en sus extremos.

Luego se cambio la Km por la Hyg siguiendo el mismo procedimiento: se Digirid la Hyg con Pstl y la Km con Nsil
(extremos compatibles) por tanto luego se pudo introducir la Hyg.

Una vez se tuvieron estas construcciones en E.coli, se transformaron en M.smegmatis para que se integraran en el
cromosoma finalmente las transformamos con el plasmido pIRKm para el experimento de transposicion
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EXPERIMENTO DE TRANSPOSICION

Una vez obtenidas estas construcciones, objetivo primario de este trabajo, nos
dispusimos a realizar los experimentos de transposicién:

Empleando la construccion anterior, vemos que tenemos dos tipos de seleccion que
podemos emplear para nuestras colonias.

Seleccién positiva: Empleando Km vy el origen de replicacién termo sensible. Ahadiendo

Km o empleando una T2 a 309C (para que el origen de replicacion sea funcional)
sobreviven todas las bacterias que tengan la resistencia.

Seleccién negativa : Gen sac B y el origen de replicacion termo sensible ya que

afiadiendo sacarosa a una concentraciéon al 10% (Viadimir Pelicic et al. all. 1997). y
sobrepasando una T2 de 42°C las bacterias al tener este plasmido con estos dos
elementos , no sobreviven. Solo sobreviven las bacterias de nuestro interés, las que
sufran el fendmeno de transposicion.

Aprovechamos esas selecciones para nuestro experimento de transposicién. Ya que
seleccionaremos en Km con sacarosa y a 422C. El experimento lo realizamos con 3
cultivos de la construccion Wt y uno del frameshift, por tanto los resultados no son
concluyentes al no realizarse en paralelo ni por triplicado.

A B
m e — —

S| (=)

- ! /
Onta Sacil ) N r

[ IS6110WtoFs

3 Hyg
O Km

Fig 19: A-) tras la transformacién se obtuvo la bacteria a la que incorporamos el plasmido pIR Km. Por
ello es resistente a Km y tiene el origen termo sensible y gen letal de sacarosa. Se usara para determinar
el crecimiento normal de cultivo seleccionandolas a 302C sin sacarosa y con Km. Asi solo se emplea la
seleccidn positiva, no se induce la letalidad de ninguno de los genes

B-) al incubar a 422C con Km y sacarosa al 10% se favorece la transposicién de la Km y se detectaran
aquellas que hayan sufrido la transposicion de la Km.
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Este fendmeno de transposicion con el cambio de marco de lectura ocurre en una
frecuencia de 107- 10™. (Caliskan et al. all 2015) . Por eso lo que cabria esperar es que en la
Wt la frecuencia de transposicién se redujera considerablemente.

Para realizar el experimento preparamos un cultivo de 5ml de cada cepa en
7H9+ADC+Km vy lo cultivamos 4 dias a 302C hasta una concentracién aproximada de
10°cfu/ml

Para calcular el n2? de cfu exacto diluimos los cultivos (-5,-6,-7,-8) y las plaquemos
200ul en 7H10+ADC+Km a 309C para poder contar colonias totales. Para poder medir
la transposicion, plaguemos 200ul de las diluciones, (-1,-2,-3,-4) en
7H10+Km+10%sacarosa (Vladimir Pelicic et al. all. 1997). y se incubd a 422C para contar el
n2 de colonias viables (aquellas en las que se haya dado el fenémeno de trasposiciéon) y
la Km se incorpore. (La sacarosa y la T2 sirven para perder el plasmido y la Km nos
favorece la seleccidn de aquellas bacterias en las que se haya dado el fendmeno de
transposicion para la Km)

Debido a la presién de la seleccién negativa, las bacterias tienden a forzar su
supervivencia, por tanto solo aquellas que fuercen su transposicion seran las que
sobrevivan y asi se medird la frecuencia de transposicidn. Se comparara el crecimiento
normal y los eventos de transposicion. Puesto que en condiciones de seleccidon
negativa, los eventos de transposicion, se correlacionan con el numero de colonias que
podemos contar en las placas ya aquellas que sobrevivan adquiriran la resistencia a Km
y podremos contar colonias.

RESULTADOS: FRECUENCIAS OBTENIDAS

Las colonias obtenidas, en todos los experimentos eran similares a las que se muestran
a continuacién. Cambiaba el n? de colonias pero se muestra esta imagen a modo de
resumen para ver como se analizaron los resultados, de todos los experimentos. de
esta cepa eran similares a las mostradas a continuacién (sélo se muestra a modo de
resumen)
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7H10+ADC+ Km +Sac 10%
42°C 3 dias

7H10 +ADC + Km
309C 5 dias

Fig 20: cepa mc’ I1S6110Wt+Hyg+pIRKm arriba dilucién ,-4 en condiciones de seleccién negativa, para forzar
transposicién. Abajo misma cepa dilucio,-7 en condiciones de seleccidn positiva para su crecimiento normal

Lo que hicimos con todos los cultivos fue, incubar las diluciones en condiciones de
seleccion negativa y seleccidn positiva y se analizaron los datos para ver las diferencias
entre IS6110Wt e IS6110Fs.

El numero de colonias obtenido fue el representado en las siguientes tablas

Crecimiento para cuantificacion de cfu totales 302C+ Km

Dilucion  FRAMESHIFT  WILD WILD WILD

c6 TYPEC.1 TYPEC.3 TYPE
-5 40 123 174

-6 4 18 18 119
7 0 2 2 63
-8 0 0 0 19

Crecimiento a 42°C +10%sacarosa +Km

Dilucidn FRAMESHIFT C.6 WILD WILD WILD TYPE
TYPEC.1 TYPEC.3

-3 1
-4 2 2 1
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Para calcular, correctamente la frecuencia de transposicién de cada cepa se tuvo que
calcular el nimero exacto de colonias. Considerando que partiamos de un cultivo de
5ml,se incubaron 200 ul y las distintas diluciones. Una vez calculado en nimero de
colonias totales de cada cepa y en cada condicién se calculd la frecuencia de
transposicién como:

(ngcfu (sac 10%+Km 42°C)

x100 los resultados para cada cepa fueron:
necfu (km a 302C) ) P P

Frameshift C6 WILD TYPEC.1 WILD TYPEC.3 Wt

1,81% 0,15% 0,007% 0,1%

FRECUENCIA TRANSPOSICION

wt
WILD TIPEC.3

WILD TIPEC.1

Frameshift C6

0 0,5 1 1,5 2

Tras ver que los resultados de las 3 cepas de Wt eran similares, proximas a 0, se
promediaron y se analizd su desviacion tipica, y asi evitar variaciones entre la misma
cepa y poder comparar los resultados entre la bacteria wild type y la bacteria que
poseia el frameshift.
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FRECUENCIA DE TRANSPOSICION
2,5

1,5

0,5

WILD TIPE FRAMESHIFT

0,5

’

Al promediar la wild type vemos que su frecuencia de transposicion es de 0.088% y
gue la frecuencia de transposicion obtenida con el frameshift es 1.81%.

Estos datos lo que representan es un aumento de un 20% en la frecuencia de
transposicién de la construccion I1S6110 Fs respecto a la construccién IS6110 Wt.

Como se ha reflejado tanto en el grafico como en el numero de colonias de obtenido,
las colonias de la cepa I1S6110 Wt crecidas crecen en un orden de magnitud de 1000
veces menos que en crecimiento normal. Para la cepa con el frameshift, esa reduccién
en los eventos de transposicidn, no es tal, por tanto es razonable pensar que con la
mutacion y al codificar la transposasa como un Unico marco de lectura es activa,
facilitando asi la transposiciéon y por ende la supervivencia de las bacterias en esas
condiciones. Lo que demuestra la implicacién del cambio en la pauta del marco de
lectura en el mecanismo de transposicion.
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CONCLUSIONES

En este trabajo se consiguid realizar la construccion de la IS6110Wt empleando la
técnica de PRC solapante

Se obtuvieron también los clonajes de ambas cepas, Wt y Fs tanto en E.coli como en
M. smegmatis

Mediante la utilizacion del plasmido pIRKm y las condiciones vistas a lo largo de este
trabajo se pudo realizar el experimento para calcular la frecuencia de transposicion.

Se observa que, la frecuencia de transposicién aumenta un 20% mas en la transposasa,
traducida con un Unico marco de lectura. (frameshift) respecto a la wild type.

lo que corroboraria la hipdtesis inicial de que la secuencia wild type debido al
desplazamiento hacia tras del ribosoma codifica para una transposasa inactiva y baja
su eficacia en transposicion. En cambio al mutar la secuencia y que se traduzca como
un Unico ORF origina una transposasa activa y asi se ve en el aumento de colonias visto
anteriormente. Lo que demuestra la implicacién del cambio en la pauta del marco de
lectura en el mecanismo de transposicion.

Pese a que los resultados sean positivos, no se pueden aseverar ya que los datos
obtenidos para la cepa frameshift, no se analizaron por triplicado, ni en paralelo, por
tanto estamos ante unos resultados orientativos.

Ademas los experimentos de frecuencia de transposicion, han sido corroborados en
M.smegmatis, para poder asegurar que este mecanismo se observe en M.tuberculosis
habria que realizar los experimentos en M.tuberculosis.

CONCLUSIONS

In this work we used the overlapping PCR technique to construct a mutated IS6110
allele named I1S6110-Fs, carrying a translational frameshifting that produces an active
transposase.

Both the Wt IS6110 and the IS6110-Fs alleles were cloned in integrative vector for
mycobacteria using E. coli strains.

The aforementioned constructions were introduced in the surrogate host M.
smegmatis by electroporation
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Using a previously constructed pIRKm vector and the above mentioned constructions,

it was posible to calculate transposition frequencies for IS6110-Wt and 1S6110-Fs
alleles.

Transposition frequency is 20 fold higher for the IS6110 allele compared to the I1S611
Wit.

These results demonstrate that ribosomal frameshifting is responsible for translation
of an active transposase. Also, this work also demonstrates that under normal
conditions transposition frequency is almost undetectable.

These are preliminary results since we would need to perform these experiments in
triplicate using parallel cultures of IS6110-Wt and 1S6110-Fs.

Further, due to biosecurity reasons, these experiments were performed in the non-
pathogenic bacteria M. smegmatis. In order to confirm these results, it would be
recomended to use contructions developed in this work to study transposition
frequencies in the wild type host M. tuberculosis.

0-
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ANEXOS

ESTUDIO DEL TRANSPOSON 1S6110 DE M. tuberculosis

Silvia Romero Tamayo

| MATERIAL Y METODOS

1-CEPAS, CONDICIONES DE CULTIVO

Las caracteristicas de las cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este trabajo se

encuentran descritas en la Tabla 1. La cepa de E. coli denominada XL1-blue fue utilizada

como hospedadora para realizar la construccion, seleccidn, mantenimiento y amplificacion

de los clones recombinantes. La cepa Mycobacterium smegmatis mc*155 fue el modelo de

estudio para el experimento de transposicion.

Tabla I. Genotipos de las cepas bacterianas

Cepa Genotipo Resistencia Origen

E. coli XL1-blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F° Tetraciclina Bullock y col.,
proAB laclqg ZAM15 Tn10]. (Tet) 1987

E.coli DH5a

M.Smegmatis Cepa mutante de M.Smegmatis derivada de la cepa Ninguna Snapper y

mc’155 silvestre mc26, caracterizada por su alta eficiencia de col., 1990
transformacion

M. smegmatis Derivada de M. smegmatis mc’155 +pMV361 1s6110 Higromicina  Este proyecto

mc2155 Wt+Hyg

+pMV361

1s6110 Wt+Hyg

M. smegmatis Derivada de M. smegmatis mc’155 +pMV361 1s6110 Higromicina  Este proyecto

mc2155 Wt+Hyg+pIRkm +Km

+pMV361

1s6110

Wt+Hyg+pIRkm

M. smegmatis Derivada de M. smegmatis mc’155 +pMV361 Higromicina  Este proyecto

mc2155 I1s6110Fs+Hyg

+pMV361

1s6110Fs+Hyg

M. smegmatis Derivada de M. smegmatis mc’155 +pMV361 1s6110 Higromicina  Este proyecto

mc2155 Fs+Hyg+pIRkm +Km

+pMV361
1s6110
Fs+Hyg+pIRkm
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Medios y condiciones para el cultivo bacteriano.

Para el cultivo de E. coli XL1-blue se utilizd el medio Luria Bertani- LB, bien sea liquido o
solido. En el caso de Mycobacterium smegmatis mc2155 se utilizé6 medio liquido
Middlebrook 7H9 o medio sélido Middlebrook 7H10 suplementado con glicerol (0,5%)
y OAD (10%) (NaCl 0,85%, Albimina Sérica Bovina 5%, Acido Oléico 5% y NaOH 0,2N
1%). La composicion de los medios se muestra en la tabla Il. En ambas bacterias las
condiciones de cultivo son las mismas, incubacién a 37 2C con agitacion.

Tabla Il. Componentes de los medios de cultivo utilizados.

Medio Componentes
7H9 Citrato de sodio, sulfato de amonio, acido L-glutamico, OAD 10%,
(medio liquido) fosfato monopotasico, sulfato de zinc, citrato de amonio férrico,

piridoxina, biotina, fosfato disédico, sulfato de magnesio, cloruro de
calcio, sulfato de cobre, Tween 80 0,05% y pH 6,6 a 25 °C.
7H10 Acido L-glutamico, citrato de sodio, piridoxina, biotina, fosfato
(medio solido) disodico, fosfato monopotasico, sulfato de amonio, sulfato de zinc,
citrato de amonio férrico, sulfato de magnesio, cloruro de sodio,
sulfato de cobre, verde de malaquita, agar, OAD 10%, Tween 80
0,05% y pH 6,6 a 25 °C.
Caldo LB (Luria- Bertani)  Cloruro de sodio, extracto de levadura, caseina y peptona y para
Medio liquido o sélido medio solido, afiadir 15 gramos de agar por cada litro de caldo LB.

Conservacion de cepas

Las cepas se guardaron empleando glicerol10% (300ul) y cultivo bacteriano a guardar
saturado.(700pl)

2-PLASMIDOS

Tabla lll. Determinantes de resistencia de los plasmidos utilizados.

pMV631 plasmido de expresidn en E.coli e integrativo resistencia a Km
en M.Smegmatis

pYUB854 Resistencia a Hyg
pIR-Km resistencia a Km
pMV631+Wt plasmido de expresion en E.coli e integrativo resistencia a Km

en M.Smegmatis + secuencia 1S6110 Wt
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pMV631+Fs plasmido de expresidn en E.coli e integrativo
en M.Smegmatis + secuencia IS6110 Fs

pMV631+Wt+Hyg plasmido de expresion en E.coli e integrativo
en M.Smegmatis + secuencia 1IS6110 Wt

pMV631+Fs+Hyg plasmido de expresion en E.coli e integrativo
en M.Smegmatis + secuencia IS6110 Fs

pMV631+Wt+Hyg+Km plasmido de expresion en E.coli e integrativo
en M.Smegmatis + secuencia 1S6110 Wt

pMV631+Fs+Hyg+Km  plasmido de expresidn en E.coli e integrativo
en M.Smegmatis + secuencia IS6110 Fs

resistencia a Km

Resistencia a Hyg

Resistencia a Hyg

Resistencia a Hyg +Km

Resistencia a Hyg +Km

3-REACTIVOS

Todas las soluciones fueron adquiridas de las casas comerciales Sigma Chemical Co

(USA), Difco, Gibco, Invitrogen, Promega y Qiagen. Cuando fue necesario, las

soluciones y medios de cultivo se esterilizaron por filtracién o en autoclave a 121 °C

durante 60 minutos.

4- ANTIBIOTICOS

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

alicuotas a -20°C.

Tabla IV. Concentraciones de antibidticos utilizadas para E. coli XL1-blue y M. smegmatis mc2155.

Antibidtico M. smegmatis mc2155 E. coli XL1-blue
Kanamicina (100 mg/mL) 20 pg/mL 20 pg/mL
Higromicina (100 mg/mL) 20 pg/mL 50 pg/mL
5-ENZIMAS

Se emplearon las endonucleasas de restriccion Nsil, Nhel, Pstl (New Englands Biolabs y

PROMEGA),

T4 DNA ligasa (New Englands Biolabs),Y DNA Polimerasa My Taq (Bioline) Todas fueron
empleadas siguiendo las especificaciones de la respectiva casa comercial.
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6-ESTUCHES COMERCIALES

Durante la realizacion de este trabajo se emplearon los siguientes estuches
comerciales ® PCR Purification kit (ROCHE) ® Hid Purification Miniprep kit (ROCHE).
Todos los estuches comerciales se utilizaron segun las indicaciones de su fabricante.

7- MINIPREP
Se parte de un cultivo en medio liquido y se pasa a un Eppendorf

1- Ccentrifugar a 10000 rpm durante 5min y eliminar el sobrenadante con
micropipeta

2- Resuspender con vortex en 100ul de solucion I* (recién preparada o conservada en
frio) y dejar 5min a temperatura ambiente para romper la pared bacteriana

3- Anadir 200ul de solucion Il y mezclar suavemente invirtiendo el tubo hasta que el
contenido quede viscoso para lisar las bacterias y mantener en hielo durante 5
minutos nuca mas tiempo (ya que puede degradar las muestras por hidrdlisis
acida)

4- Anadir 150l de solucién llI* fria y mezclar el contenido del tubo en un voértex
dejandolo en hielo 5 minutos para que precipite el DNA cromosémico

5**- Centrifugar a 12000rpm 5’ en microfuga y volcando el tubo pasar el sobrenadante

a un tubo limpio

6- Anadir un volumen igual al del sobrenadante (500ul) de cloroformo-alcohol
isoamilico y mezclar bien sin vértex durante 2 min. Para desproteinizar

7**- Centrifugar 3’ en microfuga y pasar el sobrenadante a un tubo limpio sin tocar la
interfase (proteinas)

8- Repetir 6y7 hasta que la interfase quede limpia

9- Afadir 0.1vol de acetato sodico3M y 2 Vol. de EtOH absoluto agitar suavemente
para mezclar y mantener a -202C media hora (precipitacion de los plasmidos)

10- Centrifugar a 12000rpm durante 30’ a 42C en microfuga y eliminar el EtOH por
decantacion

11- Afadir EtOH 70% vy se lava suavemente el precipitado y se centrifuga a 12000rpm
5’y se elimina el EtOH también por decantacion

12- Secar el precipitado a vacio durante 15’ 20’

13- Resuspender en 50ul de agua miliQ

14- Anadir 1ul de RNasa y se incuba 15 min a 37¢C

15- Conservar a -20°C

** para falcon 4000rpm 10’

29



Trabajo Fin Grado ESTUDIO DEL TRANSPOSON 1S6110 DE M. tuberculosis

Grado en Biotecnologia 2014-2015 Silvia Romero Tamayo

*SOLUCIONES para 50ml

Solucion |

200mg lisozima

1,25ml TRIS HCI pH8 1M
5ml glucosa 0.5M

1ml| EDTA 0,5M
42,75ml H,0

Solucion I

35ml H,0

10ml NaOH 1IN

5ML SDS 10% (No enfriar)

Solucion Il

30ml KAc 5M
5,75ml HAc glacial
14,25m H,0

8-MINIPREP KIT

12 Centrifugar el cultivo crecido a saturacién (5ml)

292 Resuspender el pellet en 250ul de la suspensidn Buffer/RNasa

32 Aiadir 250ul de lysis buffer

42 Vortear para mezclar bien y se incuba 5 min a T2 ambiente

52 ARadir 350pl del chilled binding buffer

62 Vortear para mezclar bien y se incuba 5 min en hielo y se centrifuga 10min a
12000rpm (descartar el pellet)

72 Transferir el sobrenadante a un tubo con filtro con colector y se centrifuga 1' a la
max.velocidad.

82 Descartar el sobrenadante y se aflade 500ul del tampdn de lavado |

92Centrifugar 1min a 13000xg y descarto el sobrenadante

109 Aiadir 700ul del tampdn de lavado Il y se centrifuga 1min a 13000xg

119 Aiiadir 50ul de H,0 y se centrifuga 1 min a maxima velocidad para tener la primera
elucién

129 Repetir el paso anterior empleando 30 pl de H,O para tener la 22 elucién
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9- ELECTROFORESIS

Para visualizar la integridad y el rendimiento del DNA se prepararon geles de agarosa cuya
concentracién era del 0,8% en buffer TBE 1X (Tris-HCI 89 mmoles/l, Acido bérico 89
mmoles/l, EDTA 2 mmoles.L-1 pH 8,0)con bromuro de etidio. Posteriormente, el gel se
sumergio en la camara de electroforesis, conteniendo solucion tampoén TBE (1X) y se
cargaron las muestras de DNA previamente mezcladas con una solucion de carga (azul de
bromofenol 0,25%, xilencianol 0,25%, glicerol 0,50%) en los pocillos del gel. Se utilizo el
Marcador de Peso Molecular 100pb ladder o A Pstl de la casa comercial Fermentas Life
Sciences (Figural). Se aplicé una diferencia de voltaje de 90 Voltios y finalmente se llevé a
cabo la observacion de los geles en un transiluminador de luz ultravioleta (UV y
procesadas con el programa photoshop, para digitalizacion y analisis de imagenes.

bp  ng/10pL
2686 72

2000 §3

1500 41

Fig 1: Marcadores de peso molecular: A digerido con Pstl y marcador de peso molecular de 100pb

10-PURIFICACION BANDA EN GEL AGAROSA

Tras cargar en un gel en un pocillo doble toda la muestra que se quiera purificar y que
se haya separado bien, con un bisturi separamos las bandas intentando coger la menor
cantidad de agarosa posible y la introducimos en un Eppendorf. Empleamos el kit
quigen ©

Afadir 300ul de binding buffer por cada 100mg de agarosa que hayamos cogido con la
banda.

Disolver el gel para liberar el DNA, se vortea durante 15-30 segundos para
resuspenderlo en el buffer mientras se incuba 10’ a 569C vortear cada 2-3’
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Una vez la agarosa esta completamente disuelta afiadir 150ul de isopropanol por cada
100mg agarosa y vortear para mezclar

Traspasar el contenido a una columna de purificacion (sin que exceda de de 700ul)
Centrifugar 1’ maxima velocidad y descarto el sobrenadante.
Afadir 500ul del wash buffer y se centrifuga 1’ a la maxima velocidad

Descartar el sobrenadante y anadir 200ul del wash buffer y se vuele a centrifugar 1’ a
la maxima velocidad.

Desechar el sobre nadante, eluir con 50ul de H,0 la 12 elucién y centrifugar un 1’ a la
maxima velocidad

Y para la segunda elucidn repetir el proceso anterior solo que con 30ul
11- CUANTIFICACION ESPECTROFOTOMETRICA DE DNA MEDIANTE NANODROP

Para cuantificar Ac.Nucleicos
realiza medidas de absorbancia a 260nm y a 280nm y se calcula un ratio que nos da la
purezay la concentraciéon de DNA en nuestra muestra.

12- PCR

Programa: Colonias TAQ
Condiciones Termociclador:

Hibridacion | 95°C 10 min 1 ciclo

95°C 0.45 min

Elongacion | 58°C 1 min 30ciclos

72°C 0.45 min

Terminacion | 72°C 5min 1 ciclo

Condiciones de PCR: 1 muestra
v' 2 uL de Buffer

0.15 Primerfw

0.15 pL Primer rv

0.075 pL Taq

6.625uL H20

1 uL DNA

ASRNENENEN
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Cebadores

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

Nombre del Secuencia Enzima Producto

cebador restriccion

Nhel- GCTAGCTGAACCGCCCCGGCATG Nhel IS6110

1S6110-fw

Nhel- GCTAGCTGAACCGCCCCGGTGAGT Nhel

1S6110-rv

1S6110- ACGCGATTTTAAAAGACCGCGTCG

frameshift-

fw

1S6110- CGACGCGGTCTTITAAAATCGCGT

frameshift-

rv

Nhel- GCTAGCTGAACCGCCCCGGCATG Nhel ORF1

1S6110-fw

1S6110- CGACGCGGTCTTITAAAATCGCGT

frameshift-

rv

1S6110- ACGCGATTTTAAAAGACCGCGTCG ORF2

frameshift-

fw

Nhel- GCTAGCTGAACCGCCCCGGTGAGT Nhel

1S6110-rv

Hyg fw CTGCGGAACGACCAGGAATTC Cassette Hyg

Hyg rv GACCTCGGAATGGGGGG

IS RT Fw1l TCAGCACGATTCGGAGTGG Fragmento de
1IS6110

IS RT Rv2 GCATCTGGCCACCTCGAT

P1 GTGTAGGCTGGAGCTGCTTC Cassette Km

P2 CATATGAATATCCTCCTTAGT

ESTUDIO DEL TRANSPOSON 1S6110 DE M. tuberculosis
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13-DIGESTION CON ENZIMA DE RESTRICCION

El DNA fue digerido con endonucleasas de restriccion de las casas comerciales New
Englands Biolabs y Promega. El volumen de reaccién utilizado fue de 20 ulL y las cantidades
de enzima y de buffer de reaccién (1X) se agregaron segun las especificaciones de los
fabricantes

14-REACCIONES DE LIGACION INSERTO-VECTOR

Para llevar a cabo las reacciones de ligamiento entre el vector y los productos de PCR
previamente tratados con las enzimas de restriccidn correspondientes, se utilizé la enzima
T4 DNA ligasa (New Englands Biolabs) en una proporcién molar 3:1 (Inserto: Vector). Se
efectué una mezclaque contenia los siguientes componentes: DNA del inserto y DNA del
vector (ambos tratados previamente con las mismas enzimas de restriccion), buffer de T4
DNA ligasa (1X) y T4 DNA ligasa. Se incubé esta reaccién toda la noche en nevera.

15-PREPARACION DE BACTERIAS ELECTROCOMPETENTES mc2155

Inicialmente se ponen dos preindculos de 5ml (y que crezcan a saturacion 2 dias)

El dia en el que se vayan a realizar las competentes a primera hora se inoculal00ml de
medio(7H9+0.05%+ADC) atemperado desde el dia anterior. Y se espera a que el cultivo
alcance una D.O entre 0.5-0.6

Durante todo el proceso se trabaja a 42C:

12 Introducir 30 min en hielo y se separan los 100ml en 2 falcon de 50ml

29 Centrifugar a 42C 10' a 4000rpm y se decanta

32 Resuspender 25ml de H20

49 Centrifugar a 42C 10' a 4000rpm y se decanta

52 Resuspender en 12.5ml de glicerol al 10%

62 Centrifugar a 42C 10' a 4000rpm y se decanta

72 Resuspender en 6ml de glicerol al 10%

82 Centrifugar a 42C 10' a 4000rpm y se decanta

92 Resuspender en 3ml de glicerol al 10%

109 Centrifugar a 42C 10' a 4000rpm y se decanta

119 Resuspender en 1.5ml de glicerol al 10%

129 Centrifugar a 42C 10' a 4000rpm y se decanta

132 Resuspender en 0.5ml de glicerol al 10%

149 Alicuotar ese volumen en Eppendorf con 100ul de células competentes
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16- TRANSFORMAR BACTERIAS ELECTROCOMPETENTES

Agregar aproximadamente 0,1-0,5 pg de DNA libre de sales a 100 uL de células
electrocompetentes e incubar 10 minutos en hielo, resuspendiendo muy bien las
células.

Posteriormente, colocar la mezcla en una cubeta de electroporacidon previamente
puesta en hielo. Insertar la cubeta en la cdmara de seguridad del electroporador
asegurandose que la cubeta estuviera en contacto con los electrodos de la cdmara
para posteriormente dar el pulso eléctrico para M.Segmatis (2,5KV, 100Q), 25uF). Para
E.coli(2,5KV, 200Q, 25uF) Seguidamente, incubar las células 10 minutos en hielo, luego
transferir la mezcla a un tubo con 1mL del medio 7H9 (M.Smegmatis)/LB(E.Coli) e
incubar durante 3 horas a 37 °C o 1h para E.Coli. Finalmente, sembrar una alicuota de
300 pL del cultivo, en placas de medio.

17- PURIFICACION DNA POR PURIFICACION CON EtOH-ACETATO

19 LLevar la PCR a un volumen de 200ul
22 Aiadir 0.1vol de AcNa 3M pH5.5
y 2vol EtOH absoluto
392 Precipitar 30" a -209C
49 Centrifugar 30' a 12000rpm a 4¢C
592 Eliminar el EtOH decantando
62 Lavar el pellet con EtOH al 70% (400-500pul)
72 Centrifugar 5' a 12000rpm a T2 ambiente
82 Eliminar el EtOH decantando
99 Secar el pellet en speed back
109 Resuspender en 50ul de H,0

Il - SECUENCIA 1S6110 Wt

tgaaccgccceggeatgtecggagactccagttcttggaaaggatggggtcatgtcaggtggttcatcgaggaggtaccege
cggagctgcgtgagegggcggtgcggatggtegeagagatccgeggtcageacgattcggagtgggcagegatcagtgag
gtcgeecgtctacttggtgttggcetgegeggagacggtgegtaagtgggtgcgecaggegeaggtegatgecggegeacgg
cccgggaccacgaccgaagaatcegetgagetgaagegettgeggegggacaacgecgaattgegaagggegaacgega
ttttaaagaccgegtcggcetttcttcgeggecgagetcgaccggecageacgcetaattaceeggttcategecgatcatcagg
gccaccgegagggecccgatggtttgeggtggggtgtcgagtegatctgeacacagetgaccgagetgggtgtgecgateg
ccccatcgacctactacgaccacatcaaccgggageccagecgecgegagetgegegatggegaactcaaggageacate
agccgcegtccacgecgecaactacggtgtttacggtgeccgcaaagtgtggctaaccctgaaccgtgagggcatcgaggtg
gccagatgcaccgtcgaacggetgatgaccaaactcggectgtecegggaccacccgeggcaaageccgeaggaccacgat

35



Trabajo Fin Grado ESTUDIO DEL TRANSPOSON 1S6110 DE M. tuberculosis
Grado en Biotecnologia 2014-2015 Silvia Romero Tamayo

cgctgatccggecacageccgteccgecgatctegtccagegecgetteggaccaccageacctaaccggetgtgggtagea
gacctcacctatgtgtcgacctgggcagggttcgectacgtggectttgtcaccgacgectacgetcgeaggatectgggetg
gcgggtegcttccacgatggecacctecatggtectcgacgegatcgageaagecatctggacccgecaacaagaaggegt
actcgacctgaaagacgttatccaccatacggataggggatctcagtacacatcgatccggttcagegageggctcgecga
ggcaggcatccaaccgteggtcggageggteggaagetectatgacaatgeactagecgagacgatcaacggectataca
agaccgagctgatcaaacccggcaagecctggeggtccatcgaggatgtcgagttggecaccgegegetgggtegactggt
tcaaccatcgccegectctaccagtactgeggegacgtcecgecggtegaactcgaggetgectactacgetcaacgecagag
accagccgeceggetgaggtctcagatcagagagtctccggactcaccggggeggttca

lll- SECUENCIA IS6110 FS

tgaaccgccccggeatgtecggagactccagttcttggaaaggatggggtcatgtcaggtggttcatcgaggaggtacccgecggaget
gcgtgagegggeggtgeggatggtcgcagagatccgeggtcageacgattcggagtgggeagegatcagtgaggtegeccgtctactt

ggtgttggctgegeggagacggtgegtaagtgggtgcgecaggegeaggtegatgecggegeacggeccgggaccacgaccgaagaa
tccgctgagctgaagcgcttgcggcgggacaacgccgaattgcgaagggcgaacgcgatt-cgcgtcggctttcttcgcgg
ccgagctcgaccggcecageacgctaattacceggttcatcgecgatcatcagggecaccgegagggecccgatggtttgeggtgggsts
tcgagtcgatctgcacacagctgaccgagcetgggtgtgecgatcgecccatcgacctactacgaccacatcaaccgggageccagecg

ccgcgagcetgegcegatggegaactcaaggagcacatcagecgcegtccacgecgecaactacggtgtttacggtgeccgcaaagtgtgg
ctaaccctgaaccgtgagggcatcgaggtggccagatgeaccgtcgaacggetgatgaccaaactcggectgtecgggaccaccegeg
gcaaagcccgcaggaccacgatcgetgatccggecacageccgteccgecgatctegtccagegecgettcggaccaccageacctaa

ccggctgtgggtagcagacctcacctatgtgtcgacctgggeagggttcgectacgtggectttgtcaccgacgectacgetcgeaggat
cctgggcetggegggtegettccacgatggecacctecatggtectcgacgegatcgageaagecatctggacccgecaacaagaagge

gtactcgacctgaaagacgttatccaccatacggataggggatctcagtacacatcgatccggttcagegageggcetegecgaggeag

gcatccaaccgtcggtcggageggtcggaagetcctatgacaatgeactagecgagacgatcaacggectatacaagaccgagetgat
caaacccggcaagcecctggeggtccatcgaggatgtcgagttggecaccgegegetgggtegactggttcaaccategecgectctacc
agtactgcggegacgtccecgecggtcgaactcgaggetgectactacgetcaacgecagagaccagecgecggetgaggtctcagate

agagagtctccggactcaccggggcggttca

I mutacion introducida
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ALINEAMIENTO DE AMBAS SECUENCIAS PARA DETECTAR LA MUTACION

Score Expect Identities Gaps Strand
2497 bits{1352) 0.0 1355/1356(99%) 1/1356(0%) Plus/Plu
Query 1 TGAACCECCCOOGCATGTCCaEAGACTCCAGTTCTTOGAAAGGATGGEGTCATGTCAGGT 68
o T 2
Query 61 TTCATCGAGEAGGTACCCACCOGAGCTAGCATEAGCGOECaOTOCOGATEOTCGCAGAT 128
o o O

GOGCAGCOATCAGTGAGGTCGCCCOTCTACTTGET 188

GT
LLLLLOLLLETEEELELE L ETELL trrrititl
GTGEGCAGCGATCAGTGAGGTCGCCCGTCTACTTGET 188

Query 121  ATCCGCGGTCAGCACGATTCG T
Sbjct 121  ATCCECGOTCAGCACGATTCGGA

Query 181  GTTGGCTGCGCGGAGACGETGCGTAAGTGGGTGCGCCAGGCGCAGGTCGATGCCGGOGCA 248

Sbjct 181  GTTEECTECOCGGAGACGETGCGTAAGTOEGTOCGCCAGECGCAGGTCOATGCCGOCGCA 248

Query 241  COGCCCOGGACCACGACCGAAGAATCCGCTGAGCTGAAGCGLTTGCGECGEGACAACGLC 388

] CCLELCLEEEEEEELEERLEE L e e e LR EE el
Sbjct 241  CGGCCCGGEGACCACGACCGAAGAATCCGCTGAGCTGAAGCGCTTGCGECGGGACAACGLC 300

Query 381 CGAMGGGECGAACGCGATTTT -ARAGACCGCGTCEGCTTTCTTCGCGGCCGAGLT 359
) ||||||||||||||||||||||IIII IIII|||||||||||||||||||||||||||||
Sbict 361 CGAMGGGCGAACG CGTCEGCTTTCTTCGCGGCCGAGLT 368
e T T T =
sbjct 361 ACCGGCCAGCACGCTAATTACCCGETTCATCGCCGATCATCAGGGLCACCGCGAGEEE 420

Query 4280  CCCGATGGTTTGLGOTGGEGTGTCGAGTCGATCTGCACACAGCTGACCGAGCTGEGTOTG 479

Sbjct 421  CCCEATGOTTTOCGGTGEEGTGTCGAGTCEATCTGCACACAGCTGACCGAGCTOAETATG 438

Query 488  CCGATCOCCCCATCGACCTACTACGACCACATCAACCGOGAGCCCAGCCACCGCGAGCTE 538

Sbjct 481 CCGATCGCCCCATCGACCTACTACGACCACATCAACCGGRAGCCCAGCCGCCGIGAGCTG 548

Query 548 CGATGGCGAACTCAAGGAGCACATCAGCCGCGTCCACGCCGCCAACTACGGTGTTTAC 599
) ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
Sbict 541 CGATGGCGAACTCAAGGAGCACATCAGCCGCETCCACGCCGCCAACTACGGTGTTTAC 600
Query 602 TGCCCGCAAAGTGTGGCTAACCCTGAACCGTGAGGGCATCGAGGTEGCCAGATGCACC 659
i ||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||
sbjct 681 CCCGCAAAGTGTGGCTAACCCTGAACCGTGAGGECATCGAGGTGGCCAGATGCACC 660

Query 66@  GTCGAACGGCTGATGACCAAACTCGGCCTGTCCGGEACCACCCOGUGECAAAGLCCGLAGG 718

Sbjct 661  GTCGAACGECTGATGACCAAACTCEECCTGTCCGGEACCACCCGLGGCARAGCCOGLAGE 720

SECUENCIACIONES

IV WILD TYPE EN E.coli DHS -a

260 270 280 290 200 210 320 330 240
AAGCGCTTGC GGLGGGACAACG CCGAAT TG GLAAGGGCGAACGCGAT TTTALALGACCGCGTCGGCTTTCTTCGCGGCCGAGCTCGACCGGC

e
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V FRAMESHIFT EN E.coli XL1 blue

430 4410 450 4610 470 480 43910 500 510
L AGCGCT TGO GGG GG ACA AC G LG A AT TG G AAGG G GAAC G GATTTTALALAGACCGCGTCGGCTTTCTTCGUGGCCGAGCTCGACCG

ot ottt ettt
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