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DESCRIPCION
Bacillus subtilis no esporulante que tiene partes del gen que codifica Sigma G eliminadas
Campo de la invencion

La invencion se refiere a una cepa de Bacillus subtilis no esporulante, a un método para su preparaciéon y a su uso
como un organismo de produccion. Ademas, la invencion se refiere a un método para la preparacion de un producto
preparado bioldgicamente usando una bacteria no esporulante.

Fundamento de la invencion

Las bacterias del género Bacillus se usan de forma extensiva en la produccion de diferentes enzimas industrialmente
significativas. Los huéspedes de produccion mas significativos son B. amyloliquefaciens y B. licheniformis que se
usan como productores de proteasas y amilasas, por ejemplo. Los procedimientos industriales generan cantidades
significativas de masa bacteriana que necesita desactivarse antes de su descarga en el medioambiente,
especialmente si la bacteria es una bacteria manipulada genéticamente. La destruccion de células de produccion
esporuladas necesita un procesado mas intensivo que las células asporégenas. Las esporas de Bacillus resisten al
calor mucho mejor que las células vegetativas y por lo tanto, destruirlas por calentamiento necesita temperaturas
altas y tratamientos de larga duracion. Estos tratamientos aumentan invariablemente el equipo y costes de operacion
en la produccion. Esto es por lo que es deseable usar una cepa no esporulante de Bacillus. La presente invencion
proporciona una solucion al problema de la esporulacién que mejora significativamente el uso de B. subtilis como un
organismo de produccion.

La esporulacién es un suceso multietapa (I a VII) que se inicia en ciertas condiciones de cultivo en que primero se
crea una pre-espora dentro de la célula madre. Finalmente, la célula madre muere y la espora adulta se libera. La
espora resiste a mayor sequedad y calor que la célula madre y asi asegura la supervivencia de la bacteria en
condiciones desfavorables. En condiciones favorables, la espora se activa y la divisién de la célula bacteriana se
reinicia. Las diferentes etapas de esporulacion se han establecido por medio de mutaciones genéticas que afectan a
la esporulacion, y por el momento, se conocen mas de 125 genes que afectan a la esporulacion (Stragier y Losick,
1996).

La produccion de proteinas usando una bacteria Bacillus incapaz de la esporulacion se describe en el documento
WQ97/03185, por ejemplo, que propone la omision de la esporulacion mutando los genes de esporulacion. La
publicacion describe la supresion del gen de esporulacion spollAC de Bacillus licheniformis. La supresion se realizd
usando una plasmido sensible a la temperatura al que se introdujo un producto PCR preparado por la técnica SOE
(empalme por extension de solapamiento), en cuyo producto las regiones de ambos lados del gen spollAC se
unieron de tal manera que el gen spollAC del medio se excluy6. La técnica SOE se describe en la patente de
EE.UU. 5.023.171, por ejemplo. La estructura de supresion in vitro puede introducirse dentro de la célula bacteriana
por medio del plasmido, y la replicacion del plasmido libre puede evitarse elevando la temperatura, revelando asi la
bacteria recombinante en que esta insertado el plasmido en un cromosoma. La supresion del gen deseado tiene
lugar cuando el plasmido se separa del cromosoma de una cierta manera. En dicha publicacion de patente WO, la
técnica descrita fue, sin embargo, incapaz de eliminar el gen spollAC de la bacteria B. subtilis. La recombinacion en
la etapa de separacion del plasmido siempre se da de manera que el gen spollAC permanece intacto.

Las cepas de B. subtilis no esporulantes, se describen, sin embargo, en otra parte. El documento EP 164.117 se
refiere a una cepa de B. subtilis con una mutacion en el gen spollA, el documento EP 492.274 se refiere a una cepa
de B. subtilis con una mutacion en el gen spolID, y los documentos US 4.450.235 y US 4.450.236 se refieren a una
cepa de B. subtilis con una supresion en el gen spoOA. Dichos genes se asocian con la etapa Il esporulante o antes.

Uno de los genes conocidos de la siguiente etapa esporulante (lll) es el gen sigG (=gen spolllG) que codifica el
factor sigma-G que se une a una ARN polimerasa que a su vez puede unirse al promotor de ciertos genes
esporulantes en la pre-espora. Este factor sigma-G es necesario en la tercera etapa de esporulacion, y se conoce
por controlar al menos 19 transcripciones génicas (Ishii et al., 2001). Los productos de los genes asociados con el
sistema de control Sigma-G mejoran la capacidad de supervivencia y re-germinacion de las esporas (Haldenwang,
1995).

Fougler y Errington (1989) han descrito una cepa B. subtilis 646 que es un mutante de sigG formado
espontaneamente. La Unica cosa conocida de la mutacion es que esta fuera del promotor y los 30 primeros codones.
Esta informacion se ha obtenido a partir de una fusién activa spolliG-lacZ que se inserté en un cromosoma. En el
caso de dichos mutantes espontaneos o provocados de forma aleatoria, la posicidon o accién exacta de la mutacién
no se conoce normalmente. La posibilidad de mutacién inversa, es decir, la inversién de la esporulacién tal como
era, de dichas cepas, no puede controlarse y la posibilidad de varias mutaciones del supresor es ademas alta. Como
la posicién de la mutacién no se conoce, normalmente no es posible, ademas, saber si se crea una proteina
cambiada. Ademas, una mutacidon en otro gen puede suprimir, por ejemplo, el efecto de la mutacion original.
También se han hecho intentos de desactivar el gen sigG haciendo inserciones, por ejemplo. llling et al. (1990), por
ejemplo, clonaron un fragmento Hindlll-Pstl de 320 pares de bases de sigG a un plasmido de integracion y
obtuvieron como resultado de la integracion una cepa B. subtilis no esporulante N15 (trpC2 spolllG::pSGMU422). El
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plasmido de integracion, sin embargo, se separ6é del cromosoma sin una presion de seleccion con cloranfenicol, y
posteriormente, este tipo de cepa no es adecuada como un huésped de produccioén.

Karmazyn-Campelli et al. (1989) han descrito la desactivacion del gen sigG insertando un casete de resistencia al
cloranfenicol de 1,5 kb (cat) entre los codones 166 y 167 (spolllG::cat). Esta insercion se hizo, sin embargo, de tal
manera que el gen sigG aun permanecio, incluso aunque se cortd, en el cromosoma. Asi, hay un riesgo de mutacion
inversa. Incluso aunque una cepa inactiva por insercion cat no pueda recombinarse, la supresion puede devolver la
actividad del gen sigG y la esporulacion de la cepa de vuelta a normal.

Karmazyn-Campelli et al. (1989) ha eliminado ademas un fragmento del gen sigG, 70 pares de bases, entre los
codones 18 y 42. El efecto de esta supresion (spolllGA1) en la esporulacion permanece, sin embargo, confuso,
porque durante la supresion, un fragmento extra Haelll de 18 pares de bases aparecid inesperadamente entre
dichos codones a partir del pUC8 usado como el vector de clonacion. Este fragmento extra tenia un coddén de
parada justo al principio, asi que no hay certeza de que la supresion de 70 pares de bases sea suficiente para
finalizar la esporulacion. Sin el fragmento extra, al menos un factor sigma que funciona parcialmente podria crearse
incluso después de la supresion, especialmente ya que la supresion no incluye regiones que se cree que son
significativas en la unién a los promotores diana. En otras palabras, no quedo claro si la desactivacion del gen sigG
se provoco por la supresion o meramente por el codén de parada extra.

Kim J.-H. et al. 2001 han descrito un mutante B. subtilis con una supresion en el gen spolllG. La supresion en
cuestion fue solo de un nucleétido de largo y que se encontraba fuera de las regiones funcionales del gen
(nucledtido 397 del gen sigG, timidina (T) eliminada). Un bloque de resistencia a la kanamicina (kana') se inserto
después del sitio de supresion. Esto produjo mutantes con una reducida capacidad de esporulacion. No hay
informacion de la estabilidad de la cepa. La frecuencia de inversion de un nucledtido es, sin embargo, significativa, y
esta clase de cepa, por lo tanto, no se recomienda como el huésped de produccién de una proteina extrafna.

Los estudios publicados anteriormente han examinado normalmente las diferentes etapas de esporulacion y se han
escogido mutantes, sin grandes exigencias puestas en su estabilidad. Por consiguiente, ninguno de los mutantes
sigG presentados de la bacteria B. subtilis son adecuados como una cepa de produccion, de la que una permanente,
es decir no reversible, esporulaciéon se necesita. La presente invencién proporciona actualmente una cepa B. subtilis
estable, totalmente no esporulante, adecuada como una cepa de producciéon. Ademas, la esporulacién se elimina de
tal manera que no tiene efectos desfavorables en la produccién del producto deseado o sus propiedades.

Compendio de la invencion

La invencion se refiere a una cepa de B. subtilis no esporulante caracterizada por que comprende una supresion de
al menos 300 nucledtidos en su gen sigG, por el que la supresion comprende al menos parte de ambas regiones
funcionales del gen sigG que codifican los aminoacidos 67 a 80 o 229 a 248, respectivamente, de la proteina sigG, y
que dicha cepa tiene la capacidad de producir un polipéptido recombinante. La supresion presentada en esta
memoria muestra sin lugar a dudas el efecto de la supresion sigG en la prevencion de la esporulacion. Ademas, en
la supresion génica, es dificil predecir como la supresion afecta a las demas funciones del organismo o su capacidad
de sobrevivir como un todo. La presente invencién muestra, sin embargo, que la supresion del gen sigG no afecté a
otras funciones esenciales de la bacteria eliminada, tal como su capacidad para producir polipéptido recombinante.

La presente invencién proporciona ademas un método para la preparacién de una cepa B. subtilis no esporulante,
caracterizado por que al menos 300 nucledtidos se eliminan del gen sigG de una cepa de Bacillus subtilis, por lo que
la supresion comprende al menos parte de ambas regiones funcionales del gen sigG que codifican los aminoacidos
67 a 80 o 229 a 248, respectivamente, de la proteina sigG, y se inserta ADN que codifica un polipéptido
recombinante, por lo que dicha cepa tiene la capacidad de producir un polipéptido recombinante. Ademas, la
invencion se refiere al uso de la cepa B. subtilis no esporulante presentada como un organismo de produccion. La
invencion incluye ademas un método para la preparacion de un polipéptido recombinante preparado biolégicamente,
caracterizandose el método por que el producto se prepara usando la cepa B. subtilis no esporulante de la
invencion.

Se describen realizaciones preferidas de la invencién en las reivindicaciones dependientes.
Breve descripcion de las figuras
La Figura 1 es una vista esquematica de la supresion del gen sigG,

La Figura 2 muestra la secuencia de nucleétidos de la region de supresion de la cepa B. subtilis no esporulante
RS303,

La Figura 3 muestra el crecimiento (-----) de una cepa B. subtilis esporulante (RS201) y no esporulante (RS310) y la
produccion (-------- ) de B-lactamasa (BLP) en un cultivo con agitaciéon de 100 ml.
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Descripcion detallada de la invencién

La B. subtilis de la invencién se hace no esporulante eliminando un fragmento significativo del gen sigG, que en este
contexto significa al menos 300 nucledtidos. El gen sigG tiene al menos dos regiones funcionales, es decir, regiones
significativas para la actividad de la proteina, de las que una codifica un dominio que presumiblemente se une a si
mismo al fragmento central de la ARN polimerasa y comienza desde el aminoacido nim. 67 y termina en el
aminoacido num. 80. Este dominio se define comparando la secuencia de aminoacidos del factor sigma-G de la
bacteria B. subtilis con otras secuencias de factor sigma conocidas. Otra region funcional importante es el motivo H-
T-H (hélice-giro-hélice) que esta presente en proteinas que se unen a si mismas al ADN, también definida en base a
la similitud y cubre los aminoacidos 229 a 248 de la proteina sigG. La region a suprimir se encuentra preferiblemente
en la region entre los nucledtidos que codifican los aminoacidos nim. 67 y 248 de la proteina sigG. La supresion se
encuentra de modo que comprende al menos una parte de ambas de las dos regiones funcionales del gen sigG,
cuyas regiones codifican los aminoacidos 67 a 80 o correspondientemente 229 a 248 de la proteina sigG. Segun una
realizacion, al menos 600 y especialmente al menos 670 nucledtidos se eliminan del gen sigG. Es apropiado eliminar
los nucledtidos 39 a 715, por ejemplo. También es posible eliminar el gen sigG entero y la region promotora del gen.

El gen sigG puede eliminarse de muchas formas diferentes. Preferiblemente, una insercion se prepara primero por la
técnica SOE (empalme génico por extension de solapamiento), que significa que los fragmentos de nucledtidos
necesarios para la insercion se amplifican primero por una reaccion PCR, cuyos cebadores se disefian de tal
manera que los fragmentos amplificados en la reaccion PCR pueden ligarse a través de una segunda reaccion PCR
usando una secuencia complementaria, es decir, regién de solapamiento. Una insercién apropiada contiene las
regiones flanqueadoras del gen a eliminar y al menos un gen marcador de seleccion. La region flanqueadora se
refiere en esta memoria a regiones adyacentes corriente arriba y abajo de la region génica a eliminar que no se
eliminan. El gen marcador de seleccion es un gen que codifica cualquier propiedad seleccionable, tal como enzima,
que se refiere a la formacién de un metabolito especifico o resistencia a antibidticos.

La insercion que se prepara puede ser o bien un plasmido o preferiblemente un ADN lineal, en cuyo caso el gen
marcador de seleccion se encuentra entre las regiones flanqueadoras. B. subtilis se transforma entonces con esta
insercion, es decir, "casete de intercambio”, cuyos extremos son homaologos con las regiones flanqueadoras del gen
que se elimina. Como resultado de dos entrecruzamientos simultaneos entre regiones homologas, la insercion se
integra en el cromosoma de la bacteria en el lugar del gen sigG eliminado. Una supresion realizada usando dicha
recombinacion doble de homoélogos se describe en la patente de EE.UU. 4.963.487, por ejemplo. EI gen marcador
de seleccion reemplaza asi la region génica sigG eliminada. Los transformantes deseados, a partir de los que se
elimina el gen sigG, pueden entonces cribarse sometiendo a las bacterias a la presién de selecciéon determinada por
el gen marcador de seleccion. Las bacterias no esporulantes de la invencién son estables y no pueden recuperar su
capacidad de esporulacion incluso si el gen marcador de seleccion insertado se eliminé del cromosoma.

La supresion del gen sigG descrita anteriormente se presenta en mas detalle en la Figura 1 que se explicara ahora
en mayor detalle. Tres productos de ADN, AB, CD y EF se preparan por una reaccion PCR usando cebadores A y B,
Cy Dy E yF, respectivamente. Los productos AB y EF se preparan a partir del ADN cromosémico de la bacteria B.
subtilis y el producto CD a partir de un plasmido adecuado, por ejemplo. AB comprende la region flanqueadora (final
de spollGA y sigE) corriente arriba del gen sigG y EF comprende la region flanqueadora (principio de yimA) corriente
abajo del gen sigG. El producto CD comprende el gen marcador de seleccion que en este caso es un gen de
resistencia al cloranfenicol (cat) obtenible, por ejemplo, a partir del plasmido pHV14 (Ehrlich, 1978) o pC194
(Horinouchi y Weisblum, 1982). Los cebadores usados en PCR son tales que los productos PCR obtenidos AB, CD y
EF pueden ligarse por medio de secuencias complementarias parcialmente solapadas. Los cebadores By C y los
cebadores D y E, respectivamente, son asi parcialmente complementarios. Tres productos PCR pueden ligarse en
dos etapas. Segun la Figura 1, primero AB+CD y CD+EF se ligan, después de lo cual los productos PCR obtenidos
AD y CF se ligan utilizando las regiones homologas que tienen la longitud de producto CD para obtener la insercion
AF deseada, que contiene asi (en orden 5' — 3') la regién flanqueadora del gen sigG (sigE, por ejemplo), el gen de
resistencia al cloranfenicol (caf) y la segunda region flanqueadora (principio de yImA) del gen sigG. Una insercion
correspondiente puede construirse de forma alternativa preparando primero AD, por ejemplo, y ligandolo con el
producto EF, o preparando primero CF y ligandolo con el producto AB. Las bacterias B. subtilis se transforman
entonces con la insercion AF obtenida y los transformantes deseados se criban en presencia de cloranfenicol.

Los cebadores descritos anteriormente pueden disefiarse ademas de manera que la regidon de solapamiento
corriente arriba del gen marcador de seleccién es homologa con la region de solapamiento corriente abajo del gen
marcador de seleccion. Esto permite la supresion del gen cat insertado después de la region de supresion. La
supresion del gen cat puede tener lugar de tal manera que los productos AB y EF se ligan a través de una reaccion
PCR usando la regién de solapamiento para producir producto ABEF que se usa entonces para transformar el
transformante SigG’, Cat’ anterior para eliminar el gen cat del transformante. Dichas regiones de solapamiento
homologas permiten también la supresion del gen cat con recombinacion homdéloga por medio de una regiéon de
solapamiento de repeticion en la secuencia.

En el disefio de los cebadores usados en la técnica SOE, se siguen reglas generales, de las que Sambrook y
Russell (2001), por ejemplo, han hecho un compendio. Debe notarse especialmente que para unir fragmentos de
ADN, las regiones de solapamiento serian al menos de 20 a 25 nucledtidos de largo para permitir el uso de
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temperaturas de hibridaciéon suficientemente altas en PCR para asegurar la especificidad (McPherson y Mgller,
2000). Regiones de solapamiento mas cortas de aproximadamente 15 nucleétidos, pueden usarse si un ADN menos
complejo, tal como un plasmido, se usa como el iniciador en vez de un ADN cromosémico. Cuando se usan
cebadores sintéticos, su longitud maxima podria ser aproximadamente 100 nucledtidos segun la presente técnica.
Los fragmentos de ADN que se han desnaturalizado para ser de cadena sencilla y se han hecho con PCR o se han
empalmado con enzimas de restriccion o mecanicamente a partir de un ADN macromolecular, pueden usarse
también como cebadores, en cuyo caso la longitud maxima de los cebadores no puede definirse exactamente,
aunque pueden ser incluso de varias decenas de miles de nucleédtidos. El éxito de la unién de los fragmentos de
ADN usados en la supresion también depende de la pureza de los productos PCR. Cuando un gen o una parte de él
se va a eliminar, es importante que la reaccién PCR del producto SOE final no tenga mas el iniciador usado en el
principio, en el que el gen completo esta intacto.

En B. subtilis, la recombinacién entre el cromosoma y la region de ADN homadloga en el plasmido es eficiente. Se ha
sugerido que 150 pares de bases de ADN homdlogo en un plasmido que no replica en B. subtilis es suficiente para
la integracion (Ferrari y Hoch, 1989). Khasanov et al. (1992) usé un plasmido con un replicon sensible al calor y
mostré que 70 nucleodtidos fueron suficientes para una integracion que se da usando recombinacién de homdlogos.
Los plasmidos mencionados anteriormente se integraron con el cromosoma a través de un contrario de
entrecruzamiento a un ADN lineal, cuya integracion necesita que la recombinacion de homodlogos se dé
simultaneamente en dos sitios. Cuando se transforma con ADN producido por una técnica SOE lineal, las regiones
homologas no serian mayores que 70 a 150 nucledtidos de manera que es posible detectar la integracion del
fragmento SOE al cromosoma con los métodos de transformacién de la técnica anterior. Una region homadloga con
las regiones flanqueadoras del gen a eliminar de la insercién de ADN lineal comprende al menos varios cientos de
pares de bases o incluso al menos un millar de pares de bases.

La longitud maxima de la regiéon homologa se determina principalmente en base a las propiedades de la ADN
polimerasa usada en PCR. Las enzimas de PCR presentes son capaces de amplificar fragmentos de ADN de varias
decenas de pares de kilobases, aunque al mismo tiempo la probabilidad de mutaciones en los fragmentos de ADN
creados aumenta. Una longitud maxima practica de la region homdloga es, sin embargo, presumiblemente
aproximadamente 5 kilobases (kb). Se recomienda especialmente que la regién flanqueadora corriente arriba de la
region eliminada de la insercion de ADN, el gen marcador de seleccion y la region flanqueadora corriente abajo de la
region eliminada tengan todas esencialmente la misma longitud. Lo mas preferiblemente, la longitud de la region
homologa es aproximadamente 1 kb y la longitud de la insercion lineal entera es aproximadamente 3 kb.

La supresion del gen puede hacerse ademas usando una recombinacién de homadlogos de dos etapas. El método se
describe con Lactococcus lactis (Biswas et al., 1993), y el gen spollAC de B. licheniformis se elimina con el mismo
método (documento WO97/03185). Ambos casos utilizan un plasmido, cuya replicacion es sensible al calor y que
tiene un marcador de resistencia al antibidtico. Las regiones flanqueadoras a eliminar se insertan primero
secuencialmente y en la misma direccién en un plasmido, tal como pE194, adecuado para la bacteria B. subfilis. El
plasmido se transforma a la bacteria competente a una temperatura de 32°C que permite la replicacion, y los
transformantes obtenidos se desarrollan a 45°C, por lo que solo las bacterias en que la integracién a un cromosoma
ha tenido lugar pueden crecer en un medio de cloranfenicol. Como resultado de la integracion, dos pares de
regiones homadlogas se forman en el cromosoma, entre las que una segunda recombinacién puede tener lugar
cuando los transformantes se desarrollan sin cloranfenicol a 32°C. Una recombinacién entre uno de los pares
homologos lleva tanto a la separacion del plasmido como a la supresion de la regidn entre las regiones homdlogas
en el plasmido en el cromosoma. La longitud de las regiones homologas usadas puede ser 70 a 2.500 pares de
bases. En la manera descrita, es posible realizar varias supresiones sucesivas de la misma cepa, porque nada extra,
tal como un marcador de seleccion de antibiético, permanece en el cromosoma.

Ademas, la supresion deseada puede realizarse usando las dos regiones homologas en el plasmido. La estructura
de supresion, que comprende las regiones flanqueadoras en ambos lados de la supresion y el marcador de
seleccion entre ellas, puede insertarse entonces en un plasmido que no replica en la bacteria B. subtilis (por
ejemplo, pJH101) o cuya replicacion depende de la temperatura (pE194). El plasmido obtenido se transforma a la
bacteria competente y se criban los transformantes resistentes. Estos métodos normalmente necesitan el uso de dos
marcadores de seleccion para distinguir los transformantes en que ha tenido lugar la recombinacién a través de solo
una region homaologa y no de ambas.

La bacteria B. subtilis no esporulante, a partir de la que el gen sigG se ha eliminado esencialmente, es adecuada
para una cepa de produccion de varios productos preparados biolégicamente. Un producto preparado
bioldgicamente se refiere a un compuesto que un organismo puede producir. Normalmente, es un compuesto
bioldgicamente activo. Preferiblemente, este producto se secreta de forma extracelular por la célula. El producto
puede ser o bien un producto natural de una bacteria o un producto formado como resultado de ingenieria genética.

Los productos preparados pueden ser polipéptidos, por ejemplo, que se prevén para uso médico, tal como (-
lactamasas basadas en bacteria, sustancias transmisoras mamarias, tales como hormonas peptidicas e interferonas.
Una bacteria no esporulante también es adecuada como el huésped de produccion de enzimas significativas
industrialmente, tales como proteasas, amilasas, pululanasas, xilanasas, B-lactamasas, xilosa isomerasas y
betaglucanasas.
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Segun una realizacion, el ADN que codifica un polipéptido deseado, tal como B-lactamasa, se inserta en la cepa B.
subtilis no esporulante, el ADN se expresa en la célula y el polipéptido recombinante obtenido se recupera de la
célula o el medio de cultivo. La introduccién del ADN necesario para la expresion del polipéptido o metabolito
deseado puede realizarse con una técnica que es, por ejemplo, la transformacién usando competencia natural o
electroporacién, o con cualquier técnica adecuada para la bacteria B. subtilis.

Ejemplo
Cepas bacterianas y plasmidos

Las propiedades de las cepas bacterianas y plasmidos usados en el ejemplo se enumeran en la Tabla 1. La
secuencia del gen sigG de B. subtilis 168 del organismo huésped y sus regiones flanqueadoras se obtuvo a partir de
un banco de datos (base de datos Micado, http://locus/jouy.inra.fr). La regién que codifica el gen cat se origina a
partir del plasmido pSJ2739E y es la misma que la del plasmido pC194 de la bacteria Staphylococcus aureus (nim.
de acceso GenBank VO1277). El vector de produccion pRSH10 es un plasmido que codifica la B-lactamasa pen P
de Bacillus licheniformis. En dicho plasmido, pen P se inserta en los sitios de clonacion Hindlll del vector de
secrecion pKTH141 (Lundstrom, 1985). El promotor a-amilasa del vector y el fragmento que codifica la secuencia de
sefalizacion se deriva de la bacteria Bacillus amyloliquefaciens.

Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos

cePA | SESIONDE PROPIEDADES R o | PLASMIDO | SELECCION
168 cepa salvaje de B. subtilis 168°

RS303 SigG no esporulante cat Cm

RS310 SigG no esporulante cat pRSH10 Cm, Km
RS201 cepa salvaje de B. subtilis 168° pRSH10 Km

¥ Ref. Kunst, F. et al., 1997

Condiciones de cultivo

Las cepas bacterianas se desarrollaron en medio Luria Broth (LB) (Harwood y Cutting, 1991), 5 g/l de extracto de
levadura (Difco), 10 g/l de triptona (Oxoid) y 10g/l de NaCl (Merck), en un cultivo con agitacion, +37°C, 250 rpm.
Cuando se monitoriz6 la produccién de proteina, las células se desarrollaron en un medio LB concentrado (10 g/l de
extracto de levadura, 20 g/l de tripona y 10 g/l de NaCl). Se usaron cloranfenicol (Cm) 5 ug/ml y kanamicina (Km) 10
pg/ml para la seleccién en el cultivo bacteriano.

Técnicas de ADN

Las técnicas de ADN se usaron con métodos convencionales (Sambrook et al., 1989). El ADN cromosomico se aislo
segun las instrucciones de Marmur (1961). El plasmido de ADN se aislé de las células bacterianas en una columna
de intercambio i6nico (equipo QIAGEN Plasmid Midi) segun las instrucciones del fabricante (Qiagen Plasmid
Purification Handbook Julio/1999). Partiendo de las instrucciones, se afiadié un tratamiento de lisozima al protocolo
para degradar la capa de peptidoglucano, y en el tratamiento se afiadid6 1 mg/ml de lisozima a tampén P1 y las
células se incubaron en el tampén a +37°C durante 30 minutos. El plasmido purificado se disolvié en 30 a 100 ul de
agua esterilizada. El contenido de ADN de los preparados de plasmido fue de 50 a 500 ng/l.

Ensayos de esporulacion

El efecto de la supresion de sigG en la esporulacion se ensay6 desarrollando células bacterianas en un medio de
esporulacion y tratando térmicamente (+85°C, 10 min) las células (Harwood y Cutting, 1991). El tratamiento usado
mata las células vegetativas, pero no es suficiente para matar las esporas. El nUmero de colonias desarrollandose
después del tratamiento indica la cantidad de esporas.

Las células bacterianas de la etapa logaritmica se inocularon 1:100 a un medio de esporulacién (medio de
esporulacion de Schaeffer, SS: 8 g de caldo de cultivo, 1 g de KCI, 0,12 g de MgSO.x7 H-.0, 0,5 ml de NaOH 1M, 1
ml de Ca(NO3)2 x4 H20, 1 ml de MnCl; 0,01 Mx4 H>O, 1 ml de FeSO4 0,0001 Mx7 H,O) y se desarroll6 durante 24
horas S+37°C, 250 rpm). Para calcular la densidad celular en el cultivo bacteriano, se hicieron diluciones en serie (10
Ta 10" ) en un tampon de dilucion (5 ml de tampoén K-fosfato 0,1 M, pH 7,4, 2,5 ml de disoluciéon de KCI 1M, 5 ml de
disolucién de MgSO,4 10 mM, 37,5 ml de agua esterilizada), y las diluciones 10°a 10 se pusieron en placas sobre
placas LB (100 pl/placa). Las placas se incubaron toda la noche a +37°C en una cabina de temperatura, se calculd
el nimero de colonias y se dieron por milimetro.

Para determinar la cantidad de esporas, las células se trataron térmicamente. Las células se calentaron durante 10
minutos a +85°C en un bafio de temperatura controlada. Después del tratamiento térmico, las células se pusieron en
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placas sobre placas LB. Las placas se incubaron durante 17 horas a +37°C. Se calculé el nimero de colonias
desarrolladas en las placas (por ml). En los ensayos de esporulacion, la cepa salvaje 168 se usé como la cepa de
control y se traté de la misma manera que las cepas ensayadas.

Preparacion de la supresion del gen sigG

La supresion del gen sigG se realizd transformando la cepa salvaje B. subtilis 168 con un fragmento de ADN
recombinante lineal construido usando PCR y la técnica SOE (Horton et al., 1989, y documento US 5.023.171). Un
diagrama de flujo de la supresion realizada se muestra en la Figura 1. Los cebadores de las reacciones PCR se
disefiaron de tal manera que los productos PCR podrian unirse mediante una segunda reaccion PCR usando una
secuencia complementaria. La Tabla 2 enumera los cebadores usados en las reacciones PCR. En la tabla, las
regiones mutuamente complementarias en los cebadores se marcan en negrita y se subrayan. La region
complementaria usada en los cebadores es una region de 20 nucledtidos que comienza en el nucleétido 19 del gen
sigG. El cebador B codifica esta region desde el codon de comienzo del gen sigG. Los cebadores By Dy Cy E,
respectivamente, son parcialmente homologos.

Tabla 2. Cebadores usados en las reacciones SOE

5'CCGGAATTCGCTGTCGGCAGATGGAGAGS' (Sec. ID num. 1)
5'GTATCCACCCCGCAGATTTCGACTTTATTTCTCGACACS' (Sec. ID nim. 2)
5'GAAATCTGCGGGGTGGATACCCGGCAATAGTTACCCTTZ' (Sec. ID num. 3)
5'GTATCCACCCCGCAGATTTCCCTTCTTCAACTAACGGGS' (Sec. ID num. 4)
5'GAAATCTGCGGGGTGGATACCTCAAGCGCAGGTGTCCAS' (Sec. ID num. 5)
5'CCGGAATTCGCACCCCTAGGATGAATCTS3' (Sec. ID num. 6)

Mmoo w >

En la mezcla de reaccion PCR (100 pl), se usaron 20 a 50 ng de ADN como el iniciador, 30 pmoles de cada cebador,
0,2 mM de dNTP (Boehringer Mannheim GmbH, Alemania), 0,5 pl de enzima Expand (Boehringer Mannheim GmbH,
Alemania) y 10 pl de 10xtampoén Expand. Se pipetearon 50 pl de aceite mineral en la mezcla de reaccion y las
reacciones se hicieron usando el Controlador Térmico Programable PTC-100 (MJ Research, Inc.). Las reacciones
PCR se hicieron con el siguiente programa basico que consistia en una etapa de desnaturalizacion (94°C, 4 min) y
dos ciclos posteriores (94°C, 1 min; 50°C, 45 s; 72°C, 4 min) y 25 ciclos (94°C, 1 min; 70°C, 45 s; 72°C, 4 min),
seguido por una incubacion de 10 minutos a 72°C. Las temperaturas de hibridacién de los cebadores se optimizaron
para ajustarse a cada reaccion. Los productos finales de las reacciones PCR se purificaron a partir de la mezcla de
reaccion (equipo de purificacion por PCR Qiagen Giaquick, Qiagen GmbH, Alemania) segun las instrucciones del
fabricante (QIAquick Spin Handbook/Abril 2000) y se eluyeron en agua (50 pl). La concentracion final de ADN del
producto purificado fue 30 a 50 ng/pl. Los productos finales de la reaccién PCR se analizaron con electroforesis en
gel de agarosa al 1%.

En la preparacion de la supresion del gen sigG, la primera etapa fue preparar los productos PCR AB (1047
nucledtidos, nt) y EF (1069 nt) que codifican las regiones flanqueadoras de sigG con cebadores Ay By E y F,
respectivamente. Se usaron 20 ng de ADN cromosomico purificado de la cepa salvaje 168 como un iniciador en las
reacciones PCR. La regién CD de 1054 nucledtidos de larga que codifica el gen cat se amplificd usando cebadores
C y D. Se usaron 50 ng del plasmido purificado pSJ2739E a la que se insert6 el gen cat a partir de pHV14 como un
iniciador en la reaccion PCR. El producto PCR amplificado a partir de pSJ2793E usado en esta invencién contiene la
misma region del gen cat y sus alrededores como se describe en la secuencia V01277 (GenBank), empezando
desde el nucledétido 973 y terminando en el nucledtido 1985. Los productos AB y CD se amplificaron con el programa
basico. En el caso de reaccion EF, la temperatura de hibridacion del programa basico se disminuy6 a 45°C.

En las siguientes etapas, los productos PCR de 2,1 kilobases de largo AD (2081 nt) y CF (2103 nt) se prepararon
con dos reacciones diferentes. Los productos PCR purificados a partir de la mezcla de reaccién sirvieron como un
iniciador en las reacciones SOE. Los productos PCR AB y CD se ligaron usando una region complementaria de 20
nt de largo. La mezcla de reaccién contenia aproximadamente 30 ng de ambos productos finales y la reacciéon PCR
se realizd con cebadores A y D segun el programa basico. En la segunda reaccion SOE, CD y EF se ligaron usando
una region complementaria al producto CF. En esta mezcla de reaccién, aproximadamente 30 ng de ambos
productos CD y EF se usaron como iniciadores y la concentracion de cebadores C y F fueron 30 pmoles cada uno.
En esta reaccion, se realizaron 25 ciclos del programa basico en diferentes condiciones (94°C, 1 min; 76°C, 45 s;
72°C, 4 min).

El ADN recombinante AF (3130 nt) se prepard a partir de productos finales AD y CF que se unieron utilizando la
region que codifica el gen cat y que tiene la misma longitud que el producto CD. La region de 1 kilobase de longitud
es complementaria en los productos AD y CF. Para la reaccion PCR, se prepard una mezcla de reaccion que
contenia aproximadamente 100 ng de productos finales AD y CF purificados a partir de la mezcla de reaccion de las
reacciones PCR descritas anteriormente, y 30 pmoles de cebadores A y F. El producto AF se amplificd con el
programa basico.
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La supresion del gen sigG se prepard transformando las células competentes de la cepa salvaje usando el ADN
recombinante lineal AF. La preparacion de las células competentes (Gryzan ef al., 1978) se comenz6 suspendiendo
células B. subtilis 168 de un placa en 600 pl de medio GMI (medio minimo modificado: 0,5 ml de glucosa al 20%, 0,1
ml de acidos casamino al 10%, 0,12 ml de extracto de levadura al 10%, 2,0 ml de 500 pg/ml de triptona, 0,03 ml de
MgCl> 1 M, 17,25 ml de SMS (Sales Minimas de Spizizen)), que se us6 para inocular 10 ml de medio GMI de tal
manera que la densidad optica (fotometro Klett-Summerson) fue aproximadamente 30. Las células se incubaron en
un cultivo con agitacién a una fase estacionaria temprana (37°C, 250 rpm). El cultivo se transfirio a 100 ml de medio
minimo GMII (medio minimo modificado: 0,5 ml de glucosa al 20%, 0,1 ml de acidos casamino al 10%, 0,12 ml de
extracto de levadura al 10%, 1,875 ml de Ca(NOs); 200 mM, 143,1 ml de SMS) y se desarrollé6 en las mismas
condiciones durante 90 minutos. Las células se centrifugaron (7000xg, 5 min) y se suspendieron en 7 ml de
sobrenadante.

Las células competentes de la cepa salvaje B. subtilis se transformaron usando el producto PCR lineal AF. Se
usaron 10 pl (ADN>2 pg) del producto de la reaccion PCR en la transformacién. En la transformacion, se afadieron
10 pl de ADN recombinante AF y 0,05 pg/ml de cloranfenicol para inducir el gen cat a 500 pl de disolucion de
transformacion (Gryczan et al., 1978). Las células se incubaron a +37°C, 30 min (180 rpm) y las células se colocaron
en placas en placas LB que comprenden 5 pg/ml de cloranfenicol para la seleccion. La transformacién produjo tres
colonias de transformacion. La cepa no esporulante con sigG eliminada se ha llamado RS303.

Chequeo de la construccion de supresion del gen SigG por secuenciacion

La estabilidad de la regién de supresion se asegurd por secuenciacion de ADN cromosémico de la bacteria en la
region de supresion y sus regiones flanqueadoras. Los productos PCR se prepararon a partir del ADN cromosomico
y se secuenciaron. Los cebadores secos por congelacion (Amersham Pharmacia Biotech) se disolvieron en 100 pl
de agua, y una disolucién 3 pM (3 pmoles/ul) se prepard a partir de los cebadores para las reacciones PCR. Se
prepard una disolucion 5 uM (5 pmoles/pl) a partir de los cebadores para la secuenciacion.

Asegurar la estabilidad de las regiones de supresion de cepas no esporulantes RS303 y RS310

Los cebadores usados para los productos PCR necesarios para la secuenciacion de la region de supresion a partir
del ADN cromosomico de las cepas RS303 y RS310 se muestran posteriormente. La posicion de los cebadores en
la secuencia se muestra en la Figura 2.

SQ1-F 5TGCGTTAAACCGGATCACGT3'
SQ2-R 5TGCACTGCACTCAGACCGAZ'
SQ3-F 5' GTAGCGGATATGATGGGGAZ'
SQ4-R 5'CCTGCTGTAATAATGGGTAGAS'
SQ5-F 5CATGGACTTCATTTACTGGG3
SQ6-F 5' GGTATCCTAGTTCGTACAAAG3'
SQ7-R 5'GGAGTCCGATGTACTCCGC3'

La estabilidad de la region de supresion sigG de las cepas no esporulantes RS303 y RS310 se asegurd
secuenciando tres productos PCR amplificados usando cebadores SQ1-F a SQ7-R: SRS12, SRS34 y SRS567. La
siguiente tabla muestra el tamafio de los productos PCR y los cebadores usados para secuenciar las reacciones
PCR.

Producto secuenciado Tamafio (pb) Cebadores Secuenciado con cebador
SRS12 1024 SQ1-F/SQ2-R SQ1-F/SQ2-R

SRS34 1070 SQ3-F/SQ4-R SQ3-F/SQ4-R

SRS567 1450 SQ5-F/SQ7-R SQ5-F/SQ6-F/SQ7-R

Los productos PCR se analizaron con electroforesis en gel de agarosa (1% en gel). El producto SRS 12 se puirifico a
partir de la mezcla de reaccion (equipo de purificacion de PCR Qiagen Giaquick, Qiagen GmbH, Alemania) segun
las instrucciones del fabricante (QIAquick Spin Handbook/Abril 2000) y se eluyé en agua (50 pl). Los productos
SRS34 y SRS567 se aislaron del gel de agarosa debido a las impurezas en el producto. La purificacion a partir del
gel se realizd6 con una columna comercial (equipo de extraccidon en gel Qiagen) segun las instrucciones del
fabricante (QIAquick Spin Handbook/Abril 2000) y los productos se eluyeron en agua (50 pl). La concentracion final
de ADN del producto purificado fue 30 a 50 ng/pl.
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La secuencia de nucleétidos de la region de supresion de las cepas no esporulantes RS303 y RS310 es Sec. ID
Num. 9. La Figura 2 muestra ademas la secuencia de la cepa B. subtilis no esporulante en la region del gen sigG. La
region eliminada del cromosoma corresponde a la regién 1605063-1605739 (base de datos Micado,
http://locus/jouy.inra.fr) en la secuencia de la cepa salvaje 168. De los 780 nucledtidos de la region que codifica el
gen sigG, 677 nucleotidos se han eliminado por supresion. La regidon que contiene el gen cat (resaltada en gris)
insertada en el sitio de supresion corresponde a los nucleétidos 973 a 1985 en la secuencia del plasmido pC194
(num. acc. de Genbank V01277). El fragmento SOE hecho para realizar la supresion contenia una secuencia de
repeticion de 21 pares de bases de larga (en negrita) en las regiones flanqueadoras de la regién cat. La region
secuenciada comienza a partir del nucleétido 1603961 (|) y el ultimo nucledtido secuenciado es 1606851 (7). Los
cebadores SQ1 a SQ7 se usaron para secuenciar la cepa RS303. Estos cebadores se usaron para preparar los
productos PCR que se secuenciaron con los mismos cebadores. La secuencia que corresponde a (cebadores F) o
complementaria con (cebadores R) los cebadores usados en la amplificacion de productos PCR se subraya. Los
cebadores A a F usados en las reacciones SOE se marcan con una linea discontinua por encima de la linea. Los
codones de comienzo de los genes sigG y cat se escriben en cursiva, el codén final del gen sigG se indica con
(*FIN) y el codon final del gen cat con (*). Los nucledtidos individuales que difieren de las secuencias del banco
génico estan doblemente subrayados. Después de la supresion, los 38 primeros nucledtidos y los 65 ultimos
nucledtidos permanecen en el gen sigG. Después del gen cat insertado, una region de solapamiento de 21
nucleédtidos de larga se repite de manera que tiene la misma secuencia que en el principio del gen sigG.

Las diferencias con la secuencia publicada de B. subtilis (Kunst et al., 1997) se encontraron en la secuenciacion. Se
obtuvieron las mismas diferencias de secuencia, cuando las regiones flanqueadoras del gen sigG del cromosoma de
la cepa salvaje 168 se secuenciaron. Las diferencias en la secuencia se marcan en la secuencia en la region de
supresion en la Figura 2. Las regiones homologas usadas en la integracion fueron, sin embargo, idénticas con la
secuencia que resulta de la cepa salvaje B. subtilis 168.

Efecto de la supresion del gen sigG en la esporulacion

El efecto de la supresién de sigG en la esporulacion se ensayo desarrollando la cepa B. subtilis con sigG eliminada
RS303 en un medio de esporulacion y tratando térmicamente las células vegetativas a +85°C. La estabilidad de la
supresion se monitorizd desarrollando RS303 bajo presion de seleccion (cloranfenicol 5 ug/ml de cultivo SS) y sin
seleccion. Después del tratamiento térmico, las células se pusieron en placas en placas LB. La cepa salvaje 168 se
us6 como la cepa de control y se traté de una manera correspondiente. El cultivo de cepa salvaje 168 tuvo 2,1x10®
esporas por mililitro. RS303 no produjo ninguna espora (Tabla 3). No se produjeron esporas cuando se desarrollaron
células RS303 sin seleccion en cultivo SS. Se puede concluir a partir de esto que la supresion del gen sigG evita la
esporulacion de la bacteria y que la supresion de sigG es estable.

Tabla 3. Efecto del gen sigG en la esporulacion

B. subtilis 168 RS303 RS303
Medio de cultivo SS SS +Cm SS
Células/ml 3,9x10° 1x10° 8x10’
Esporas/ml 2,1x10° 0 0

Construccién del plasmido de produccion, pPRSH10, de B-lactamasa

La secrecion de una proteina extrafia al medio de cultivo se ensayd insertando el gen de B-lactamasa de la bacteria
B. licheniformis 749/C en el vector de secrecion pKTH141 (Lundstrom, 1985). En el vector, la secrecion de la
proteina extrafia se controla por el promotor a-amilasa y la secuencia de sefalizacion de B. amyloliquefaciens. Un
fragmento deseado de una regién que codifica la proteina extrafia puede insertarse en el sitio de clonacion Hindlll en
el marco de lectura correcto con la secuencia de sefalizacién, por lo cual la proteina se secreta en el medio de
cultivo. La insercion se hizo como se describe brevemente en lo siguiente: se aisl6 ADN cromosémico (Marmur,
1961) de la bacteria Bacillus licheniformis 749/C y se us6 como un iniciador en una reaccion PCR. Un producto PCR
de 817 pares de bases de largo se amplifico a partir del iniciador con cebadores PEL-141 F (Sec. ID num. 7) y PEN-
141R (Sec. ID num. 8), conteniendo el producto una regién que codifica la denominada exopenicilinasa pequefia que
corresponde a los nucledtidos 129 a 921 de la secuencia GenBank V00093 (y aminoacidos 43 a 307 de la secuencia
de Prot suiza P0O0808). La mezcla de reaccion PCR de 100 ul que contenia 10 ng de iniciador de ADN, cebador 0,3
pM, dNTP 0,2 mM, 10 yl de tampdn de enzima del fabricante, 1,5 yl de enzima Expand (3,5 U/ul, Boehringer
Mannheim). El programa PCR comprendié un calentamiento inicial de 4 min a 94°C, después 28 veces de 40 s a
94°C, 20 s a 50°C, 1 min a 72°C, y finalmente 5 min a 72°C. El producto PCR obtenido se purificé e insert6 por
medio de los sitios de restriccion Hindlll afiadidos a los cebadores en pKTH141 para obtener asi el plasmido de
produccion pRSH10. La regidon que codifica la B-lactamasa del plasmido pRSH10 se secuencio y la secuencia no
difirid de la secuencia del banco génico. B. subtilis 168 y RS303 se transformaron (Gryczan et al., 1978) con
pRSH10 para obtener cepas bacterianas RS201 y RS310, respectivamente.
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Efecto de la supresion del gen sigG en la no esporulacion y estabilidad de la supresién en la cepa de
sobreproduccion de B-lactamasa

Transformar la cepa competente, no esporulante, RS303 con el vector de produccion pRSH10 produjo la cepa de
produccion RS310. La supresion del gen sigG no afectd a la competencia de la bacteria. La esporulacion de la
nueva cepa de produccion y la estabilidad del gen sigG se monitorizaron por desarrollo de la cepa RS310 en un
medio de esporulacién sin selecciéon de cloranfenicol. El desarrollo de la esporulacion se monitorizé adicionalmente
durante varios ciclos de crecimiento inoculando de nuevo un cultivo de 24 h en el medio SS. Un ciclo de crecimiento
se refiere en esta memoria a un cultivo de 24 h que se inoculé 1:100 a un nuevo medio de esporulacion. La
esporulacion se monitorizdé durante tres ciclos de crecimiento. Las células se tomaron de los cultivos | y Il para
tratamiento térmico. Después del tratamiento térmico, las células se pusieron en placas en placas LB o placas LB
cloranfenicol.

En los cultivos, la cepa salvaje 168 produjo 2,8 x 108 esporas de promedio. La cepa de supresion RS310 no produjo
ninguna espora (Tabla 4). El hecho de que la no esporulacion permaneciese en la cepa RS310 cuando las células
se desarrollaron en medio SS sin seleccion de cloranfenicol se considerd un indicador de estabilidad. El nimero de
células vegetativas en las placas LB selectivas (cloranfenicol 5 ug/ml) permanecié ademas igual que el de las células
en las placas LB. El ensayo mostré que la construccion de la supresion y la insercion del gen cat son estables.

Tabla 4. Efecto de la supresion del gen sigG en la esporulacion y estabilidad de la supresion en la cepa de
produccién RS310

RS310 B. subtilis 168
Células vegetativas/ml Esporas/ml Células/ml Esporas/ml
Cultivo LB LB+Cm LB LB LB
| 1,4x10° 1,1x10® 0 6x10° 3,3x10°
Il 2,7x10° 1,6x10° 0 5,9x10° 4,5x10°
1] 2,0x10° 6,0x10" 0 2,3x10° 7,1x107

La Tabla 5 muestra el numero de células vegetativas y células esporulantes en un segundo cultivo, en que la
esporulacion de la cepa RS310 se monitorizé. Esta vez, el nUmero de células vegetativas se determind en cultivos
RS310 en placas que tenian un menor contenido de cloranfenicol. Reduciendo la cantidad de cloranfenicol en el
medio, la presion de seleccion se redujo, ya que con mayor concentracion de cloranfenicol en las placas, el
crecimiento de la bacteria fue muy lento. Las colonias permanecieron pequefias y todas las células vegetativas
posiblemente no se revelaron. De esta manera para obtener un resultado mas comparable, la seleccion se redujo en
las placas a 1 pg/ml de cloranfenicol. EI nimero de células vegetativas en las placas de cloranfenicol permanecio
ahora igual que en las placas LB. La cepa salvaje 168 usada como la cepa de control produjo 3,5 x 108 esporas/ml
de promedio. RS310 no esporuld en los cultivos. Asi, estos resultados muestran bien, también, el efecto de la
supresion del gen sigG. La cepa de produccion es completamente no esporulante y muy estable.

Tabla 5. Efecto de la supresion del gen sigG en la esporulacion y estabilidad de la supresion en la cepa de
produccién RS310

RS310 B. subtilis 168
Células vegetativas/ml Esporas/ml Células/ml Esporas/ml
Cultivo LB LB+CI LB LB LB
| 1,3x10° 1,3x10° 0 4x10° 3,6 x 10°
Il 1,6 x 10° 1,6 x 10° 0 4,7 x10° 45x10°
1] 3,8x10° 5,6 x 10° 0 45x10° 2,4x10°

Produccién de B-lactamasa de cepa no esporulante

La produccion de B-lactamasa (BLP) de la nueva cepa bacteriana no esporulante, RS310, se comparé con el nivel
de produccion de B-lactamasa en la cepa salvaje 168 que se transformé con el plasmido de produccion pRSH10, es
decir, en la cepa RS201. La produccion de B-lactamasa se monitorizé en un cultivo con agitacion de 100 ml. La
actividad B-lactamasa de la disolucion de cultivo se midi6 por espectrometria segun el método desarrollado por
O'Callaghan et al. (1972) usando un sustrato cromogeénico, nitrocefina. El cambio en la absorbancia a 486 nm se
convirtio en la unidad de actividad BU: 1 ymol degradado de bencilpenicilina por hora, 30°C, usando un coeficiente
determinado experimentalmente 26,3. Las unidades de actividad, a su vez, se convirtieron en unidades de ug de -
lactamasa/ml usando la actividad especifica de (-lactamasa de 340 BU/ug de proteina (Simons et al., 1978). Un
medio LB concentrado con kanamicina 10 pug/ml como la seleccién se usé como el medio de cultivo. Se inocularon
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0,1 ml de células en etapa logaritmica en 100 ml de disolucion de cultivo y las células se desarrollaron en una botella
con agitacion de 2 | (+37°, 250 rpm). El crecimiento se monitorizé durante 25 horas midiendo la opacidad (ODeoonm)-
Los resultados se muestran en la Figura 3. Las cepas bacterianas RS310 y RS201 tenian una tasa de crecimiento
similar a la etapa de crecimiento logaritmico y el mayor valor ODgoonm S€ alcanzo a las 11 horas. Las disoluciones de
cultivo para ambas cepas tuvieron entonces aproximadamente 250 ug/ml de B-lactamasa. Después de 11 horas, la
densidad bacteriana empez6 a disminuir y al final del cultivo el valor ODgoonm de la cepa RS310 fue 7,6 y el de la
cepa RS201 8,1. Sin embargo, la cantidad de B-lactamasa en la disolucidon de cultivo aumenté y fue al final del
cultivo de 430 pg/ml para la nueva cepa de produccion no esporulante RS310 y para la cepa RS201 380 pg/ml.
Ademas, el efecto de la supresion del gen sigG en el perfil de las proteinas secretadas en el caldo de cultivo se
examind por medio de una marcha en gel SDS-PAGE, y no se detect6 diferencia en los geles coloreados de azul
Coomassie (15% de acrilamida) entre la cepa no esporulante y la cepa salvaje. En base a los resultados obtenidos,
la supresion del gen sigG no parece molestar al crecimiento bacteriano o la produccion de proteinas secretadas.
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<400> 1
ccggaattcg ctgtcggeag atggagag 28
<210> 2
<211> 38
<212> ADN
<213> Bacillus subtilis
<400> 2
glatccacoo cgoagattic gaciiatll clogacac
<210> 3
<211> 38
<212> ADN
<213> Bacillus subtilis
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<212> ADN

<213> Secuencia artificial
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<223> combinacion de fragmentos de B. subtilis
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cgattatgac
caaagctgtc
aggctgtcaa
cgtgacattt
gtataagctg
tgaagccctg
aaacggcgat
tatcgccegt
catcggtcta
ctatgcctec
ccgttcagag
gctttctgat
cgataaaaag
ggagctgcgg
gatggggatt
aaaagagttc
gatttcctga
. agatacttaa
tcgaaatctg
aaggattttt
tggtctttta
gggatatttt

ttctaatgaa

aaaagaagaa
ggcagatgga
acacgtttca
agaagggaga
ctgatgaaac
ccgcctecat
caggcggege
aaatttgaaa
atcaaagctg
cggtgtatag
gtttcctttg
gtgctcggea
cttttgaaaa
tttgggcttg
tctcagtctt
aacaaaatgg
tttcgacagt
cgttgtacag
cggggtggat
cgctacgcete
ttcttcaact
taaaatatat

gaaagcagac

atgatttctg
gagtttgacg
taatgttcgc
ggaagatgaa
ttgggctgaa
tatctaaaga
gcgecattct
atacgggaat
ttaatacatt
aaaatgaaat
atgaaccgct
ctgacgatga
aagcgcttga
tcggtgaaga
atatttcgeg
tgtaaaaaat
ttttcggtct
cagctcctgt
acccggcaat
aaatccttta
aaagcaccca
atttatgtta

aagtaagcct
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cagataaatg
cgattattca
aaatgtccgt
aaaactgaaa
aagtgatgaa
tgaggagcag
aattgaacgc
taatatagag
taatccagaa
cctgatgtat
taatattgat
catcatcact
acagcttaat
agaaaaaacc
gcttgagaaa
tttatggtta
gagtgcagtg
agggagggaa
agttaccctt
aaaaaacaca
ttagttcaac
cagtaatatt

CCtaaattca

tttaatcggt
tccgaaaatg
tacttatcat
ttacggttga
gtctattaca
gttttgttaa
aétttgcgtc
gatttaatca
aagaaaatca
ttaagaagaa
tgggacggca
aaagacatag
gagagagaaa
caaaaggatg
agaattataa
gaaccccttg
catatttttc
aaaagtgtcg
attatcaaga
aaagaccaca
aaacgaaaat
gacttttaaa

ctttagataa

15

atcagcacaa
ctttcgggca
actcaaacgg
cgcacctctg
taggcgggag
tgaagctccc
tggtcgtata
gcatcggtac
agcttgctac
ataacaaaat
atgagctttt
aagctaacgt
agcaaatcat
tagcggatat
aaaggttgag
attttacagg
ccacccaagg
agaaataaag
taagaaagaa
ttttttaatg
tggataaagt
aaaggattga

aaatttagga

60
120
180
240
300
360
420
480
540
600
660
720
780
840
900
960

1020
1080
1140
1200
1260
1320
1380



ggcatatcaa
taatcattat
tttataccga
gacaagggtg
aggttattgg
ctctggtatt
tgatgtagag
“tgctttttct
taataatagt
ttcaatatat
aggattgttt
atatgagata
cgttagttga
aaaaagcgge
cgatgttgtt
ggtatcctag
ggaggaccac
tactga;éga
atggcgecgg
gcgagatgca
gtaaaattgg
ttgaaattgc
aaaccaggga
gccgctatga
tggccgatcc
gggaaaagct
tttatgtgac
aacagggaga
ccgettettt
gagctgagcc
cgaagctgag
ggaagcgg

atgaacttta
ttgaaccaac
aacataaaac
ataaactcaa
gataagttag
tggactcctg
aaatataatg
ctttctatta
aattaccttc
ttaccgctat
atgaactcta
atgccgactg
agaagggaaa
tatcaaacaa
ttaaaggctt
ttcgtacaaa
gatgattttg
tattcattgg
gaagacagcg
ggtgctcggc
cctegtctea
tttgagcgga
aaaagcgata
aaccctttct
ggagctgctg
gttagatacg
tcatcatgct
ggtttttgga
tgatacgcca
gataacgaat
agagactttg

ataaaattga
aaacgacttt
aagaaggata
atacagcttt
agccacttta
taaagaatga
gttcggggaa
ttccatggac
tacccattat
ctttacaggt
ttcaggagtt
tactttttac
tctgeggggt
atgaataaaa
ttctattgat
gttttatgaa
cagcttgaca
aaggtggaag
ctgttaaata
catgaatttg
gcagctcttce
gcttacgett
ggtttgttag
caaggggaaa
atactggatg
attacataca
gaagaaattt
tccggagaaa
atccatgtat
gcctgacaaa

tctcaaccct
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tttagacaat
tagtataacc
taaattttac
tagaactggt
tacaattttt
cttcaaagag
attgtttccc
ttcatttact
tacagcagga
acatcattct
gtcagatagg
agtcggcttt
ggatacctca
atattcatca
tatggatggt
aattaaaaca
atgtctcact
aaaaggaaaa
tgctttgctce
gcaaaacaga
agcaaaaatt
cgattgggtt
aggacttggg
aacaaagagc
aaccagtcac
ttgcaaacaa
tgcctgtett
taaaggaaat
tatggaatca
tatatataga

tttgacctga

16

tggaagagaa
acagaaattg
cctgcattta
tacaatagcg
gatggtgtat
ttttatgatt
aaaacaccta
gggtttaact
aaattcatta
gtttgtgatg
cctaatgact
ctaatgtcac
agcgcaggtg
ataatgaaaa
ttacgttttg
attataaaag
aaaacggaat
ttgggtgctt
atattatttt
gcttggggaa
gtatccggca
atatgaaacg
agcaattgaa
attgattgct
aggactggat
agaaaatgca
tgataaagcc
gcttactgat
ggatcggcecg
ttcatcctag
tctggatcat

aagagatatt
atattagtgt
ttttcttagt
acggagagtt
Ctaaaacatt
tatacctttc
tacctgaaaa
taaatatcaa
ataaaggtaa
gttatcatgc
ggcttttata
taacctgccc
tccagacttg
gcctttaaaa
gaaaaagtaa
gcaataaaga
gggaaatgga
tacggcctaa
ccaacatcag
aagctcagac
gattcagctt
ccaagtaagg
tatgccgatc
agagcactaa
tttattgccc
ccatctatcc
cttttattaa
caaatacttt
tttttaacaa
gggtgctttg
gccagcggag

1440
1500
1560
1620
1680
1740
1800
1860
1920
1980
2040
2100
2160
2220
2280
2340
2400
2460
2520
2580
2640
2700
2760
2820
2880
2940
3000
3060
3120
3180
3240
3248
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REIVINDICACIONES
1. Una cepa no esporulante de Bacillus subtilis, caracterizada por que comprende:

una supresion de al menos 300 nucledtidos en su gen sigG, por lo cual la supresién comprende al menos parte de
ambas regiones funcionales del gen sigG que codifican los aminoacidos 67 a 80 o 229 a 248, respectivamente, de la
proteina sigG, y que dicha cepa tiene la capacidad de producir un polipéptido recombinante.

2. La cepa B. subtilis segun la reivindicacion 1, en donde el polipéptido recombinante es beta-lactamasa.

3. La cepa B. subtilis segun la reivindicacién 1 o 2, caracterizada por que la supresion comprende al menos 600
nucledtidos del gen sigG.

4. La cepa B. subtilis segun la reivindicacion 3, caracterizada por que la supresion comprende al menos 670
nucledtidos del gen sigG.

5. La cepa B. subtilis segun la reivindicacion 4, caracterizada por que la supresion comprende el gen sigG entero.

6. Un método para la preparacion de una cepa de Bacillus subtilis no esporulante, caracterizado por que al menos
300 nucleodtidos se eliminan del gen sigG de una cepa de Bacillus subtilis, por lo que la supresion comprende al
menos parte de ambas regiones funcionales del gen sigG que codifican los aminoacidos 67 a 80 o 229 a 248,
respectivamente, de la proteina sigG, y se inserta ADN que codifica un polipéptido recombinante, por lo que dicha
cepa tiene la capacidad de producir un polipéptido recombinante.

7. El método segun la reivindicacion 6, en donde el polipéptido recombinante es beta-lactamasa.
8. El método segun la reivindicacion 6 o 7, caracterizado por que al menos 600 nucleétidos se eliminan del gen sigG.
9. El método segun la reivindicacion 8, caracterizado por que al menos 670 nucleétidos se eliminan del gen sigG.

10. El método segun cualquiera de las reivindicaciones 6 - 9, caracterizado por preparar por medio de técnica SOE
una insercion que contiene las regiones flanqueadoras de la regiéon génica a suprimir y un gen marcador de
seleccion, transformar la cepa B. subtilis a eliminar con la insercién, y después seleccionar los transformantes, en
donde la insercién se ha integrado en el cromosoma de la bacteria de tal manera que la region génica deseada se
ha eliminado.

11. El método segun la reivindicacion 10, caracterizado por preparar por medio de técnica SOE una insercion de
ADN lineal que contiene el gen marcador de seleccidon entre las regiones flanqueadoras de la region génica a
eliminar, transformar la cepa B. subtilis a eliminar con la insercién, y después cribar los transformantes, en donde la
insercion se ha integrado como resultado de una recombinacion doble de homélogos, por lo que la regiéon génica
deseada se ha eliminado.

12. El método segun la reivindicacion 11, caracterizado por que la técnica SOE usa cebadores que tienen regiones
de solapamiento de al menos aproximadamente 20 nucleétidos de largo.

13. El método segun la reivindicacion 12, caracterizado por que usa una insercion de ADN lineal que tiene antes del
gen marcador de selecciéon una region de solapamiento de al menos 20 nucleétidos de largo que se repite después
del gen marcador de seleccion.

14. El método segun la reivindicacion 12 o 13, caracterizado por que usa una insercion de ADN lineal en que la
region flanqueadora corriente arriba de la region a eliminar, el gen marcador de seleccion, y la region flanqueadora
corriente abajo de la region a eliminar son todas de esencialmente la misma longitud.

15. El método segun la reivindicacion 14, caracterizado por que usa una inserciéon de ADN lineal que tiene una
longitud de aproximadamente 3 kb.

16. El uso de la cepa no esporulante de Bacillus subtilis segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 como un
organismo de produccion para producir polipéptido recombinante.

17. El uso segun la reivindicacion 16, caracterizado por que la cepa no esporulante de Bacillus subtilis se usa para
producir beta-lactamasa.

18. Un método para la preparacion de un polipéptido recombinante, caracterizado por que el polipéptido se prepara
usando la cepa no esporulante de Bacillus subtilis segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, y se recupera el
polipéptido recombinante formado.

19. El método segun la reivindicacion 18, caracterizado por que se prepara beta-lactamasa.
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Fig. 1
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Fig. 2

i
CGATTATOGACAAAAGAAGARATGATT ICTGCAGATARATGTITAATCGGTATCAGCACAA

SQ1-F-»
16039319 -TGCCTTAAARCCGGATCACGTAR

CAAAGCTGTCGGCAGATGGAGAGT TTGACGOGATTATTCATCCOARARTGCTTTOGGGCA
AGGCTGTCARACACGTTTCATAATGTTOGCARATGTCOGTTACT TATCATACTCARRCGS
CGTGACATTTAGARGGGAGRGGRAGATGAARAAACTGRARATTACGGTTGACGCACCTCTG
GTATAAGCTGCTGATGAAACTTGGGCTCARARGTGATGAAGTCTATTACATAGGCOGGAG
TGAAGCCCTGCOGCCTCCATTATCTARAGATGAGGAGCAGGTTTTGTTAATGRAAGCTCCC
AMACGGOGATCAGGCGGCGCGCGCCATTCTAATTGAACGCAATTTGCG TCTGGTCGTATA
TATCGCCCCTAARTTTOAARAATACGGGAATTAATATAGAGGATTTAATCAGCATCGGTAC
CATCGGTCTAATCAAAGCTGT TAATACATTTARATCCAGAAAAGRAAATCARGCTTGCTAC
CTATGCCTCCCGE TGTATAGRAMTGAAATCCTGATGTAT T TAAGAAGARATAACAARAT
COGTTCAGAGGTT TCCTTTGATGAACCGCTTAATATTGATTGGEACGGCAATGAGCTTTT
GCTTTCTGATG TGCTCOGCACTGRACGATGACATCATCRCTARRGACATAGRAGTTAACGT
CGATARARRGCTTTTGRARARAG CGCTTGAACAGCTTAATGAGAGAGARMAGCARATCAT
8Q3-F-»
GGAGCTGCGGTTTCGGCTTGTOGG TGAAGAAGARARARCCCAARAGGATGTAGCGGATAT
GATGGGGATTTCTCAGTCTTATAT T TCGCOGCTTGAGAAAAGRATTATAAAARACGTTORG
AARACGAGT TCAACARAR TGO TG TAAAAAATT TTATGATTAGARCCCCTTGATTTTACAGS
GATTTCCTGATTTCGRCAGTTTTICGOTCTGAGTGCAGTGCATATTTTTCCCACCCARGG
<-5Q2-R 1605025
aigG

AGATACTTAACGTTIGTACAGCAGCTCCTGTAGGGAGGGAAARAAGTGTCGAGARATARRG

(= et > L= == —-———

TCGAAATCTOCGGGGTCGATACCCEECAATAGTTACCCTTATTAT CAAGATAASARAGRA

ARGGATTTTTCGCTACGCTCAAATCCTTTAARARAACACAAAAGRACCACATTTTTTARTG
TGGTCTTTIATTCTTCAACTARRGCACCCATTAGT TCAACAAACGAAAATTGGATAAAGT
GGGATATT T I TAAAATATATATTTATGTTACAGTAATATTGACTTTTAAAARAAGCATTGA
TTCTAATGARGAAAGCAGACARG TAAGCCTCCTARATTCACTTTAGATAARRATTTAGGA
cae
GGCATATCARATGAACTTTAATARAATTGATTTAGACAATTGGAAGAGAARRGAGATATT
TAATCATTATTTCAACCAACARACGACTTTTAGTATAACCACACAARTTGATATTAGTGT
TTTATACCGAAACATAAAACARGARGGATATAAATTTTACCCTGCATTTATTTTCTTAGT
GACAAGGGTGATAAACTCAAATACAGCTTTTAGAACTGG TTACAATAGCGACGGAGAGTT
AGGTTATTGGGATAAGTTAGAGCCACTTTATACAATTTT TGATGGTG TATCTARRACATT
CTCTGG TATTTGGACTCCTG TAAAGAATGACTTCAAAGAGTTTTATGATTTATACCTTTC
TGATGTAGAGARATATAATGG TTCGGGEARATTGTTTCCCARAACACCTATACCTGRARA
505-F->
TECTTTTTCTCT T TCTATTATTCCATGGACTTCAT TTACTGGG TTTARCTTARATATCAA

TAATAATAGTAATTACCTTCTACCCATTATTACAGCAGCGAAAATTCATTAATAAAGGTAA
<= 5Q4-R
TTCAATATATTTACCGCTATCT TTACAGG TACATCATTCTGTTTCTGATGGTTATCATGC
. .
ATATGAGATAATGCOGACTG TACTTTITACAGTCGGCTTTCTAATGTCACTARCCTGCCC
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COATGTTCTTT T ARAGGC TTTTCTATTGATTATGGATGG TTTACGTTTIGGAARAAGTAA
SQ6-F->

GG TATCCTAGT TCGTACAAAG TTTTATGAARATTARAACAATTATAARAAGGCARTAAAGA
GGAGGACCACGATGATT T TGCAGCTTGACAATGTC TCACTARAACGGARTGGGAAATGGA
TACTGARAGATATTCATTGGAAGGTGCAAGARARAGGAAARTTGGSTGCTTTACGGCCTAR
ATGGCGCOGGERAGACAGCGC TG TTAAATATGCTTTGCTCATATTATTTTCCAACATCAG
GCGAGATGCAGGTGCTCGGCCATGARTTTGGCAAMACAGAGCTTCGGGARAAGCTCAGAL
GTAARATTGGCCTOGTCTCAGCAGCT CTTCAGCAARAATTGTATCCGGCAGATTCAGCTT
TTGARATTGCTTTGAGOGGAGCTTACGCTTCOATTGGGTTATATGAAACGCCAAGTARGG
AAACCAGCCAARAAGCGATAGS TTTGTTAGAGGACT TGGGAGCARTTGAATATGCCGATC
GCCGCTATGARRCCCT T T CTCARGGGGAAARRCARAGAGCATTCATTGCTAGAGCACTAR
TeACCGATCCECAGCTGCTGATACTGGATGAACCAGTCACAGSACTGGATTTTATTGCCC
GGGARARGCTG TTAGATACGATTACATACATTGCAAACAAAGRARATCCACCATCTATCC
TTTATGTGACT CATCATGCTCAAGARATTTTGCCTGTCTTTGATARAGCCCTTTTATTAR
ARCAGGGAGAGGTTTTTGGATCCCCAGARMATAAAGGAAATCCTTACTGATCARATACTTT
CCGCTTTTTTTGATACGCCAAT CCATGTATTATGGAATCAGGATCGGCCGTTTTTAACAR
GAGCTGAGCCGATAACGAATGE CTGACAAATATATATAGATTCATCCTAGGGGTGCTTTG
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