58

Revista CENIC Ciencias Bioldgicas, Vol. 36, No. 1, 2005.

Obtencion y caracterizacion de mutantes
de Vibrio cholerae auxotrofos a la metionina

Yussuan Silva, Talena Ledon, Eriel Martinez y Rafael Fando.

Ciudad de La Habana, Apartado Postal 6414, Cuba.

Karen Marrero, José Manuel Sanchez, Edith Suzarte, Javier Campos, Boris Luis Rodriguez,

Dpto. de Genética, Direccién de Biotecnologia, Centro Nacional de Investigaciones Cientificas, Avenida 25 y 158, Playa,

Recibido: 16 de diciembre de 2003. Aceptado: 29 de diciembre de 2003.

Palabras clave: auxotrofia a la metionina, Vibrio cholerae, transposén miniTn5, vacunas vivas.
Key words: methionine auxotrophy, Vibrio cholerae, mini Tn5transposon, live vaccines.

RESUMEN. Este trabajo describe la obtencién de una libreria de inserciones del
transpos6n miniTn5-Km2 en V. cholerae y la identificacién de un mutante auxétrofo
a la metionina denominado ES9B9. La regiéon del ADN cromosomal que contenia
la insercién del miniTn5-Km2 en este mutante, fue clonada y secuenciada, des-
pués de lo cual, se encontré por anélisis de homologia con el genoma completo de
V. cholerae N16961, que la integracién del elemento de transposicién habia ocurri-
do en el gen metF, que codifica para la N>!%-metilenetetrahidrofolato reductasa, en-
cargada de catalizar la reduccién del N>%-metilenetetrahidrofolato a N°-metiltetrahi-
drofolato. Este Gltimo se utiliza como donador del grupo metilo para la sintesis de
la metionina en la Gltima etapa de su ruta biosintética. El gen metF salvaje de V.
cholerae fue amplificado por PCR y clonado, siendo utilizado en ensayos de
complementacion del fenotipo mutado en la cepa ES9B9, evidencidndose que la
auxotrofia a la metionina se debia inicamente a la interrupcién en el gen metF.
Posteriormente, el gen metF salvaje clonado fue inactivado in vitro por una delecién
interna de 246 pb con la enzima de restricciéon Clal y fue utilizado en la construc-
cién de un derivado del candidato vacunal 638 auxétrofo a la metionina,
molecularmente definido. La inactivacion del gen metF en el candidato vacunal
638 no tuvo ninglin efecto negativo sobre su velocidad de crecimiento, morfologia
o capacidad colonizadora respecto a la cepa parental, mientras que facilita el anali-
sis de pureza de los lotes vacunales durante su produccion a gran escala y debe
limitar la proliferacién ambiental de estos mutantes una vez liberados al entorno,
dismuyendo el impacto ambiental de la cepa vacunal durante campanas de
vacunaciones masivas.

ABSTRACT. The construction of a library of insertion mutants of V. cholerae by
using the miniTn5-Km2 transposon module was described. A methionine auxotroph
mutant designated ES9B9 was identified and characterized. The disrupted gene in
ES9B9 mutant was identified by cloning and sequencing the chromosomal DNA
regions flanking the inserted Tnb and by performing a blast homology search of
the sequence obtained, which revealed that the gene disrupted was metF. This gene
is known to catalize the reduction of N> N!-methylene-tetrahydrofolate to N°-
methyltetrahydrofolate which is used in the last step of methionine biosynthesis
pathway as the methyl donor for homocysteine metilation to form methionine. The
wild type metF gene of V.cholerae was amplified by PCR technique and cloned in
E.coli. The cloned gene was able to complement the methionine auxotrophy in
ES9B9 indicating that the disruption in metF is the cause of the auxotrophy. Sub-
sequently the cloned wild type metF gene was inactivated in vitro by an in-frame
Clalinternal deletion. This metF-mutated allele was used for the construction of a
define methionine auxotroph mutant of the vaccine candidate 638 by allelic re-
placement. The 638-methionine auxotroph mutant obtained exhibited no alteration
in the growth rate, cell morphology and the ability to colonize the small intestine of
suckling mice compared to its parental strain 638. These results suggest that me-
thionine auxotrophy could be a useful property of a live vaccine strain as it pro-
vides an easier way to control the purity of vaccine lots and at the same time should
result in an environmental safer live vaccine with diminished proliferation capacity.

INTRODUCCION

El célera es una enfermedad
diarreica severa y muchas veces le-
tal provocada por la bacteria Gram-
negativa V. cholerae. En los paises
subdesarrollados es responsable de
una significativa mortalidad y danho
econémico. Por ello, resulta de gran
importancia obtener una vacuna se-
guray efectiva contra esta enferme-
dad.

Las investigaciones mas promi-
sorias para obtener una vacuna se-
gura y eficaz contra el célera se han
centrado en la obtencién de cepas
atenuadas de V. cholerae para ser
usadas como vacunas vivas orales,
pues se demostré que el padeci-
miento de la enfermedad estimula-
ba una respuesta inmune protectora
y de larga duracién.! Sin embargo,
el problema mas importante asocia-
do con el uso de las vacunas vivas
esta relacionado con su seguridad
ambiental, debido a que pueden es-
tar sujetas a la transferencia hori-
zontal de material genético una vez
excretadas al entorno. Asi, las cepas
vacunales vivas de V. cholerae actua-
les, cuya mutacién atenuante fun-
damental ha sido la delecién de los
genes de la toxina del célera
(ctxAB), pudieran revertir a la viru-
lencia por adquisicién de estos
genes, los que estan contenidos en
el genoma del fago filamentoso
CTX®,2 que puede trasmitirlos de
una cepa a otra. Se ha observado
que las cepas de V. cholerae respon-
sables de las epidemias actuales de
célera, O1 El Tor y O139, contienen
profagos totalmente funcionales
que pueden escindirse y producir
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particulas infectivas de CTX®.2 Es-
tas cepas pueden trasmitir ctxAB a
cualquier cepa de V. cholerae, vacu-
nal o no, que exprese el receptor de
CTXd, el pili co-regulado con la toxi-
na (TCP, del ingles Toxin Co-re-
gulated Pili), que constituye tam-
bién un factor esencial de la bacte-
ria para la colonizacién intestinal en
humanos.?

Ademas, se ha reportado recien-
temente que el bacteriéfago CP-T1
puede transferir el genoma comple-
to de CTX® a cepas de V. cholerae
de modo preferencial, incluyendo a
aquellas que no expresan TCP*
Igualmente, en el laboratorio de los
autores fue identificado un fago
denominado VGJ®, que es capaz
de transmitir CTX® a otras cepas
de V. cholerae por un mecanismo
muy eficiente e independiente de
TCP?

Por todo lo anterior, se han reali-
zado numerosos esfuerzos encamina-
dos a disminuir la excrecién y so-
brevivencia de las cepas vacunales
vivas en el ambiente. Una alternati-
va para estos fines ha sido la obten-
cién de microorganismos auxotrofos.
Esta estrategia se ha propuesto para
candidatos vacunales de V. cholerae,
mediante la introduccién de auxo-
trofias a la timidina y al acido
aminolevulinico.%?

En el laboratorio de los autores
fue construido un candidato vacu-
nal vivo de V. cholerae biotipo El Tor
denominado 638, al que se le dele-
ciono el profago CTXF y se le inser-
t6 el marcador celA en el gen de la
hemaglutinina proteasa.® Esta cepa
fue evaluada en voluntarios con re-
sultados muy satisfactorios, siendo
inmunogénica y poco reactogénica.’
En ensayos de campo esta cepa sera
liberada al medio ambiente donde
podria readquirir los genes de la
toxina y contribuir a su dispersién
posteriormente.

La metionina es un componen-
te relativamente menor de las pro-
teinas, sin embargo, el resto de sus
funciones en el metabolismo bacteria-
no la convierten en un importante
aminoéacido. Asi, el ARN de transfe-
rencia cargado con N-formilmetio-
nina actlla como iniciador en la sin-
tesis de proteinas en procariontes y
la S-adenosil-metionina es el donador
mas importante de grupos metilo en
reacciones de transferencia.!

Por todo lo anterior, se deci-
dié incorporar una mutacién en
la via biosintética de la metio-
nina al candidato vacunal 638
que disminuyera su impacto am-
biental.

MATERIALES Y METODOS
Cepas bacterianas, plasmidios y
medios de cultivos utilizados

La cepa Escherichia coli JM109
[recAl, supE44, endAl, hsdR17,
gyrA96, relAl, thi, A(lac-proAB)] fue
utilizada como hospedero durante
las clonaciones en los vectores
pBR322,! pUC19,? y plJ2925."* La
cepa E. coli SM10Apir (thi thr leu
tonA lacY supE recA::RP4-2Tc::Mu
(ApirR6K), Km") fue utilizada como
hospedero de los vectores suicidas
pUTKm2,* que portan los genes del
transposén miniTn5-Km2, y para la
clonacién en el vector pCVD442 6 asi
como cepa donadora en los experi-
mentos de conjugacién con V. chole-
rae. La cepa de V. cholerae 638, O1,
El Tor, Ogawa [A(profago CTX®),
hap::celAP fue utilizada en la cons-
trucciéon de un mutante auxétrofo a
la metionina molecularmente defi-
nido y el derivado de 638, S12CMY12
(Aasdl), fue mutagenizado con el
miniTn5-Kma2. Se utilizaron los me-
dios de cultivo LB (triptona 1 %; ex-
tracto de levadura 0,5 % y cloruro
de sodio 1 %), LB-sacarosa (triptona
1 %; extracto de levadura 0,5 % y
sacarosa 10 %), medio minimo M9G
(Na,HPO, 0,6 %; KH,PO, 0,3 %; NaCl
0,05 %; NH,C1 0,1 % y glucosa 0,2 %)
y Syncase (Na,HPO,, K. HPO, y sa-
carosa 0,5 % y NH,Cl 0,118 %). Los
medios M9G y Syncase recibieron
como suplemento metionina a una
concentracién final de 25 pg/mL
cuando fue requerido. Para prepa-
rar los medios sélidos se anadié agar
al 1,5 %. Los antibiéticos se utilizaron
a una concentracion final de 100 pg/
mL de ampicillina (A), 100 pg/mL de
kanamicina (K) y 100 U/mL de poli-
mixina (P).

Técnicas usadas en el trabajo con
el ADN

El aislamiento de ADN gené-
mico se realizé segin el método
de Ausubel y col.’® y la purifica-
cién de ADN plasmidico median-
te los sistemas Wizard Plus Midi-
preps DNA purification system y
Wizard Plus Minipreps DNA purifi-
cation system, ambos de Promega.
La purificaciéon de fragmentos de
ADN a partir de geles de agarosa
se realiz6 con el sistema GFX PCR
DNA and gel band Purification de
Amershan Pharmacia Biotech se-
gun las recomendaciones del fa-
bricante.

Las enzimas de modificacién-
restriccién, polimerasas, nucle-
asas y ligasas, se utilizaron se-
gun los protocolos convenciona-
les.1??

La secuenciacién del ADN se
realizé por el método de Sanger,'s
con el sistema de T7 sequenase ,, 7-
deaze-dGTP suministrado por
Amersham. Para la secuenciacién
del fragmento flanqueante a la in-
sercion del miniTnb se utilizaron los
cebadores universales del pUC19. ElL
resultado se compard con la secuen-
cia nucleotidica del genoma comple-
to de V. cholerae N16961 depositada
en el Instituto de Investigaciones del
Genoma (TIGR, por sus siglas en in-
glés), EE.UU. El analisis de secuen-
cias se realizé con los programas
CLONE versién 3.11 y BioSOS ver-
sién 2.5 C.

La técnica de hibridacién de
Southern blot se realiz6 segiin Sam-
brook y col.! Las muestras de ADN,
digeridas previamente con las enzi-
mas de interés, fueron corridas en
un gel de agarosa al 1 %, transferi-
das a una membrana de nylon del
tipo Hybond-N segiin un procedi-
miento de transferencia alcalina por
capilaridad descendente.!” La detec-
cién se realizé con el sistema de
marcado y detecciéon no radioactivo
para digoxigenina (DIG) de Béehrin-
ger Mannheim segun las instruccio-
nes del fabricante.

La amplificacién por reacciéon en
cadena de la polimerasa (PCR, por
sus siglas en inglés) se realiz6 para
obtener la regién reguladora y co-
dificadora del gen salvaje de V.
cholerae que contenia la insercién
del miniTn5. Se amplificé un frag-
mento a partir del ADN cromosomal
de V. cholerae 638, utilizando un par
de cebadores que hibridan con las
regiones cuesta arriba y cuesta aba-
jo del gen con las secuencias nucle-
otidicas: 5"-ATACTGCAGCTCG-
TCGAAATGGCG-3" y 5"-AGAGCA-
TGCGGCATGGC-3", respectiva-
mente. En la secuencia del cebador
cuesta arriba se adicion6 un sitio PstI
para facilitar la posterior clonaciéon
del fragmento amplificado.

Transformacion bacteriana

Las cepas de E. coli y V. cholerae
fueron transformadas mediante
electroporacién, segiun Dower y
col.® y Stoebner y Payne,! respec-
tivamente.

Generacion de una libreria de
inserciones del miniTn5-Km2 en V.
cholerae S12CMY12 y seleccion de
mutantes auxotrofos a metionina

El pUTKm2 fue introducido en
V. cholerae S12CMY12 por conjuga-
cién desde la cepa E. coli SM10Apir.
La mezcla de conjugacion se prepa-
r6 en LB, en una relacién de cepa
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donadora : receptora de 2 a 1, se de-
posité en la superficie de una placa
de LBy seincub6 durante4 h a 37°C.
Los exconjugantes se resuspen-
dieron en 2 mL de LB y se exten-
dieron alicuotas de 0,1 a 0,5 mL en
placas de M9G con suplemento de
kanamicina, polimixina y metioni-
na. Las colonias resultantes se re-
plicaron hacia placas de LBPK y
LBAK. Los clones resistentes a
kanamicina y sensibles a ampici-
llina fueron seleccionados conside-
rando que en su genoma se habia
insertado una copia del transposén
sin el plasmidio acompanante. La
seleccién de auxé6trofos a metionina
se realiz6 mediante siembra parale-
la en placas de medio minimo sin
suplemento aminoacidico (no cre-
cen los mutantes auxétrofos) con
suplemento de metionina (para se-
leccionar, de los mutantes auxétro-
fos, aquellos que son mutantes de
la via biosintética de la metionina
por su crecimiento en esta condi-
cién). Los clones de interés fueron
conservados a -70°C en LB con gli-
cerol al 40 %.

Caracterizacion de los mutantes
auxotrofos obtenidos

Se analizaron las caracteristicas
del crecimiento a través de la deter-
minacién de los tiempos de dupli-
cacién de las cepas parentales y los
mutantes en medio LB y Syncase
suplementado con metionina. En
ambos casos, se inoculé 1 - 107 célu-
las/mL en 50 mL del medio de culti-
vo, a partir de un precultivo crecido
12 h en el mismo medio. Se deter-
miné la densidad 6ptica a 600 nm
cada 20 min hasta que los cultivos
alcanzaron la fase estacionaria.

Muestras de la fase exponencial
y estacionaria de los cultivos fueron
observadas al microscopio 6ptico
para analizar su morfologia. Se ana-
lizaron cualitativamente aspectos
como forma de coma, largo y gro-
sor de los mutantes comparados con
las cepas parentales.

Clonacion del fragmento de ADN
cromosomal de ES9B9 que contie-
ne la insercion del miniTn5-Km?2

El ADN cromosomal fue digeri-
do con la enzima BglII y ligado con
el pBR322, previamente digerido
con la enzima BamHI, para obtener
el plasmidio pBES.

Construccion de los plasmidios
pUES, pMF29, pMFAClal y pCV-
MAClal

Parala secuenciacion de laregion
del ADN cromosomal de ES9B9 que

contenia la insercién del miniTn5-
Km2, el fragmento Sall del pBES
que contiene al ADN cromosomal
del mutante, fue clonado en el
vector pUC19 digerido con la mis-
ma enzima, con lo que se obtuvo el
pUES. El pMF29 fue obtenido para
realizar el ensayo de complemen-
tacion de los mutantes auxétrofos
a metionina. Para ello, la banda de
aproximadamente 1 280 pb obteni-
da en el PCR con los oligos descri-
tos anteriormente, fue purificada y
digerida toda la noche con las enzi-
mas PstI/Sphl yligada con el vector
plJ2925, digerido con las mismas
enzimas, dando lugar al plasmidio
pMF29. Para obtener un alelo
mutado del gen metF, al plasmidio
PMF29 se le realiz6 una delecién
interna de 246 pb con la enzima Clal
con lo que se obtuvo el pMFAClal.
Para la introduccién del alelo
mutado en las cepas de V. cholerae,
el fragmento BglIl del pMFAClal
que contiene al gen metF mutado fue
ligado con el pCVD442 digerido con
la misma enzima. El plasmidio obte-
nido fue denominado pCVMAClal.

Analisis de complementacion de
los mutantes auxotrofos a metio-
nina

Las cepas mutantes de V. cho-
lerae fueron transformadas con el
plasmidio pMF29. Los transfor-
mantes fueron seleccionados en
LBA y posteriormente fueron es-
triados en medio M9G con ampi-
cillina como suplemento.

Construccion de un mutante mo-
lecularmente definido de la cepa
de V. cholerae 638 auxétrofo a la
metionina

La construcciéon de un mutante
del gen metF molecularmente defi-
nido fue realizada mediante reem-
plazamiento alélico del gen metF en
el cromosoma de la cepa de V. chole-
rae 638 con el alelo mutado presen-
te en el plasmidio suicida pCVMAClal.
Este plasmidio fue introducido en
V. cholerae mediante conjugacién y
los cointegrantes fueron selecciona-
dos en placas de LBAP. El sitio de
integraciéon de los plasmidios en el
cromosoma de cuatro cointegrantes
fue analizado mediante Southern
blot. Se escogieron tres clones don-
de la integracién ocurrié por recom-
binacién homoéloga entre el alelo
mutado del plasmidio y el del cro-
mosoma, lo que originé una estruc-
tura lineal en la que ambos alelos
estaban separados por secuencias
de vector. Dichos clones fueron cul-
tivados en caldos de LB sin presion

selectiva de antibiéticos, condicién
permisiva para la proliferacién de
la fraccién de la poblacién microbia-
na que deleciond las secuencias de
vector de su genoma. Los clones de
esta fraccién fueron seleccionados en
placas de LB con sacarosa al 10 %,
condicién no permisiva para los
pseudodiploides, debido a que la ex-
presiéon del gen sacB del pCVD442
es toxica para bacterias Gram-nega-
tivas en presencia de sacarosa al 5 %
o concentraciones superiores. Las
colonias resultantes fueron replica-
das a placas de medio minimo con
suplemento de metionina y sin este
para seleccionar aquellas que ma-
nifestaban auxotrofia a este ami-
noécido, donde probablemente ha-
bia ocurrido el intercambio alélico
deseado y el gen metF se encontra-
ba mutado. Se seleccionaron tres
segregantes auxétrofos de cada
cointegrante para verificar sus es-
tructuras genémicas a través de hi-
bridacién de Southern blot.

Ensayo de colonizacion de los mu-
tantes en el modelo de raton lac-
tante

Para determinar la capacidad co-
lonizadora de los mutantes, ratones
BalB/c de 3 a 5 d de nacidos, separa-
dos de sus madres 4 h antes, fueron
inoculados intragastricamente con
cerca de 10% unidades formadoras
de colonias (UFC) de cada cepa a
analizar. Las células para el inéculo
fueron crecidas en 5 mL de LB a 37°C
hasta una densidad 6ptica de 1 a
600 nm, partiendo de colonias fres-
cas en placas de LB. Los ratones,
luego de inoculados, fueron incuba-
dos a temperatura ambiente en au-
sencia de sus madres toda la noche.
Al cabo de las 24 h fueron sacrifica-
dos y se les extrajo el intestino del-
gado, el cual fue lavado dos veces
con PBS y homogenizado en un vo-
lumen de 5 mL de la misma disolu-
cién. Los titulos bacterianos en cada
inéculo y los homogenizados fueron
determinados extendiendo dilucio-
nes seriadas de cada uno en placas
de LB.

RESULTADOS Y DISCUSION

Generacion de una libreria de
inserciones del miniTn5-Km?2 en V.
cholerae S12CMY12 y seleccion de
un mutante auxotrofo a metionina

La libreria de inserciones en el
genoma de la cepa de V. cholerae
S12CMY12 generada con el mini-
transposén miniTn5-Km2 conteni-
do en el pUTKm2 originé cerca de
2 500 clones. El 50 % de ellos consti-
tuyé el producto de la integracion
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del plasmidio pUTKm2 en el ADN
cromosomal de S12CMY12, mien-
tras que el otro 50 % correspondi6 a
la transposicién del elemento de in-
sercién Unicamente. Los mutantes
auxotréficos fueron seleccionados
segun se explicé en Materiales y
Meétodos. Entre ellos, el mutante de-
signado ES9B9, originado por trans-
posicién, fue seleccionado para un
andlisis posterior debido a su creci-
miento en medio minimo con glu-
cosa, sales minerales y metionina y
la ausencia de crecimiento en el
mismo medio sin metionina.

Analisis de la region del ADN cro-
mosomal que contiene la insercién
del miniTn5 en ES9B9

Se realizé una hibridacién de
Southern blot con el objetivo de de-
terminar el nimero de inserciones
del transposén en el genoma de
ES9B9 y caracterizar el tamano del
fragmento que contenia la inserciéon
con diferentes enzimas de restric-
cién. Se utilizaron las enzimas de
restriccién EcoRI, Dral, Ncol y
Ndel, que no tienen sitios de corte
dentro del médulo de insercién del
miniTn5. Ademas, fue utilizada la
enzima BglIl, que corta en el extre-
mo I del miniTn5-Km2, y se utiliz6
como sonda para la deteccién de los
fragmentos, la banda EcoRI del
pUTKm2 de aproximadamente 1,8 kb
que contiene al miniTn5-Kma2.

Las enzimas Dral, Ndel, Ncol y
BglII generaron una Unica banda de
mas de 5; 20; 5,5 y 5 kb respectiva-
mente (Fig. 1), que hibridaron espe-
cificamente con la sonda empleada,
lo que evidencia que solo se produ-
jo una insercién del transposén en el
genoma de la cepa ES9B9 y que la
digestion con las enzimas Dral, Ncol
y BglII resulta en bandas que contie-
nen los fragmentos adyacentes al
miniTn5-Km2, de talla molecular
adecuada para la posterior clonacién.

Caracteristicas del crecimiento,
morfologiay colonizacion en el mo-
delo de raton lactante de ES9B9

Los tiempos de duplicacién del
mutante en medios LB y Syncase
con suplemento de metionina fue-
ron analizados para determinar si la
auxotrofia a la metionina introdu-
cia variaciones en V. cholerae que li-
mitaran el proceso de produccién de
una vacuna. El tiempo de duplica-
ciéon para ES9B9 en LB y Syncase

en los diferentes medios no mostra-
ron diferencias con los de la cepa
parental crecida en las mismas con-
diciones. Tampoco fueron observa-
das diferencias morfolégicas entre
las células de ambas cepas en estos
medios, en cuanto a tamano, grosor
y forma de las bacterias. Por Gltimo,
a ES9B9 se le analiz6 su capacidad
colonizadora en el modelo de ratén
neonato con el objetivo de determi-
nar si la auxotrofia a metionina li-
mitaba la capacidad de V. cholerae
para colonizar el intestino de este
modelo animal. El ensayo se realiz6
de modo comparativo con las cepas
638, S12CMY12 y ES9B9. Los resul-
tados indican que la auxotrofia a la
metionina, inducida por la insercién
presente en ES9B9, no limita la co-
lonizacién de los vibrios en el intesti-
no del ratén recién nacido (Tabla 1).

De acuerdo con estos resultados,
el gen inactivado por la insercién
del médulo del Tnb crea una auxo-
trofia a la metionina que no limita
la capacidad colonizadora de V.
cholerae en el modelo del ratén lac-
tante, ni afecta las propiedades de
crecimiento o morfoldgicas de la
cepa. Esto hace factible la construc-
cién de un mutante definido en este
gen con propositos vacunales.

Clonacion del fragmento de ADN
cromosomal de ES9B9 que contie-
ne la insercion del miniTn5-Km?2

La digestién con BglII del ADN
cromosomal de ES9B9 produjo una
banda de 5 kb que contiene al mi-

niTnb y laregién del ADN cromoso-
mal adyacente al extremo O del
miniTn5-Km2. Este fragmento fue
clonado en el pBR322 segtn el pro-
cedimiento descrito en Materiales
y Métodos, obteniéndose el pBES
(Fig. 2). Este clon recombinante fue
seleccionado mediante la resisten-
cia a kanamicina conferida por el
marcador del miniTn5-Km2. La
orientacién del fragmento clonado se
determiné por andlisis de restriccion
con EcoRI y se caracteriz6 el frag-
mento flanqueante al transposén en
cuanto a la presencia o no de sitios
para las enzimas EcoRV, Sall, Xhol,
Xbal y Notl, entre otras (Fig. 2).

La enzima Sall tiene un sitio de
corte en el extremo O del médulo
de transposicion y otro sitio en la se-
cuencia del pBR322 cercano al
BamHI utilizado para la clonacién.
La digestién del pBES con esta en-
zima genera un fragmento de alre-
dedor de 5 kb que contiene al frag-
mento proveniente del cromosoma
de V. cholerae. Este fragmento fue
purificado y subclonado en el vector
pUCI19 linealizado con la misma en-
zima con el objetivo de determinar
su secuencia, con lo cual se obtuvo
el pUES (Fig. 3). Una digestién del
PUES con la enzima HindIII, que
tiene un sitio de corte en el pUC19
cercano a la secuencia de corte de
Sall utilizado para la clonacién y
otro en el extremo O del miniTnb5,
permitié determinar la orientacién
del fragmento al obtener una banda
Unica de cerca de 6,0 kb. La identi-

1
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291 ——
Syl e -
e b
35—

Fig 1. Andlisis de Southern blot de la cepa V. cholerae ES9B9 utilizando como sonda
al miniTn5-Km2. EL ADN cromosomal de ES9B9 fue digerido con las enzimas: 1, BglII;
2, Dral; 3, Ncol y 4, Ndel. A la izquierda se muestra el patron de peso molecular de
ADN del fago A digerido con las enzimas EcoRI y HindIII.

Tabla 1. Colonizacion de las cepas de V. cholerae 638, S12CMY12 y ES9B9, en el
intestino delgado del ratén lactante. Para cada cepa se muestra la media geométrica

de las UFC en cinco ratones.

con metionina fue de 19,44 y 43,87 min, Cepa UFC-Indeulo UFC- Recuperadas

respectivamente y para S12CMY12, 638 2,5 - 106 1,0 - 108

en esos mismos medios, fue de 19,5 gy9cpy12 1,0 - 108 1,0 - 106

y 47,4 min . Como se observa, los ,
ES9BY 1,5 - 106 1,8 - 10°

tiempos de duplicacién del mutante
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dad de la banda clonada se chequed
por digestién con Ncol y Mlul.

Identificacion de la region de ADN
cromosomal de ES9B9 adyacente a
la insercion del miniTn5-Km?2

La secuencia nucleotidica del
fragmento que contiene la insercién

EcoRV (188)

EcoRlI (9184)
bla

ori

rop

Sall (5476)
BamHI/Bglll (5200)

Fig 2. Mapa genético del plasmidio pBES. Se senialan en negritas las uniones BamHI/

del miniTn5-Km2 se establecié a
partir del pUES, utilizando los ce-
badores universales directo (-40) y
reverso (-21) del pUC19. La figura
3 muestra parte de la secuencia ob-
tenida con el cebador reverso. El to-
tal de bases secuenciado fue de 329
nucledétidos, de los cuales, 67 pb co-

BamHI/Bglll (375)
EcoRI (395)

kanamicina r
Xhol (1663)
Miul (2027)

Xbal (2128)
Sall (2134)
Notl (2173)

Ncol (4376)
Mlul (4543)

BglII entre el pBR322 y el fragmento clonado, asi como los sitios EcoRI utilizados.
Aparece en rayado el miniTnb y en negro la region flanqueante al miniTn5 en ES9BI.

HindIll (3790)

Sall (3772)
HindIll (3754)

ori

6028 bp

lacz miniTn5

Notl (3733)

rrespondieron al extremo O del mi-
niTnb. Al comparar la secuencia de
los 264 nucleétidos restantes, que
proceden del cromosoma de V. chole-
rae, con la secuencia nucleotidica
del genoma completo de la cepa de
V. cholerae N16961 depositada en el
TIGR, se encontré que esta secuen-
cia tenia homologia con el gen metF
y es idéntica a la secuencia depo-
sitada en el TIGR excepto en un
nucleétido. Este gen codifica para
la N>!%-metilenetetrahidrofolato re-
ductasa, encargada de catalizar la
reducciéon del N>9-metilenetetrahi-
drofolato a N°-metiltetrahidrofolato,
el que posteriormente es utilizado
como donador del grupo metilo du-
rante la metilacién de la homocis-
teina, en el Ultimo paso de la via
biosintética de la metionina.

Al analizar la regién adyacente
a metF, en el genoma de V. cholerae
N16961, se encontré que la organi-
zacién génica es similar a la de E.
coli, donde se ha descrito que los
genes metdJ, metB, metL y metF se
encuentran agrupados??! (Fig. 4). El
gen metJ codifica para un represor?
que junto a la S-adenosilmetionina?

Miul (1363)

Ncol (1530)

¢t ________________________________________________________________________________ ]|
Rev I

CGG  TCG ACC TGC AGG CAT GCA AGC TTC GGC CGC CTA GGC
CGC GGC CGC ACT TGT GTA TAA GAG TCA GGG ATC AGT
TCA TCA CGA GTG GCA TCG ATA CAA GTC AGG TGT GGC
GCG GCA ATT AAA CCG GIT TGA TCT TTIG ATC GCT TTA
ATG ATC GAG TAC GGT CAC GCT CAC CAG AGT TTG CAC
CAT AAG TGA CCG AAA CAA ACA AAT TTIC GGT TGG AGT
GTT TTC AGA CGG TGT ACC GAT CCC CAA AGC GTT TCT
TCC ATT TGT GGT GAG CTG GGT GGA AAA AAC TCA AAC
GAT ACT GAC TCG AAG CTC GAT GIT TGG TCA TGC ATC
GA

Fig 3. Mapa genético del plasmidio pUES y parte de la secuencia nucleotidica obtenida a partir de él con el cebador universal
reverso (—21) del pUC19. Aparece subrayada la secuencia perteneciente al modulo de transposicion del miniTnd-Km2; el resto se
corresponde con el ADN de V. cholerae ES9B9 clonado.
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Fig 4. Mapa genético de la region (~6,75 kb) del cromosoma I de V. cholerae N16961 que
porta los genes metJBLF. En negro se seniala el sitio de insercion y la orientacion del
moédulo miniTn5-Km2 en el cromosoma del mutante ES9BY. La linea gruesa en negro re-
presenta el fragmento de ADN de V. cholerae clonado en pBES y luego subclonado en pUES.

inhibe la transcripcién de los genes
biosintéticos de la metionina, que
constituyen el regulén met. Metd se
une a la secuencia consenso 5’-
AGACGTCT-3’ denominada caja
MET,> que se encuentra repetida en
tandem en la regién promotora de
estos genes. Los genes metB y metL.
comprenden el inico operén cono-
cido del regulén met.?® La secuen-
cia del operén completo de E. coli
ha sido determinada?-* y solo dos
bases separan el TAA terminal de
metB y el ATG inciador de metL. Las
secuencias codificantes de metJ y
metBL son divergentemente trans-
critas desde una regién intergénica
de 276 pb de longitud en E. coli*" y
264 pb de longitud en S. typhimu
rium.?® El gen metB codifica para la
cistationina sintasa y metL para la
aspartoquinasa II-homoserina deshi-
drogenasa II. En V. cholerae, en par-
ticular, los codones de terminacién
y comienzo de metB y metL, respec-
tivamente, estan separados por 13 pb
y la secuencia intergénica entre
metJ y metBL es de 268 pb.

La secuencia del gen metF de E.
coli y S. typhimurium ha sido deter-
minada.?** La expresion de metF es
regulada por el sistema MetJ.?! El si-
tio de unién de MetJ contiene cinco
cajas MET.?2 Ademas, se ha descrito
que existe un sistema regulador po-
sitivo, MetR, que controla la expre-
sién de metF, oponiéndose a la re-
presion por MetdJ.? Asi, se ha descri-
to la existencia de tres sitios de
unién para MetR en la regién pro-
motora de metF.?* El mecanismo de
regulaciéon de la expresion de metF
en V. cholerae debe ser igual al des-
crito para E. coli y S. typhimurium,
ya que en la regién no codificadora
que antecede a metF se identifica-
ron tres secuencias con una gran
homologia con la secuencia de
unién consenso del activador MetR
y al menos tres para MetJ (Fig. 5).

La insercién del miniTn5-Km2
en el gen metF, parece ser la respon-
sable de la auxotrofia a la metionina
encontrada en la cepa ES9B9. Re-
sultados semejantes se reportan en
Streptomyces lividans,* en los que

la cepa mutada en metF muestra
una auxotrofia a la metionina.

Clonacion del gen metF salvaje de
V. cholerae

La region codificadora y regula-
dora del gen metF de V. cholerae 638
fue amplificada mediante PCR. Los
oligonucledétidos utilizados fueron
disenados para amplificar un produc-
to de 1 280 pb compuesto por 912 pb
de la region codificadora, 125 pb del
extremo 3’ no codificadora que in-
cluye el codén de terminacién TAA
y un terminador transcripcional y
242 pb de la regién 5’ no codifica-
dora, donde estan contenidos (i) el
sitio de unién al ribosoma, (ii) la re-
gién de unién del complejo S-
adenosilmetionina y la proteina
Metd, (iii) los sitios de unién de la
proteina MetR, y (iv) el promotor
bacteriano (Fig. 5).

Como se describe en la seccién
correspondiente de Materiales y
Métodos, el fragmento amplificado
por PCR se purificé y se cloné en el
plJ2925, con lo que se obtuvo el
pPMF29, que fue utilizado para el
andlisis de complementacién de los
mutantes obtenidos.

Construccion de un mutante de V.
cholerae auxétrofo a la metionina
molecularmente definido

Teniendo en cuenta que la mu-
tacion en el gen metF en V. cholerae
genera una auxotrofia a la metioni-
na, se construyé un mutante de la
cepa vacunal V. cholerae 638 con la
N310-metilenetetrahidrofolato re-
ductasainactiva, y se obtuvo de esta
forma, un candidato vacunal con ca-
pacidad proliferativa disminuida en
ausencia de metionina. Para ello, el
plasmidio pCVMACIal fue introdu-
cido en V. cholerae 638 por conjuga-
ci6én y los exconjugantes fueron ex-
tendidos en placas de LBPA. Se se-
leccionaron cuatro transformantes
resistentes a ampicillina para ana-
lizar sus estructuras génicas a tra-
vés de hibridaciéon de Southern blot,
utilizando como sonda el fragmen-
to BglIl del pMF29 que porta al gen
metF salvaje. E1 ADN cromosomal

(ADNCc) de los transformantes selec-
cionados fue digerido con la enzima
Ncol. La digestién de los ADNc de
los transformantes en los cuales el
pCVMACIal se inserté por recom-
binacién homoéloga entre el gen metF
mutado y el gen tipo salvaje presente
en el genoma de la bacteria, debe pro-
ducir una Unica banda de 10 877 pb,
mientras que la digestion de la cepa
parental debe originar una banda de
3 643 pb. Los transformantes selec-
cionados produjeron el patrén espe-
rado, lo que indica que en todos ocu-
rri6 la insercién del plasmidio en el
gen metF del cromosoma de 638
(Fig. 6) .

A continuacién, los cointegran-
tes C1, C5 y C18 fueron crecidos en
LB, segun se explica en Materiales
y Métodos. Se seleccionaron cinco
segregantes, provenientes de los
cointegrantes C18 y C5, que mostra-
ron auxotrofia a la metionina en
Syncase minimo, para chequear por
hibridacién de Southern blot que en
efecto la auxotrofia a dicho aminoa-
cido se debia a la presencia del gen
mutado en sus genomas. Se realizd
una digestiéon de sus ADNc con la
enzima HincII que en el caso de los
mutantes debe arrojar como resul-
tado dos bandas de 1 292 pb y 991
pb, mientras que en la cepa parental
esta digestién genera dos bandas de
1 292 pb y 1 237 pb. En el analisis
por Southen blot de los segregantes
seleccionados se observé que todos
contenian la delecién en el gen metF
(Fig. 6). Para ensayos posteriores fue-
ron seleccionados tres segregantes
derivados del transformante C18, los
que se usaron como réplicas y se de-
nominaron 638M18 1, 638M18 2 y
638M18 3.

Complementacion de los mutantes
de V. cholerae auxétrofos a l1a me-
tionina

Para determinar si la auxotrofia
a la metionina manifestada por los
mutantes ES9B9, 638M18_1,638M18 2
y 638M18 3 se debia unicamente a
la presencia del gen metF mutado,
se realiz6é un analisis de comple-
mentacién con el gen metF intacto
presente en el pMF29. Se observéd
que los mutantes que contenian al
plasmidio recombinante crecieron
en ausencia de metionina, revelan-
do una complementacién del feno-
tipo mutante, sin embargo, los mu-
tantes que contenian al pMFAClal
solo crecieron en placas del mismo
medio con metionina. Se evidencié
que la auxotrofia a este aminoacido en
los mutantes obtenidos se debe sola-
mente a la mutacion en el gen metF.

63



64

Revista CENIC Ciencias Bioldgicas, Vol. 36, No. 1, 2005.

----- <
<

khkkkkhhhkhkhkkhkhkhkhkhkhkkkx kkhkkhkhhkkhkkhkhkhkhkhhkkk

AAAACAAAGCTCGTCGAAATGGCGAGCTTTCCCTCCCATCCTCTATACTTTTGGGTATAGAAAGCATCATGTTCTATCTC

TCTCACCAAGAGCCATACATAGCGCTGAATGACATTTTCGAGCGTGAATCGACTTCACGATCAACATGAGTAATCTTCAT
kkkkkkkkkhkkkhkkhkhkk ) k%
G CGCA'ITCACGA'CATTCT %CAG CCATATAGACGTCTAAACGTCAATTCAGATTCAGGCA

*k*

GTGACACTCGGTCACAGGGAGTACAAGATGGGATACACACACGCTAGCCATATCGATGCATTGAACCAAAACATTGCGGA

AATGGCGAGGTITGACAT

GCTTTCCGACATCAATGTTTCGTTTGAGTTTTTTCCACCCAGCTCACCACAAATGGAAGAAACGCTTTGGGGATCGGTAC

ACCGTCTGAAAACACTCCAACCGAAATTTGTTTCGGTCACTTATGGTGCAAACTCTGGTGAGCGTGACCGTACTCACTCG

ATCATTAAAGCGATCAAAGATCAAACCGGTTTAATTGCCGCGCCACACCTGACTTGTATCGATGCCACTCGTGATGAACT

GATCCAGATCGCCGATGACTACTGGCATAACGGCATCCAGAATATTGTGGCGCTGCGTGGGGATATCCCGGCTGGCGGTG

GTAAGCCAGAGATGTACGCCTCCGATCTAGTGACGCTGCTCAAATCACGCCACGATTTTGATATTTCCGTGGCCGCCTTC

CCTGAAGTGCACCCTGAAGCCAAAAGCGCGCAAGCGGACCTGCTCAATTTAAAACGTAAAGTCGATGCAGGTGCGAATCG

TGCCATCACGCAGTTTTTCTTTGATGTAGAAAGCTACCTGCGTTTTCGCGATCGCTGTGTGGCCGCTGGGATTGACGTAG

AAATCGTGCCTGGCATTCTGCCGGTTTCTAACTTTAAACAAGCGTCGCGCTTCGCTGCGCAAAACAACGTCAAAGTTCCG

AATTGGATGGTGAAGCAGTTTGAAGGATTAGAAGACGATCCAGTGACTCGCCAGTTGGTAGGTGCAAGCCAAGCCATTGA

TATGGTGCGCGTGCTGTGCCGTGAAGGGGTGAAGGATTTCCACTTCTACACCCTAAATCGTGCCGAAATGACTTACGCGT

*k*

TATGCCACACCTTAGGCGTTCGCCCACAAGCTTAAGTGAAAACTCCGAGCCTCGATCAAAAACGCCGACATCACTGTCGG

CGTTTTCATAAGGAAAATTATTCCACGTCTTCCATTTTGCCCAGCAGGCTACGAATGCGCTCTTGCCATGCCGCATGCTC

Fig. 5. Andlisis de la secuencia nucleotidica del gen metF de V. cholerae obtenida del TIGR. Los oligos utilizados para amplificar
el gen por PCR aparecen representados por flechas. En negritas se representan las secuencias de union de MetR, el codén de inicia-
cion y el de terminacion de metF. Estos wltimos se senalan ademds, con asteriscos. Los sitios de union a MetJ se senialan en negroy
con asteriscos. Los nucleétidos en los recuadros representan las regiones —10 y =35 del promotor. Se subraya el sitio de uniéon al
ribosoma y se senala con flechas dicontinuas el terminador de la transcripcion.
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Fig 6. Andlisis por Southern blot de la estructura génica de los cointegrantes del
pCVMFACIal en la cepa V. cholerae 638 y segregantes derivados. Se usé como sonda el
fragmento BgllI del plasmidio pMF29 que contenia al gen metF intacto. Los ADNc de
los diferentes cointegrantes (C) fueron digeridos con Ncol y el de los segregantes (M)
con Hincll y fueron aplicados en el siguiente orden: a, C1; b, C2; ¢, C5; d, C18; e, 638
(Ncol); f, M18 1;g,M18 2; h, M18 3;%, M5 1;j, M5 2y k, 638(HinclI). El marcador de
peso molecular de ADN del fago A digerido con las enzimas HindIII y EcoRI se repre-
senta a la izquierda.

Caracterizacion de los mutantes
638M18_1, 638M18_2 y 638M18_3 en
cuanto a crecimiento, morfologia
y colonizacion en modelo de raton
lactante

A los mutantes se les realizé un
andlisis de sus velocidades de cre-
cimiento, morfologia y colonizacién
en el modelo de ratén lactante para
determinar si las manipulaciones
genéticas realizadas no tuvieron al-
gun efecto negativo sobre estas ca-
racteristicas que pudieran limitar
su posible uso como cepa vacunal.
Las caracteristicas del crecimiento
de los mutantes fueron analizadas
en medios rico (LB) y minimo
(Syncase con metionina), y compa-
radas con la cepa parental (Tabla 2).
La mutaciéon presente en el gen
metF no afecté la velocidad de cre-
cimiento de las cepas mutadas en
medio rico (LB) ni en medio mini-
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mo (Syncase con metionina), por lo
que se espera que los mutantes va-
cunales metF colonicen adecuada-
mente el tracto gastrointestinal
murino y humano. La morfologia de
los mutantes durante el crecimien-
to en ambos medios fue similar a la
de la cepa parental; no se detectd
ningln cambio en la forma de coma,
en el tamano o el grosor de las célu-
las de los mutantes en comparacion
con la cepa parental. Para determi-
nar la capacidad colonizadora de los
mutantes se utilizé el modelo de co-
lonizacién de ratén lactante expli-
cado en la seccién de Materiales y
Meétodos. Se observo que la coloni-
zacién de los mutantes fue similar
a la de la cepa parental (Tabla 3), lo
que demuestra que la cepa auxo6tro-
fa a metionina coloniza apropiada-
mente el intestino delgado murino.
Se ha reportado que la inactivacién
de genes bacterianos esenciales
para la multiplicacién de los micro-
organismos patégenos, limita su
capacidad de colonizacién en sus
hospederos y disminuye su inmuno-
genicidad, debido a que probable-
mente la cepa mutada no persiste
largo tiempo.” Sin embargo, la auxo-
trofia a la metionina no disminuye
la colonizacién de V. cholerae, debi-
do probablemente a que el intesti-
no es rico en metionina y la cepa se
nutre a expensas de esta.

CONCLUSIONES

Se pudo concluir que la interrup-
cion del gen metF conduce a una
auxotrofia a la metionina en V. cho-
lerae que no afecta la habilidad del
microorganismo de colonizar en el
modelo de ratén lactante, asi como
tampoco produce cambios eviden-
tes en la morfologia o caracteristi-
cas del crecimiento de las cepas
auxo6trofas respecto a la cepa
parental. Por otro lado, el gen metF
en V. cholerae se encuentra agrupa-
do con otros tres genes de la ruta
biosintética de la metionina for-
mando el “cluster” metJBLF, con

Tabla 3. Colonizacion de la cepa vacunal de V. cholerae 638 y sus derivadas mu-
tantes en metF, en el modelo de ratén lactante. Para cada cepa se muestra la me-

dia geométrica de las UFC en cinco ratones.

Cepa UFC-Inéculo UFC-Recuperadas
638 1,1-10° 6,4 -10°
638M18_1 1,1-10° 5,0-10°
638M18 2 1,5 - 108 3,7-10°
638M18_3 1,1- 1068 2,4 -10°

una organizacion similar a la repor-
tada en E. coli.
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VIRUS DEL ENCRESPAMIENTO AMARILLO DE LA HOJA
DE TOMATE (TYLCV)

Centro Nacional de Sanidad Agropecuaria.
Instituto de Investigaciones Horticolas “’Liliana Dimitrova”.

Los begomovirus han sido considerados por las organizaciones internacionales de fitopatologia, uno de los
tres virus emergentes que afectan las plantas, convirtiéndose en la mayor causa de pérdidas del cultivo de
tomate en la mayoria de los paises tropicales y subtropicales. El TYLCV, en particular, es el begomovirus de mayor
impacto por su rapido paso del viejo al nuevo mundo y su rapida adaptacién e implantacién en este hemisferio,
siendo el responsable de las mayores pérdidas informadas en el cultivo del tomate en los ultimos 10 aRios.

A partir de lo anterior, se realizé por primera vez en Cuba y en la region de América Latina y el Caribe, un
estudio integral del TYLCV-Is que incluy6 el conocimiento de la variabilidad genética y evolucion del virus,
detecciéon de nuevos hospedantes alternativos de importancia econémica, la evaluacién y validaciéon de nue-
vos métodos para su diagnéstico, asi como, la aplicacién de estos Ultimos en la evaluacion y seleccién de las
plantas resistentes al virus. Adicionalmente, se determind la distribucién del virus en las regiones productoras
de tomate de mayor importancia del pais.

Los resultados permitieron informar, por primera vez en Cuba, la presencia del TYLCV infectando de forma
natural plantas de pimiento, frijol y calabaza (lo que constituy6 el primer informe de su deteccién en estas dos
Ultimas plantas para el hemisferio occidental), lo cual es de gran importancia, no solo por la repercusion
econdmica en estos cultivos, sino también, porque ellos son frecuentemente utilizados como cultivos colin-
dantes de las plantaciones de tomate, lo que ayudaria a convertir estas plantas en hospedantes o reservorios
activos del virus.

Para la deteccién del begomovirus, se establecié un novedoso método de hibridacién no radiactivo de los
acidos nucleicos que mostré parametros de eficacia, sensibilidad, especificidad y valores predictivos por enci-
ma del 90 % y resulté de elevada factibilidad de uso para el diagnéstico de TYLCV en Cuba, al compararlo con
los métodos utilizados hasta ese momento. Se elaboré una metodologia para la evaluacién y seleccién de
plantas resistentes al virus, mediante la aplicacion del diagndstico molecular, utilizando la HAN no radioactiva
para la deteccion de begomovirus en el pais, que ya ha sido introducida, demostrandose su utilidad.




