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DESCRIPCIÓN

Bacillus subtilis no esporulante que tiene partes del gen que codifica Sigma G eliminadas

Campo de la invención

La invención se refiere a una cepa de Bacillus subtilis no esporulante, a un método para su preparación y a su uso 
como un organismo de producción. Además, la invención se refiere a un método para la preparación de un producto 5
preparado biológicamente usando una bacteria no esporulante.

Fundamento de la invención

Las bacterias del género Bacillus se usan de forma extensiva en la producción de diferentes enzimas industrialmente 
significativas. Los huéspedes de producción más significativos son B. amyloliquefaciens y B. licheniformis que se 
usan como productores de proteasas y amilasas, por ejemplo. Los procedimientos industriales generan cantidades 10
significativas de masa bacteriana que necesita desactivarse antes de su descarga en el medioambiente, 
especialmente si la bacteria es una bacteria manipulada genéticamente. La destrucción de células de producción 
esporuladas necesita un procesado más intensivo que las células asporógenas. 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 duración. Estos tratamientos aumentan invariablemente el equipo y costes de operación 15
en la producción. Esto es por lo que es deseable usar una cepa no esporulante de Bacillus. La presente invención 
proporciona una solución al problema de la esporulación que mejora significativamente el uso de B. subtilis como un 
organismo de producción.

La esporulación 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 20
espora resiste a mayor sequedad y calor que la célula madre y así asegura la supervivencia de la bacteria en 
condiciones desfavorables. En condiciones favorables, la espora se activa y la división de la célula bacteriana se 
reinicia. Las diferentes etapas de esporulación se han establecido por medio de mutaciones genéticas que afectan a 
la esporulación, y por el momento, se conocen más de 125 genes que afectan a la esporulación (Stragier y Losick, 
1996).25

La producción de proteínas usando una bacteria Bacillus incapaz de la esporulación se describe en el documento 
WO97/03185, por ejemplo, que propone la omisión de la esporulación mutando los genes de esporulación. La 
publicación describe la supresión del gen de esporulación spoIIAC de Bacillus licheniformis. La supresión se realizó 
usando una plásmido sensible a la temperatura al que se introdujo un producto PCR preparado por la técnica SOE 
(empalme por extensión de solapamiento), en cuyo producto las regiones de ambos lados del gen spollAC se 30
unieron de tal manera que el gen spoIIAC del medio se excluyó. La técnica SOE se describe en la patente de 
EE.UU. 5.023.171, por ejemplo. La estructura de supresión in vitro puede introducirse dentro de la célula bacteriana 
por medio del plásmido, y la replicación del plásmido libre puede evitarse elevando la temperatura, revelando así la 
bacteria recombinante en que está insertado el plásmido en un cromosoma. La supresión del gen deseado tiene 
lugar cuando el plásmido se separa del cromosoma de una cierta manera. En dicha publicación de patente WO, la 35
técnica descrita fue, sin embargo, incapaz de eliminar el gen spoIIAC de la bacteria B. subtilis. La recombinación en 
la etapa de separación del plásmido siempre se da de manera que el gen spoIIAC 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 mutación en el gen spoIIA, el documento EP 492.274 se refiere a una cepa 
de B. subtilis con una mutación en el gen spoIID, y los documentos US 4.450.235 y US 4.450.236 se refieren a una 40
cepa de B. subtilis con una supresión en el gen spoOA. Dichos genes se asocian con la etapa II esporulante o antes.

Uno de los genes conocidos de la siguiente etapa esporulante (III) es el gen sigG (=gen spoIIIG) 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 esporulación, y se conoce 
por controlar al menos 19 transcripciones génicas (Ishii et al., 2001). Los productos de los genes asociados con el 45
sistema de control Sigma-G mejoran la capacidad de supervivencia y re-germinación de las esporas (Haldenwang, 
1995).

Fougler y Errington (1989) han descrito una cepa B. subtilis 646 que es un mutante de sigG formado 
espontáneamente. La única cosa conocida de la mutación es que está fuera del promotor y los 30 primeros codones. 
Esta información se ha obtenido a partir de una fusión activa spoIIIG-lacZ que se insertó en un cromosoma. En el 50
caso de dichos mutantes espontáneos o provocados de forma aleatoria, la posición o acción exacta de la mutación 
no se conoce normalmente. La posibilidad de mutación inversa, es decir, la inversión de la esporulación tal como 
era, de dichas cepas, no puede controlarse y la posibilidad de varias mutaciones del supresor es además alta. Como 
la posición de la mutación no se conoce, normalmente no es posible, además, saber si se crea una proteína 
cambiada. Además, una mutación en otro gen puede suprimir, por ejemplo, el efecto de la mutación original. 55
También se han hecho intentos de desactivar el gen sigG haciendo inserciones, por ejemplo. Illing et al. (1990), por 
ejemplo, clonaron un fragmento Hindlll-Pstl de 320 pares de bases de sigG a un plásmido de integración y 
obtuvieron como resultado de la integración una cepa B. subtilis no esporulante N15 (trpC2 spoIIIG::pSGMU422). El 
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plásmido de integración, sin embargo, se separó del cromosoma sin una presión de selección con cloranfenicol, y 
posteriormente, este tipo de cepa no es adecuada como un huésped de producción.

Karmazyn-Campelli et al. (1989) han descrito la desactivación del gen sigG insertando un casete de resistencia al 
cloranfenicol de 1,5 kb (cat) entre los codones 166 y 167 (spoIIIG::cat). Esta inserción se hizo, sin embargo, de tal 
manera que el gen sigG aún permaneció, incluso aunque se cortó, en el cromosoma. Así, hay un riesgo de mutación 5
inversa. Incluso aunque una cepa inactiva por inserción cat no pueda recombinarse, la supresión puede devolver la 
actividad del gen sigG y la esporulación de la cepa de vuelta a normal.

Karmazyn-Campelli et al. (1989) ha eliminado además un fragmento del gen sigG, 70 pares de bases, entre los 
codones 18 y 42. El efecto de esta supresión (spoIIIGΔ1) en la esporulación permanece, sin embargo, confuso, 
porque durante la supresión, un fragmento extra HaeIII de 18 pares de bases apareció inesperadamente entre 10
dichos codones a partir del pUC8 usado como el vector de clonación. Este fragmento extra tenía un codón de 
parada justo al principio, así que no hay certeza de que la supresión de 70 pares de bases sea suficiente para 
finalizar la esporulación. Sin el fragmento extra, al menos un factor sigma que funciona parcialmente podría crearse 
incluso después de la supresión, especialmente ya que la supresión no incluye regiones que se cree que son 
significativas en la unión a los promotores diana. En otras palabras, no quedó claro si la desactivación del gen sigG15
se provocó por la supresión o meramente por el codón de parada extra.

Kim J.-H. et al. 2001 han descrito un mutante B. subtilis con una supresión en el gen spoIIIG. La supresión en 
cuestión fue solo de un nucleótido de largo y que se encontraba fuera de las regiones funcionales del gen 
(nucleótido 397 del gen sigG, timidina (T) eliminada). Un bloque de resistencia a la kanamicina (kana

r
) se insertó 

después del sitio de supresión. Esto produjo mutantes con una reducida capacidad de esporulación. No hay 20
información de la estabilidad de la cepa. La frecuencia de inversión de un nucleótido es, sin embargo, significativa, y 
esta clase de cepa, por lo tanto, no se recomienda como el huésped de producción de una proteína extraña.

Los estudios publicados anteriormente han examinado normalmente las diferentes etapas de esporulación 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 producción, de la que una permanente, 25
es decir no reversible, esporulación se necesita. La presente invención proporciona actualmente una cepa B. subtilis 
estable, totalmente no esporulante, adecuada como una cepa de producción. Además, la esporulación se elimina de 
tal manera que no tiene efectos desfavorables en la producción del producto deseado o sus propiedades.

Compendio de la invención

La invención se refiere a una cepa de B. subtilis no esporulante caracterizada por que comprende una supresión de 30
al menos 300 nucleótidos en su gen sigG, por el que la supresión comprende al menos parte de ambas regiones 
funcionales del gen sigG que codifican los aminoácidos 67 a 80 o 229 a 248, respectivamente, de la proteína sigG, y 
que dicha cepa tiene la capacidad de producir un polipéptido recombinante. La supresión presentada en esta 
memoria muestra sin lugar a dudas el efecto de la supresión sigG en la prevención de la esporulación. Además, en 
la supresión génica, es difícil predecir como la supresión afecta a las demás funciones del organismo o su capacidad 35
de sobrevivir como un todo. La presente invención muestra, sin embargo, que la supresión del gen sigG no afectó a 
otras funciones esenciales de la bacteria eliminada, tal como su capacidad para producir polipéptido recombinante.

La presente invención proporciona además un método para la preparación de una cepa B. subtilis no esporulante, 
caracterizado por que al menos 300 nucleótidos se eliminan del gen sigG de una cepa de Bacillus subtilis, por lo que 
la supresión comprende al menos parte de ambas regiones funcionales del gen sigG que codifican los aminoácidos 40
67 a 80 o 229 a 248, respectivamente, de la proteína sigG, y se inserta ADN que codifica un polipéptido 
recombinante, por lo que dicha cepa tiene la capacidad de producir un polipéptido recombinante. Además, la 
invención se refiere al uso de la cepa B. subtilis no esporulante presentada como un organismo de producción. La 
invención incluye además un método para la preparación de un polipéptido recombinante preparado biológicamente, 
caracterizándose el método por que el producto se prepara usando la cepa B. subtilis no esporulante de la 45
invención.

Se describen realizaciones preferidas de la invención en las reivindicaciones dependientes.

Breve descripción de las figuras

La Figura 1 es una vista esquemática de la supresión del gen sigG,

La Figura 2 muestra la secuencia de nucleótidos de la región de supresión de la cepa B. subtilis no esporulante 50
RS303,

La Figura 3 muestra el crecimiento (-----) de una cepa B. subtilis esporulante (RS201) y no esporulante (RS310) y la 
producción (--------) de β-lactamasa (BLP) en un cultivo con agitación de 100 ml.
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Descripción detallada de la invención

La B. subtilis de la invención se hace no esporulante eliminando un fragmento significativo del gen sigG, que en este 
contexto significa al menos 300 nucleótidos. El gen sigG tiene al menos dos regiones funcionales, es decir, regiones 
significativas para la actividad de la proteína, de las que una codifica un dominio que presumiblemente se une a sí 
mismo al fragmento central de la ARN polimerasa y comienza desde el aminoácido núm. 67 y termina en el 5
aminoácido núm. 80. Este dominio se define comparando la secuencia de aminoácidos del factor sigma-G de la 
bacteria B. subtilis con otras secuencias de factor sigma conocidas. Otra región funcional importante es el motivo H-
T-H (hélice-giro-hélice) que está presente en proteínas que se unen a sí mismas al ADN, también definida en base a 
la similitud y cubre los aminoácidos 229 a 248 de la proteína sigG. La región a suprimir se encuentra preferiblemente 
en la región entre los nucleótidos que codifican los aminoácidos núm. 67 y 248 de la proteína sigG. La supresión se 10
encuentra de modo que comprende al menos una parte de ambas de las dos regiones funcionales del gen sigG, 
cuyas regiones codifican los aminoácidos 67 a 80 o correspondientemente 229 a 248 de la proteína sigG. Según una 
realización, al menos 600 y especialmente al menos 670 nucleótidos se eliminan del gen sigG. Es apropiado eliminar 
los nucleótidos 39 a 715, por ejemplo. También es posible eliminar el gen sigG entero y la región promotora del gen.

El gen sigG puede eliminarse de muchas formas diferentes. Preferiblemente, una inserción se prepara primero por la 15
técnica SOE (empalme génico por extensión de solapamiento), que significa que los fragmentos de nucleótidos 
necesarios para la inserción se amplifican primero por una reacción PCR, cuyos cebadores se diseñan de tal 
manera que los fragmentos amplificados en la reacción PCR pueden ligarse a través de una segunda reacción PCR 
usando una secuencia complementaria, es decir, región de solapamiento. Una inserción apropiada contiene las 
regiones flanqueadoras del gen a eliminar y al menos un gen marcador de selección. La región flanqueadora se 20
refiere en esta memoria a regiones adyacentes corriente arriba y abajo de la región génica a eliminar que no se 
eliminan. El gen marcador de selección es un gen que codifica cualquier propiedad seleccionable, tal como enzima, 
que se refiere a la formación de un metabolito específico o resistencia a antibióticos.

La inserción que se prepara puede ser o bien un plásmido o preferiblemente un ADN lineal, en cuyo caso el gen 
marcador de selección se encuentra entre las regiones flanqueadoras. B. subtilis se transforma entonces con esta 25
inserción, es decir, "casete de intercambio", cuyos extremos son homólogos con las regiones flanqueadoras del gen 
que se elimina. Como resultado de dos entrecruzamientos simultáneos entre regiones homólogas, la inserción se 
integra en el cromosoma de la bacteria en el lugar del gen sigG eliminado. Una supresión realizada usando dicha 
recombinación doble de homólogos se describe en la patente de EE.UU. 4.963.487, por ejemplo. El gen marcador 
de selección reemplaza así la región génica sigG eliminada. Los transformantes deseados, a partir de los que se 30
elimina el gen sigG, pueden entonces cribarse sometiendo a las bacterias a la presión de selección determinada por 
el gen marcador de selección. Las bacterias no esporulantes de la invención son estables y no pueden recuperar su 
capacidad de esporulación incluso si el gen marcador de selección insertado se eliminó del cromosoma.

La supresión del gen sigG descrita anteriormente se presenta en más detalle en la Figura 1 que se explicará ahora 
en mayor detalle. Tres productos de ADN, AB, CD y EF se preparan por una reacción PCR usando cebadores A y B, 35
C y D y E y F, respectivamente. Los productos AB y EF se preparan a partir del ADN cromosómico de la bacteria B. 
subtilis y el producto CD a partir de un plásmido adecuado, por ejemplo. AB comprende la región flanqueadora (final 
de spollGA y sigE) corriente arriba del gen sigG y EF comprende la región flanqueadora (principio de ylmA) corriente 
abajo del gen sigG. El producto CD comprende el gen marcador de selección que en este caso es un gen de 
resistencia al cloranfenicol (cat) obtenible, por ejemplo, a partir del plásmido pHV14 (Ehrlich, 1978) o pC194 40
(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 B y C y los 
cebadores D y E, respectivamente, son así parcialmente complementarios. Tres productos PCR pueden ligarse en 
dos etapas. Según 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 homólogas que tienen la longitud de producto CD para obtener la inserción 45
AF deseada, que contiene así (en orden 5' → 3') la región flanqueadora del gen sigG (sigE, por ejemplo), el gen de 
resistencia al cloranfenicol (cat) y la segunda región flanqueadora (principio de ylmA) del gen sigG. Una inserción 
correspondiente puede construirse de forma alternativa preparando primero AD, por ejemplo, y ligándolo con el 
producto EF, o preparando primero CF y ligándolo con el producto AB. Las bacterias B. subtilis se transforman 
entonces con la inserción AF obtenida y los transformantes deseados se criban en presencia de cloranfenicol.50

Los cebadores descritos anteriormente pueden diseñarse además de manera que la región de solapamiento 
corriente arriba del gen marcador de selección es homóloga con la región de solapamiento corriente abajo del gen 
marcador de selección. Esto permite la supresión del gen cat insertado después de la región de supresión. La 
supresión del gen cat puede tener lugar de tal manera que los productos AB y EF se ligan a través de una reacción 
PCR usando la región de solapamiento para producir producto ABEF que se usa entonces para transformar el 55
transformante SigG-, Cat+ anterior para eliminar el gen cat del transformante. Dichas regiones de solapamiento 
homólogas permiten también la supresión del gen cat con recombinación homóloga por medio de una región de 
solapamiento de repetición en la secuencia.

En el diseño 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 60
ADN, las regiones de solapamiento serían al menos de 20 a 25 nucleótidos de largo para permitir el uso de 
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temperaturas de hibridación suficientemente altas en PCR para asegurar la especificidad (McPherson y Møller, 
2000). Regiones de solapamiento más cortas de aproximadamente 15 nucleótidos, pueden usarse si un ADN menos 
complejo, tal como un plásmido, se usa como el iniciador en vez de un ADN cromosómico. Cuando se usan 
cebadores sintéticos, su longitud máxima podría ser aproximadamente 100 nucleótidos según 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 5
empalmado con enzimas de restricción o mecánicamente a partir de un ADN macromolecular, pueden usarse 
también como cebadores, en cuyo caso la longitud máxima de los cebadores no puede definirse exactamente, 
aunque pueden ser incluso de varias decenas de miles de nucleótidos. El éxito de la unión de los fragmentos de 
ADN usados en la supresión 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 reacción PCR del producto SOE final no tenga más el iniciador usado en el 10
principio, en el que el gen completo está intacto.

En B. subtilis, la recombinación entre el cromosoma y la región de ADN homóloga en el plásmido es eficiente. Se ha 
sugerido que 150 pares de bases de ADN homólogo en un plásmido que no replica en B. subtilis es suficiente para 
la integración (Ferrari y Hoch, 1989). Khasanov et al. (1992) usó un plásmido con un replicón sensible al calor y 
mostró que 70 nucleótidos fueron suficientes para una integración que se da usando recombinación de homólogos. 15
Los plásmidos mencionados anteriormente se integraron con el cromosoma a través de un contrario de 
entrecruzamiento a un ADN lineal, cuya integración necesita que la recombinación de homólogos se dé 
simultáneamente en dos sitios. Cuando se transforma con ADN producido por una técnica SOE lineal, las regiones 
homólogas no serían mayores que 70 a 150 nucleótidos de manera que es posible detectar la integración del 
fragmento SOE al cromosoma con los métodos de transformación de la técnica anterior. Una región homóloga con 20
las regiones flanqueadoras del gen a eliminar de la inserción de ADN lineal comprende al menos varios cientos de 
pares de bases o incluso al menos un millar de pares de bases.

La longitud máxima de la región homóloga 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 25
creados aumenta. Una longitud máxima práctica de la región homóloga es, sin embargo, presumiblemente 
aproximadamente 5 kilobases (kb). Se recomienda especialmente que la región flanqueadora corriente arriba de la 
región eliminada de la inserción de ADN, el gen marcador de selección y la región flanqueadora corriente abajo de la 
región eliminada tengan todas esencialmente la misma longitud. Lo más preferiblemente, la longitud de la región 
homóloga es aproximadamente 1 kb y la longitud de la inserción lineal entera es aproximadamente 3 kb.30

La supresión del gen puede hacerse además usando una recombinación de homólogos de dos etapas. El método se 
describe con Lactococcus lactis (Biswas et al., 1993), y el gen spoIIAC de B. licheniformis se elimina con el mismo 
método (documento WO97/03185). Ambos casos utilizan un plásmido, cuya replicación es sensible al calor y que 
tiene un marcador de resistencia al antibiótico. Las regiones flanqueadoras a eliminar se insertan primero 
secuencialmente y en la misma dirección en un plásmido, tal como pE194, adecuado para la bacteria B. subtilis. El 35
plásmido se transforma a la bacteria competente a una temperatura de 32°C que permite la replicación, y los 
transformantes obtenidos se desarrollan a 45°C, por lo que solo las bacterias en que la integración a un cromosoma 
ha tenido lugar pueden crecer en un medio de cloranfenicol. Como resultado de la integración, dos pares de 
regiones homólogas se forman en el cromosoma, entre las que una segunda recombinación puede tener lugar 
cuando los transformantes se desarrollan sin cloranfenicol a 32°C. Una recombinación entre uno de los pares 40
homólogos lleva tanto a la separación del plásmido como a la supresión de la región entre las regiones homólogas 
en el plásmido en el cromosoma. La longitud de las regiones homólogas 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 selección de antibiótico, permanece en el cromosoma.

Además, la supresión deseada puede realizarse usando las dos regiones homólogas en el plásmido. La estructura 45
de supresión, que comprende las regiones flanqueadoras en ambos lados de la supresión y el marcador de 
selección entre ellas, puede insertarse entonces en un plásmido que no replica en la bacteria B. subtilis (por 
ejemplo, pJH101) o cuya replicación depende de la temperatura (pE194). El plásmido obtenido se transforma a la 
bacteria competente y se criban los transformantes resistentes. Estos métodos normalmente necesitan el uso de dos 
marcadores de selección para distinguir los transformantes en que ha tenido lugar la recombinación a través de solo 50
una región homóloga 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 producción de varios productos preparados biológicamente. Un producto preparado 
biológicamente se refiere a un compuesto que un organismo puede producir. Normalmente, es un compuesto 
biológicamente activo. Preferiblemente, este producto se secreta de forma extracelular por la célula. El producto 55
puede ser o bien un producto natural de una bacteria o un producto formado como resultado de ingeniería genética.

Los productos preparados pueden ser polipéptidos, por ejemplo, que se prevén para uso médico, tal como β-
lactamasas basadas en bacteria, sustancias transmisoras mamarias, tales como hormonas peptídicas e interferonas. 
Una bacteria no esporulante también es adecuada como el huésped de producción de enzimas significativas 
industrialmente, tales como proteasas, amilasas, pululanasas, xilanasas, β-lactamasas, xilosa isomerasas y 60
betaglucanasas.
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Según una realización, el ADN que codifica un polipéptido deseado, tal como β-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 introducción del ADN necesario para la expresión del polipéptido o metabolito 
deseado puede realizarse con una técnica que es, por ejemplo, la transformación usando competencia natural o 
electroporación, o con cualquier técnica adecuada para la bacteria B. subtilis.5

Ejemplo

Cepas bacterianas y plásmidos

Las propiedades de las cepas bacterianas y plásmidos 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 región que codifica el gen cat se origina a 10
partir del plásmido pSJ2739E y es la misma que la del plásmido pC194 de la bacteria Staphylococcus aureus (núm. 
de acceso GenBank VO1277). El vector de producción pRSH10 es un plásmido que codifica la β-lactamasa pen P 
de Bacillus licheniformis. En dicho plásmido, pen P se inserta en los sitios de clonación HindIII del vector de 
secreción pKTH141 (Lundström, 1985). El promotor α-amilasa del vector y el fragmento que codifica la secuencia de 
señalización se deriva de la bacteria Bacillus amyloliquefaciens.15

Tabla 1. Cepas bacterianas y plásmidos

CEPA
REGIÓN DE 
SUPRESIÓN

PROPIEDADES
MARCADOR DE 

SELECCIÓN
PLÁSMIDO SELECCIÓN

168 cepa salvaje de B. subtilis 168
a

RS303 SigG no esporulante cat Cm

RS310 SigG no esporulante cat pRSH10 Cm, Km

RS201 cepa salvaje de B. subtilis 168a pRSH10 Km
a 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/I de extracto de 
levadura (Difco), 10 g/l de triptona (Oxoid) y 10g/l de NaCl (Merck), en un cultivo con agitación, +37°C, 250 rpm. 20
Cuando se monitorizó la producción de proteína, 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 µg/ml y kanamicina (Km) 10 
µg/ml para la selección en el cultivo bacteriano.

Técnicas de ADN

Las técnicas de ADN se usaron con métodos convencionales (Sambrook et al., 1989). El ADN cromosómico se aisló 25
según las instrucciones de Marmur (1961). El plásmido de ADN se aisló de las células bacterianas en una columna 
de intercambio iónico (equipo QIAGEN Plasmid Midi) según las instrucciones del fabricante (Qiagen Plasmid 
Purification Handbook Julio/1999). Partiendo de las instrucciones, se añadió un tratamiento de lisozima al protocolo 
para degradar la capa de peptidoglucano, y en el tratamiento se añadió 1 mg/ml de lisozima a tampón P1 y las 
células se incubaron en el tampón a +37°C durante 30 minutos. El plásmido purificado se disolvió en 30 a 100 µl de 30
agua esterilizada. El contenido de ADN de los preparados de plásmido fue de 50 a 500 ng/µl.

Ensayos de esporulación

El efecto de la supresión de sigG en la esporulación se ensayó desarrollando células bacterianas en un medio de 
esporulación 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 número de colonias desarrollándose 35
después del tratamiento indica la cantidad de esporas.

Las células bacterianas de la etapa logarítmica se inocularon 1:100 a un medio de esporulación (medio de 
esporulación de Schaeffer, SS: 8 g de caldo de cultivo, 1 g de KCI, 0,12 g de MgSO4x7 H2O, 0,5 ml de NaOH 1M, 1 
ml de Ca(NO3)2 x4 H2O, 1 ml de MnCl2 0,01 Mx4 H2O, 1 ml de FeSO4 0,0001 Mx7 H2O) y se desarrolló durante 24 
horas (+37°C, 250 rpm). Para calcular la densidad celular en el cultivo bacteriano, se hicieron diluciones en serie (10

-
40

1 a 10-9) en un tampón de dilución (5 ml de tampón K-fosfato 0,1 M, pH 7,4, 2,5 ml de disolución de KCl 1M, 5 ml de 
disolución de MgSO4 10 mM, 37,5 ml de agua esterilizada), y las diluciones 10-5 a 10-9 se pusieron en placas sobre 
placas LB (100 µl/placa). Las placas se incubaron toda la noche a +37°C en una cabina de temperatura, se calculó 
el número de colonias y se dieron por milímetro.

Para determinar la cantidad de esporas, las células se trataron térmicamente. Las células se calentaron durante 10 45
minutos a +85°C en un baño 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 calculó el número de colonias 
desarrolladas en las placas (por ml). En los ensayos de esporulación, la cepa salvaje 168 se usó como la cepa de 
control y se trató de la misma manera que las cepas ensayadas.

Preparación de la supresión del gen sigG

La supresión del gen sigG se realizó transformando la cepa salvaje B. subtilis 168 con un fragmento de ADN 5
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 supresión realizada se muestra en la Figura 1. Los cebadores de las reacciones PCR se 
diseñaron de tal manera que los productos PCR podrían unirse mediante una segunda reacción 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 región 10
complementaria usada en los cebadores es una región de 20 nucleótidos que comienza en el nucleótido 19 del gen 
sigG. El cebador B codifica esta región desde el codón de comienzo del gen sigG. Los cebadores B y D y C y E, 
respectivamente, son parcialmente homólogos.

Tabla 2. Cebadores usados en las reacciones SOE

A 5'CCGGAATTCGCTGTCGGCAGATGGAGAG3' (Sec. ID núm. 1)

B 5'GTATCCACCCCGCAGATTTCGACTTTATTTCTCGACAC3' (Sec. ID núm. 2)

C 5'GAAATCTGCGGGGTGGATACCCGGCAATAGTTACCCTT3' (Sec. ID núm. 3)

D 5'GTATCCACCCCGCAGATTTCCCTTCTTCAACTAACGGG3' (Sec. ID núm. 4)

E 5'GAAATCTGCGGGGTGGATACCTCAAGCGCAGGTGTCCA3' (Sec. ID núm. 5)

F 5'CCGGAATTCGCACCCCTAGGATGAATCT3' (Sec. ID núm. 6)

15

En la mezcla de reacción PCR (100 µl), 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 µl de enzima Expand (Boehringer Mannheim GmbH, 
Alemania) y 10 µl de 10xtampón Expand. Se pipetearon 50 µl de aceite mineral en la mezcla de reacción y las 
reacciones se hicieron usando el Controlador Térmico Programable PTC-100 (MJ Research, Inc.). Las reacciones 
PCR se hicieron con el siguiente programa básico que consistía en una etapa de desnaturalización (94°C, 4 min) y 20
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 incubación de 10 minutos a 72°C. Las temperaturas de hibridación de los cebadores se optimizaron 
para ajustarse a cada reacción. Los productos finales de las reacciones PCR se purificaron a partir de la mezcla de 
reacción (equipo de purificación por PCR Qiagen Giaquick, Qiagen GmbH, Alemania) según las instrucciones del 
fabricante (QIAquick Spin Handbook/Abril 2000) y se eluyeron en agua (50 µl). La concentración final de ADN del 25
producto purificado fue 30 a 50 ng/µl. Los productos finales de la reacción PCR se analizaron con electroforesis en 
gel de agarosa al 1%.

En la preparación de la supresión del gen sigG, la primera etapa fue preparar los productos PCR AB (1047 
nucleótidos, nt) y EF (1069 nt) que codifican las regiones flanqueadoras de sigG con cebadores A y B y E y F, 
respectivamente. Se usaron 20 ng de ADN cromosómico purificado de la cepa salvaje 168 como un iniciador en las 30
reacciones PCR. La región CD de 1054 nucleótidos de larga que codifica el gen cat se amplificó usando cebadores 
C y D. Se usaron 50 ng del plásmido purificado pSJ2739E a la que se insertó el gen cat a partir de pHV14 como un 
iniciador en la reacción PCR. El producto PCR amplificado a partir de pSJ2793E usado en esta invención contiene la 
misma región del gen cat y sus alrededores como se describe en la secuencia V01277 (GenBank), empezando 
desde el nucleótido 973 y terminando en el nucleótido 1985. Los productos AB y CD se amplificaron con el programa 35
básico. En el caso de reacción EF, la temperatura de hibridación del programa básico se disminuyó 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 reacción sirvieron como un 
iniciador en las reacciones SOE. Los productos PCR AB y CD se ligaron usando una región complementaria de 20 
nt de largo. La mezcla de reacción contenía aproximadamente 30 ng de ambos productos finales y la reacción PCR 40
se realizó con cebadores A y D según el programa básico. En la segunda reacción SOE, CD y EF se ligaron usando 
una región complementaria al producto CF. En esta mezcla de reacción, aproximadamente 30 ng de ambos 
productos CD y EF se usaron como iniciadores y la concentración de cebadores C y F fueron 30 pmoles cada uno. 
En esta reacción, se realizaron 25 ciclos del programa básico en diferentes condiciones (94°C, 1 min; 76°C, 45 s; 
72°C, 4 min).45

El ADN recombinante AF (3130 nt) se preparó a partir de productos finales AD y CF que se unieron utilizando la 
región que codifica el gen cat y que tiene la misma longitud que el producto CD. La región de 1 kilobase de longitud 
es complementaria en los productos AD y CF. Para la reacción PCR, se preparó una mezcla de reacción que 
contenía aproximadamente 100 ng de productos finales AD y CF purificados a partir de la mezcla de reacción de las 
reacciones PCR descritas anteriormente, y 30 pmoles de cebadores A y F. El producto AF se amplificó con el 50
programa básico.
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La supresión del gen sigG se preparó transformando las células competentes de la cepa salvaje usando el ADN 
recombinante lineal AF. La preparación de las células competentes (Gryzan et al., 1978) se comenzó suspendiendo 
células B. subtilis 168 de un placa en 600 µl de medio GMI (medio mínimo modificado: 0,5 ml de glucosa al 20%, 0,1 
ml de ácidos casamino al 10%, 0,12 ml de extracto de levadura al 10%, 2,0 ml de 500 µg/ml de triptona, 0,03 ml de 
MgCl2 1 M, 17,25 ml de SMS (Sales Mínimas de Spizizen)), que se usó para inocular 10 ml de medio GMI de tal 5
manera que la densidad óptica (fotómetro Klett-Summerson) fue aproximadamente 30. Las células se incubaron en 
un cultivo con agitación a una fase estacionaria temprana (37°C, 250 rpm). El cultivo se transfirió a 100 ml de medio 
mínimo GMII (medio mínimo modificado: 0,5 ml de glucosa al 20%, 0,1 ml de ácidos casamino al 10%, 0,12 ml de 
extracto de levadura al 10%, 1,875 ml de Ca(NO3)2 200 mM, 143,1 ml de SMS) y se desarrolló en las mismas 
condiciones durante 90 minutos. Las células se centrifugaron (7000xg, 5 min) y se suspendieron en 7 ml de 10
sobrenadante.

Las células competentes de la cepa salvaje B. subtilis se transformaron usando el producto PCR lineal AF. Se 
usaron 10 µl (ADN>2 µg) del producto de la reacción PCR en la transformación. En la transformación, se añadieron 
10 µl de ADN recombinante AF y 0,05 µg/ml de cloranfenicol para inducir el gen cat a 500 µl de disolución de 
transformación (Gryczan et al., 1978). Las células se incubaron a +37°C, 30 min (180 rpm) y las células se colocaron 15
en placas en placas LB que comprenden 5 µg/ml de cloranfenicol para la selección. La transformación produjo tres 
colonias de transformación. La cepa no esporulante con sigG eliminada se ha llamado RS303.

Chequeo de la construcción de supresión del gen SigG por secuenciación

La estabilidad de la región de supresión se aseguró por secuenciación de ADN cromosómico de la bacteria en la 
región de supresión y sus regiones flanqueadoras. Los productos PCR se prepararon a partir del ADN cromosómico 20
y se secuenciaron. Los cebadores secos por congelación (Amersham Pharmacia Biotech) se disolvieron en 100 µl 
de agua, y una disolución 3 µM (3 pmoles/µl) se preparó a partir de los cebadores para las reacciones PCR. Se 
preparó una disolución 5 µM (5 pmoles/µl) a partir de los cebadores para la secuenciación.

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

Los cebadores usados para los productos PCR necesarios para la secuenciación de la región de supresión a partir 25
del ADN cromosómico de las cepas RS303 y RS310 se muestran posteriormente. La posición de los cebadores en 
la secuencia se muestra en la Figura 2.

SQ1-F 5'TGCGTTAAACCGGATCACGT3'

SQ2-R 5'TGCACTGCACTCAGACCGA3'

SQ3-F 5' GTAGCGGATATGATGGGGA3'30

SQ4-R 5'CCTGCTGTAATAATGGGTAGA3'

SQ5-F 5'CATGGACTTCATTTACTGGG3

SQ6-F 5' GGTATCCTAGTTCGTACAAAG3'

SQ7-R 5'GGAGTCCGATGTACTCCGC3'

La estabilidad de la región de supresión sigG de las cepas no esporulantes RS303 y RS310 se aseguró 35
secuenciando tres productos PCR amplificados usando cebadores SQ1-F a SQ7-R: SRS12, SRS34 y SRS567. La 
siguiente tabla muestra el tamaño de los productos PCR y los cebadores usados para secuenciar las reacciones 
PCR.

Producto secuenciado Tamaño (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 purificó a 40
partir de la mezcla de reacción (equipo de purificación de PCR Qiagen Giaquick, Qiagen GmbH, Alemania) según 
las instrucciones del fabricante (QIAquick Spin Handbook/Abril 2000) y se eluyó en agua (50 µl). Los productos 
SRS34 y SRS567 se aislaron del gel de agarosa debido a las impurezas en el producto. La purificación a partir del 
gel se realizó con una columna comercial (equipo de extracción en gel Qiagen) según las instrucciones del 
fabricante (QIAquick Spin Handbook/Abril 2000) y los productos se eluyeron en agua (50 µl). La concentración final 45
de ADN del producto purificado fue 30 a 50 ng/µl.
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La secuencia de nucleótidos de la región de supresión de las cepas no esporulantes RS303 y RS310 es Sec. ID 
Núm. 9. La Figura 2 muestra además la secuencia de la cepa B. subtilis no esporulante en la región del gen sigG. La 
región eliminada del cromosoma corresponde a la región 1605063-1605739 (base de datos Micado, 
http://locus/jouy.inra.fr) en la secuencia de la cepa salvaje 168. De los 780 nucleótidos de la región que codifica el 
gen sigG, 677 nucleótidos se han eliminado por supresión. La región que contiene el gen cat (resaltada en gris) 5
insertada en el sitio de supresión corresponde a los nucleótidos 973 a 1985 en la secuencia del plásmido pC194 
(núm. acc. de Genbank V01277). El fragmento SOE hecho para realizar la supresión contenía una secuencia de 
repetición de 21 pares de bases de larga (en negrita) en las regiones flanqueadoras de la región cat. La región 
secuenciada comienza a partir del nucleótido 1603961 (↓) y el último nucleótido secuenciado es 1606851 (↑). Los 
cebadores SQ1 a SQ7 se usaron para secuenciar la cepa RS303. Estos cebadores se usaron para preparar los 10
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 amplificación de productos PCR se subraya. Los 
cebadores A a F usados en las reacciones SOE se marcan con una línea discontinua por encima de la línea. Los 
codones de comienzo de los genes sigG y cat se escriben en cursiva, el codón final del gen sigG se indica con 
(*FIN) y el codón final del gen cat con (*). Los nucleótidos individuales que difieren de las secuencias del banco 15
génico están doblemente subrayados. Después de la supresión, los 38 primeros nucleótidos y los 65 últimos 
nucleótidos permanecen en el gen sigG. Después del gen cat insertado, una región de solapamiento de 21 
nucleótidos 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 secuenciación. Se 
obtuvieron las mismas diferencias de secuencia, cuando las regiones flanqueadoras del gen sigG del cromosoma de 20
la cepa salvaje 168 se secuenciaron. Las diferencias en la secuencia se marcan en la secuencia en la región de 
supresión en la Figura 2. Las regiones homólogas usadas en la integración fueron, sin embargo, idénticas con la 
secuencia que resulta de la cepa salvaje B. subtilis 168.

Efecto de la supresión del gen sigG en la esporulación

El efecto de la supresión de sigG en la esporulación se ensayó desarrollando la cepa B. subtilis con sigG eliminada 25
RS303 en un medio de esporulación y tratando térmicamente las células vegetativas a +85°C. La estabilidad de la 
supresión se monitorizó desarrollando RS303 bajo presión de selección (cloranfenicol 5 µg/ml de cultivo SS) y sin 
selección. Después del tratamiento térmico, las células se pusieron en placas en placas LB. La cepa salvaje 168 se 
usó como la cepa de control y se trató de una manera correspondiente. El cultivo de cepa salvaje 168 tuvo 2,1x108

esporas por mililitro. RS303 no produjo ninguna espora (Tabla 3). No se produjeron esporas cuando se desarrollaron 30
células RS303 sin selección en cultivo SS. Se puede concluir a partir de esto que la supresión del gen sigG evita la 
esporulación de la bacteria y que la supresión de sigG es estable.

Tabla 3. Efecto del gen sigG en la esporulación

B. subtilis 168 RS303 RS303

Medio de cultivo SS SS + Cm SS

Células/ml 3,9x10
8

1x10
8

8x10
7

Esporas/ml 2,1x10
8

0 0

Construcción del plásmido de producción, pRSH10, de β-lactamasa35

La secreción de una proteína extraña al medio de cultivo se ensayó insertando el gen de β-lactamasa de la bacteria 
B. licheniformis 749/C en el vector de secreción pKTH141 (Lundström, 1985). En el vector, la secreción de la 
proteína extraña se controla por el promotor α-amilasa y la secuencia de señalización de B. amyloliquefaciens. Un 
fragmento deseado de una región que codifica la proteína extraña puede insertarse en el sitio de clonación HindIII en 
el marco de lectura correcto con la secuencia de señalización, por lo cual la proteína se secreta en el medio de 40
cultivo. La inserción se hizo como se describe brevemente en lo siguiente: se aisló ADN cromosómico (Marmur, 
1961) de la bacteria Bacillus licheniformis 749/C y se usó como un iniciador en una reacción PCR. Un producto PCR 
de 817 pares de bases de largo se amplificó a partir del iniciador con cebadores PEL-141 F (Sec. ID núm. 7) y PEN-
141R (Sec. ID núm. 8), conteniendo el producto una región que codifica la denominada exopenicilinasa pequeña que 
corresponde a los nucleótidos 129 a 921 de la secuencia GenBank V00093 (y aminoácidos 43 a 307 de la secuencia 45
de Prot suiza P00808). La mezcla de reacción PCR de 100 µl que contenía 10 ng de iniciador de ADN, cebador 0,3 
µM, dNTP 0,2 mM, 10 µl de tampón de enzima del fabricante, 1,5 µl de enzima Expand (3,5 U/µl, Boehringer 
Mannheim). El programa PCR comprendió 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 purificó e insertó por 
medio de los sitios de restricción HindIII añadidos a los cebadores en pKTH141 para obtener así el plásmido de 50
producción pRSH10. La región que codifica la β-lactamasa del plásmido pRSH10 se secuenció y la secuencia no 
difirió 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 supresión del gen sigG en la no esporulación y estabilidad de la supresión en la cepa de 
sobreproducción de β-lactamasa

Transformar la cepa competente, no esporulante, RS303 con el vector de producción pRSH10 produjo la cepa de 
producción RS310. La supresión del gen sigG no afectó a la competencia de la bacteria. La esporulación de la 
nueva cepa de producción y la estabilidad del gen sigG se monitorizaron por desarrollo de la cepa RS310 en un 5
medio de esporulación sin selección de cloranfenicol. El desarrollo de la esporulación se monitorizó 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 inoculó 1:100 a un nuevo medio de esporulación. La 
esporulación se monitorizó durante tres ciclos de crecimiento. Las células se tomaron de los cultivos I y III para 
tratamiento térmico. Después del tratamiento térmico, las células se pusieron en placas en placas LB o placas LB 10
cloranfenicol.

En los cultivos, la cepa salvaje 168 produjo 2,8 x 108 esporas de promedio. La cepa de supresión RS310 no produjo 
ninguna espora (Tabla 4). El hecho de que la no esporulación permaneciese en la cepa RS310 cuando las células 
se desarrollaron en medio SS sin selección de cloranfenicol se consideró un indicador de estabilidad. El número de 
células vegetativas en las placas LB selectivas (cloranfenicol 5 µg/ml) permaneció además igual que el de las células 15
en las placas LB. El ensayo mostró que la construcción de la supresión y la inserción del gen cat son estables.

Tabla 4. Efecto de la supresión del gen sigG en la esporulación y estabilidad de la supresión en la cepa de 
producción RS310

RS310 B. subtilis 168

Células vegetativas/ml Esporas/ml Células/ml Esporas/ml

Cultivo LB LB+Cm LB LB LB

I 1,4x108 1,1x108 0 6x108 3,3x108

II 2,7x108 1,6x108 0 5,9x108 4,5x108

III 2,0x108 6,0x107 0 2,3x108 7,1x107

La Tabla 5 muestra el número de células vegetativas y células esporulantes en un segundo cultivo, en que la 20
esporulación de la cepa RS310 se monitorizó. Esta vez, el número de células vegetativas se determinó en cultivos 
RS310 en placas que tenían un menor contenido de cloranfenicol. Reduciendo la cantidad de cloranfenicol en el 
medio, la presión de selección se redujo, ya que con mayor concentración de cloranfenicol en las placas, el 
crecimiento de la bacteria fue muy lento. Las colonias permanecieron pequeñas y todas las células vegetativas 
posiblemente no se revelaron. De esta manera para obtener un resultado más comparable, la selección se redujo en 25
las placas a 1 µg/ml de cloranfenicol. El número de células vegetativas en las placas de cloranfenicol permaneció 
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 esporuló en los cultivos. Así, estos resultados muestran bien, también, el efecto de la 
supresión del gen sigG. La cepa de producción es completamente no esporulante y muy estable.

Tabla 5. Efecto de la supresión del gen sigG en la esporulación y estabilidad de la supresión en la cepa de 30
producción RS310

RS310 B. subtilis 168

Células vegetativas/ml Esporas/ml Células/ml Esporas/ml

Cultivo LB LB+Cl LB LB LB

I 1,3 x 108 1,3 x 108 0 4 x 108 3,6 x 108

II 1,6 x 108 1,6 x 108 0 4,7 x 108 4,5 x 108

III 3,8 x 108 5,6 x 108 0 4,5 x 108 2,4 x 108

Producción de β-lactamasa de cepa no esporulante

La producción de β-lactamasa (BLP) de la nueva cepa bacteriana no esporulante, RS310, se comparó con el nivel 
de producción de β-lactamasa en la cepa salvaje 168 que se transformó con el plásmido de producción pRSH10, es 35
decir, en la cepa RS201. La producción de β-lactamasa se monitorizó en un cultivo con agitación de 100 ml. La 
actividad β-lactamasa de la disolución de cultivo se midió por espectrometría según el método desarrollado por 
O'Callaghan et al. (1972) usando un sustrato cromogénico, nitrocefina. El cambio en la absorbancia a 486 nm se 
convirtió en la unidad de actividad BU: 1 µmol 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 µg de β-40
lactamasa/ml usando la actividad específica de β-lactamasa de 340 BU/µg de proteína (Simons et al., 1978). Un 
medio LB concentrado con kanamicina 10 µg/ml como la selección se usó como el medio de cultivo. Se inocularon 
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0,1 ml de células en etapa logarítmica en 100 ml de disolución de cultivo y las células se desarrollaron en una botella 
con agitación de 2 l (+37°, 250 rpm). El crecimiento se monitorizó durante 25 horas midiendo la opacidad (OD600nm). 
Los resultados se muestran en la Figura 3. Las cepas bacterianas RS310 y RS201 tenían una tasa de crecimiento 
similar a la etapa de crecimiento logarítmico y el mayor valor OD600nm se alcanzó a las 11 horas. Las disoluciones de 
cultivo para ambas cepas tuvieron entonces aproximadamente 250 µg/ml de β-lactamasa. Después de 11 horas, la 5
densidad bacteriana empezó a disminuir y al final del cultivo el valor OD600nm de la cepa RS310 fue 7,6 y el de la 
cepa RS201 8,1. Sin embargo, la cantidad de β-lactamasa en la disolución de cultivo aumentó y fue al final del 
cultivo de 430 µg/ml para la nueva cepa de producción no esporulante RS310 y para la cepa RS201 380 µg/ml. 
Además, el efecto de la supresión del gen sigG en el perfil de las proteínas secretadas en el caldo de cultivo se 
examinó por medio de una marcha en gel SDS-PAGE, y no se detectó diferencia en los geles coloreados de azul 10
Coomassie (15% de acrilamida) entre la cepa no esporulante y la cepa salvaje. En base a los resultados obtenidos, 
la supresión del gen sigG no parece molestar al crecimiento bacteriano o la producción de proteínas secretadas.
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LISTADO DE SECUENCIAS

<110> Terapias Ipsat oy

<120> Bacillus subtilis no esporulante, preparación y uso del mismo5

<130> 2011121FI

<160> 9
10

<170> PatentIn versión 3.1

<210> 1
<211> 28
<212> ADN15
<213> Bacillus subtilis

<400> 1

20

<210> 2
<211> 38
<212> ADN
<213> Bacillus subtilis25

<400> 2

30
<210> 3
<211> 38
<212> ADN
<213> Bacillus subtilis

35
<400> 3

<210> 440
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

<220>45
<223> combinación de fragmentos de B. subtilis

<400> 4

50

<210> 5
<211> 38
<212> ADN
<213> Secuencia artificial55

<220>
<223> combinación de fragmentos de B. subtilis

<400> 560

<210> 6
<211> 2865
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<212> ADN
<213> Bacillus subtilis

<400> 6
5

<210> 7
<211> 32
<212> ADN10
<213> Bacillus licheniformis

<400> 7

15

<210> 8
<211> 33
<212> ADN
<213> Bacillus licheniformis20

<400> 8

25
<210> 9
<211> 3248
<212> ADN
<213> Secuencia artificial

30
<220>
<223> Región de supresión de B. subtilis RS303 que comprende la secuencia cat

<400> 9 
35
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REIVINDICACIONES

1. Una cepa no esporulante de Bacillus subtilis, caracterizada por que comprende:

una supresión de al menos 300 nucleótidos en su gen sigG, por lo cual la supresión comprende al menos parte de 
ambas regiones funcionales del gen sigG que codifican los aminoácidos 67 a 80 o 229 a 248, respectivamente, de la 
proteína sigG, y que dicha cepa tiene la capacidad de producir un polipéptido recombinante.5

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

3. La cepa B. subtilis según la reivindicación 1 o 2, caracterizada por que la supresión comprende al menos 600 
nucleótidos del gen sigG.

4. La cepa B. subtilis según la reivindicación 3, caracterizada por que la supresión comprende al menos 670 
nucleótidos del gen sigG.10

5. La cepa B. subtilis según la reivindicación 4, caracterizada por que la supresión comprende el gen sigG entero.

6. Un método para la preparación de una cepa de Bacillus subtilis no esporulante, caracterizado por que al menos 
300 nucleótidos se eliminan del gen sigG de una cepa de Bacillus subtilis, por lo que la supresión comprende al 
menos parte de ambas regiones funcionales del gen sigG que codifican los aminoácidos 67 a 80 o 229 a 248, 
respectivamente, de la proteína sigG, y se inserta ADN que codifica un polipéptido recombinante, por lo que dicha 15
cepa tiene la capacidad de producir un polipéptido recombinante.

7. El método según la reivindicación 6, en donde el polipéptido recombinante es beta-lactamasa.

8. El método según la reivindicación 6 o 7, caracterizado por que al menos 600 nucleótidos se eliminan del gen sigG.

9. El método según la reivindicación 8, caracterizado por que al menos 670 nucleótidos se eliminan del gen sigG.

10. El método según cualquiera de las reivindicaciones 6 - 9, caracterizado por preparar por medio de técnica SOE 20
una inserción que contiene las regiones flanqueadoras de la región génica a suprimir y un gen marcador de 
selección, transformar la cepa B. subtilis a eliminar con la inserción, y después seleccionar los transformantes, en 
donde la inserción se ha integrado en el cromosoma de la bacteria de tal manera que la región génica deseada se 
ha eliminado.

11. El método según la reivindicación 10, caracterizado por preparar por medio de técnica SOE una inserción de 25
ADN lineal que contiene el gen marcador de selección entre las regiones flanqueadoras de la región génica a 
eliminar, transformar la cepa B. subtilis a eliminar con la inserción, y después cribar los transformantes, en donde la 
inserción se ha integrado como resultado de una recombinación doble de homólogos, por lo que la región génica 
deseada se ha eliminado.

12. El método según la reivindicación 11, caracterizado por que la técnica SOE usa cebadores que tienen regiones 30
de solapamiento de al menos aproximadamente 20 nucleótidos de largo.

13. El método según la reivindicación 12, caracterizado por que usa una inserción de ADN lineal que tiene antes del 
gen marcador de selección una región de solapamiento de al menos 20 nucleótidos de largo que se repite después 
del gen marcador de selección.

14. El método según la reivindicación 12 o 13, caracterizado por que usa una inserción de ADN lineal en que la 35
región flanqueadora corriente arriba de la región a eliminar, el gen marcador de selección, y la región flanqueadora 
corriente abajo de la región a eliminar son todas de esencialmente la misma longitud.

15. El método según la reivindicación 14, caracterizado por que usa una inserción de ADN lineal que tiene una 
longitud de aproximadamente 3 kb.

16. El uso de la cepa no esporulante de Bacillus subtilis según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5 como un 40
organismo de producción para producir polipéptido recombinante.

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

18. Un método para la preparación de un polipéptido recombinante, caracterizado por que el polipéptido se prepara 
usando la cepa no esporulante de Bacillus subtilis según cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5, y se recupera el 45
polipéptido recombinante formado.

19. El método según la reivindicación 18, caracterizado por que se prepara beta-lactamasa.
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