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El presente trabajo de investigacidn se enmarca dentro del desarrollo de
herramientas moleculares que permitan lograr la modificacién de genes a nivel del
cromosoma bacteriano, y se inicié como una respuesta a la necesidad de eliminar los
problemas asociados a la presencia de plasmidos multicopia y también a los genes de
resistencia a antibidticos gue permanecen en el genoma de las bacterias modificadas
genéticamente. Este hecho, ademas de que implica la dificultad para seleccionar
modificaciones adicionales que se requieran incorporar a un microorganismo previamente
modificado, también dificulta la aceptacion de estas cepas en procesos de produccion, no
s6lo por la presencia de genes heterdlogos, sino también por el incremento en la
posibilidad de gue se lleve a cabo la dispersion y transferencia horizontal de estos genes
(Mikkelsen et al., 1996).

En este trabajo se desarrolld un conjunto de herramientas moleculares que
permiten modificar directamente genes en el cromosoma bacteriano, sin dejar
marcadores de resistencia a antibidticos en las cepas modificadas. Este sistema se basa
en el uso de la recombinasa Cre del bacteriofago P1 y sus secuencias blanco o sitios de
recombinacién loxP (Sauer, 1994b), asi como en la utilizaciéon de plasmidos que sélo
pueden replicarse en un fondo genético determinado o bajo condiciones de crecimiento
especificas (Kaniga et al., 1991; Kornberg and Baker, 1992; Miller and Mckalanos, 1988).
Para lograr lo anterior, se construyeron tres casetes de resistencia escindibles colocando
un sitio loxP y sitios de clonacion multiple (MCS) a cada lado de los genes cat, aacCl y
ntpll que codifican para la resistencia a cloranfenicol (Cm), gentamicina (Gm) ¥y
kanamicina (Km), respectivamente. Al mismo tiempo, se construyo el vector pJW168 para
expresar la recombinasa Cre de forma controlada. El sistema genético se caracterizo, se
probo v se validd interrumpiendo los genes lacZ v galf de Escherichia coli por la insercion
in vitro de uno de los casetes construidos (Cat2). Una vez que los genes interrumpidos se
insertaron en el cromosoma de la cepa W3110T* de E. coli por medio de recombinacion
homodloga doble, los genes de resistencia fueron eliminados eficientemente por medic de
recombinacion sitio-especifica después de expresar la recombinasa Cre. De esta manera
los marcadores de resistencia a antibiético fueron removidos, mientras que los genes lacZ
v galE quedaron interrumpidos por un sitio loxP remanente y sin la permanencia del gen
de resistencia a antibidtico. Asi, el sistema Cre/loxP del fage Pl permitid eliminar el
marcador de resistencia a antibigtico después de utilizarlo para seleccionar las células

con la(s) modificacion(es} deseadals). Este sistema genético se ha utilizado con éxito para

I




EBasumen

obtener remociones, interrupciones génicas e inserciones cromosomales en varias cepas
de E. coliy en otras especies de bacterias Gram-negativas.

En este trabajo, también se planteé un nuevo enfoque en la modificacion y
mejorarniento genético de cepas que se utilizan en procesos industriales para la
obtencién de algan compuesto de origen biolégico. Ademas de las modificaciones que se
Incorporan a un microorganismo para interrumpir una(s) viafs) metabodlica{s}) que
compite(n) por intermediarios metabdlicos necesarios para la sintesis del compuesto de
interés; en este esfuerzo se contemplé una forma de redistribuir los flujos de carbono en
las vias del metabolismo bacteriano, modificande la regulaciéon de la expresion de uno o
varios genes involucrados en algunos de los pasos clave del metabolismo central de E.
coli, como por ejemplo los genes pyA y pykF que codifican las isoenzimas que catalizan la
conversion del fosfoenolpiruvato a piruvato en la via glicolitica.

Utilizando los promotores Py FPry ¥ el represor cl del bacteridfago lambda (Gussin
et al., 1983; Roberts and Devoret, 1983), asi como los casetes removibles de resistencia a
antibiéticos construidos en la primera parte de este trabajo, se diseflaron y construyeron
un grupo de casetes que permiten sustituir el promotor silvestre de uno o mas genes
especificos por uno de los promotores del bacteridfago lambda, con la finalidad de regular
la expresién de dichos genes a través de la proteina reguladora <l (Ptashne, 1992). La
caracterizacion y analisis de la expresion genética a partir de los casetes de expresion
construidos, se llevé a cabo utilizando como modelo a la proteina B-galactosidasa. Para
esto, el gen estructural lacZ se fusiond in vitro con cada uno de los promotores
construidos, y se cuantificé la actividad enzimatica de p-Gal en condiciones de inducciéon
y represion. Como resultado de este trabajo, se construyé un grupo de herramientas
moleculares para modificar y controlar pasos clave en el metabolismo de E. cofi, con ¢l
propésito de redirigic los flujos de carbono hacia la sobreproduccion de metabolitos con
interés industrial.

La informacion y los resultados experimentales obtenidos y presentados en este
trabajo, se utilizaron para escribir v publicar tres articulos en revistas internacionales
con arbitraje. Asi mismo, hay informacion relevanie que no ha sido publicada y que

también forma parte de esia tesis, y con la cual se piensa integrar al menos otro articulo.
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ABSTRACT

The present experimental work is framed on the area of the genetic modification
encoded on the bacterial chromosome, and it began as an answer to the necessity to
eliminate the problems associated with the presence of multicopy plasmids and of
multiple resistance genes on genetically modified bacteria. This strategy not only permits
the use of markers to select additional meodifications into a previously modified
microorganism, but the important advantage of enabling the construction of strains that
are accepted for large scale production of recombinant products since heterologous genes
have a lower probability of being dispersed by horizontal transfer (Mikkelsen et al., 1996).

In this work, a group of molecular tools was developed to modify genes in the
bacterial chromosome without leaving antibiotic resistance markers in the modified
strain(s). This system is based on the use of the Cre recombinase of the bacteriophage P1
and their target sequences or loxP sites (Sauer, 1994b), as well as on the utilization of
plasmids that would only replicate in special backgrounds or under speciic growth
conditions (Kaniga et al., 1991; Kornberg and Baker 1992; Miller and Mekalanos, 1988).
Three removable antibiotic resistance cassettes were constructed placing a loxP site and a
polylinker (MCS) in each side of cat, aacCI and nitpll genes, which encode for resistance
to chloramphenicol (Cmj}, gentamycin {Gm} and kanamycin (Kmj}, respectively; and also,
pJW168 vector was constructed to express the Cre site-specific recombinase. To test and
validate the constructed system, the lacZ and galE genes of Escherichia coli were
interrupted in vitro by insertion of one constructed cassette (Cat2); once the interrupted
genes were inserted into the E. coli W3110T* genome by double homologous
recombination, the resistance gene was efficiently excised by site-specific recombination
after expressing Cre. Thus the antibiotic resistance markers were removed, and the lacZ
and galE gene remained interrupted by the retained loxP site. The Cre/loxP system from
phage P1 allows removing the antibiotic resistance marker after using them to select the
cells with the desired modification{s). This genetic system has been used with success to
obtain genetic deletions, interruptions and chromosomal insertions in several strains of
E. coli and other Gram-negative bacteria species.

In addition, we also generated new approach to the genetic modification and
improvement of strains fo be uscd in the production of different compounds at an

industrial scale such as aromatic compounds, enzymcs, therapeutic agents, proteins, ctc.
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This strategy is based on the generation of mutant strains with an interrupted metabolic
pathway, which competed for the consumption of the metabolic precursors for the
biosynthesis of the compound of interest. We also contemplated the redistribution of the
carbon flows in the metabolic pathways through the modification of the expression of
gene(s) involved in some of the key steps of E. coli central metabolism, such as genes
encoding pyruvate kinase isoenzimes, PykA and PykF, which catalyzes the conversion of
phosphoenolpyruvate to pyruvate on glycolysis pathway.

Utilizing the P and Prm promoters and the cl repressor from bacteriophage lambda
{Gussin et al.,, 1983; Roberts and Devoret, 1983}, as well as the removable antibiotics
resistance cassettes constructed in the first part of this work, we have designed and
constructed a group of expression cassettes that allow the substitution of a wild type
promoter of a specific gene by one of the bacteriophage lambda promoters, with the
purpose of regulating the expression of these gene through the cl regulatory protein
(Ptashne, 1992). We have utilized the protein B-galactosidase as model to evaluate the
genetic expression from the constructed cassettes. For this, the lacZ structural gene was
fused in vitro with each constructed promoter. The regulation of the genetic expression
starting from the mentioned promoters was determined by measuring the B-Gal
enzymatic activity in inducted and repressed conditions.

The information and experimental results obtained and presented in this work
were utilized to write and to publish three scientific papers on international journals with
arbitration. Also, we have additional information that is presented in this thesis, which

could be published as an additional article at least.
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Hasta la primera mitad de este siglo, el conocimiento general que se tenia de los
sistemas biolégicos era a escala macromolecular. El descubrimiento, en la década de los
50s, de la estructura de doble hélice de la cadena del DNA (Watson and Crick, 1953),
llevo a la determinacion de que la informacién genética en todo ser vivo esta dada en la
secuencia de pares de bases en esta molécula; este hecho, sefialé el inicio formal del
conocimiento de los sistemas biologicos a nivel molecular (Biologia Molecular). Las
implicaciones de la estructura del DNA dilucidadas en los afios siguientes, junto con el
descubrimiento de los procesos en los cuales estd involucrada esta molécula, asi como la
identificacion y aislamiento de enzimas que tienen comeo sustrato al DNA, culminaron con
el desarrollo de la ingenieria genética o tecnologia del DNA recombinante, al inicio de los
afnos 70s (Cohen et al., 1973).

Desde su inicio, la tecnologia del DNA recombinante se constituy0d como una
herramienta de investigacion poderosa que ha coadyuvado a revolucionar el estudio y el
manejo de los genes. La investigacion en este campo avanza a una velocidad
impresionante, por lo que proporciona recursos nuevos y mejores que llevan a generar
una cantidad importante de conocimiento basico que a su vez permite un mejor
entendimiento del funcionamiento de la célula viva a nivel molecular. Debido a que es
posible aislar fragmentos de material genético que llevan genes especificos, unirlos a un
vector molecular e introducirlos a una célula receptora donde pueden mantenerse y
replicarse en grandes cantidades, ahora no sdlo es factible realizar un analisis estructural
y funcional detallado de los genes por separado, sino que también se pueden realizar
modificaciones especificas en ellos. Asi, la Ingenieria Genética puede definirse como el
conjunto de técnicas y herramientas moleculares que permite el aislamiento,
caracterizacién y modificacion de genes, con la finalidad de efectuar el anélisis genético
de un organismo o lograr su mejoramiento para un fin determinado.

Como se menciond, la tecnologia del DNA recombinante se ha utilizado para el
aislamiento de genes especificos y la expresion de éstos en una gran variedad de células
huésped para producir proteinas y diversos compuestos con aplicaciones en el area
meédica, industrial, farmacéutica y alimenticia, tales como insulina, hormona del
crecimiento, aminocacidos, interferén, etc. Ademas, esta metodologia permite producir
proteinas con modificaciones especificas en su estructura-funcién, para lo cual por lo
general se utiliza uno de los dos mélodos siguientes: A. En primer lugar, se identifica y

aisla ¢l gen que codifica la proteina de interés para alterarlo in vitro por medio de técnicas
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de mutagénesis sitio-dirigida; y finalmente, el gen modificado se introduce en un huésped
adecuado para expresarlo y obtener la nueva proteina que Heva los cambios deseados. B.
Por medio de ingenieria genética, se combinan secciones de genes que codifican para los
motivos que les confieren caracteristicas diferentes o mejoradas a las proteinas que los
portan, con la finalidad de obtener proteinas hibridas que ahora presentan propiedades
nuevas.

Desde el punto de vista de la investigacion bésica, la facilidad con la que se
pueden aislar y amplificar regiones delimitadas del genoma de cualquier ser vivo, ha sido
muy util para dilucidar, entre otras cosas, el funcionamiento basico de las vias
metabdlicas y la regulacién de la expresidon genética durante el ciclo de vida de las
células. En microorganismos, los diferentes sistemas que perciben la disponibilidad de
nutrimientos y/o la presencia de condiciones de crecimiento favorables o adversas en el
medio, coexisten en una red multiple de regulacion global que permite modular los
mecanismos de control especificos para cada gen (Neidhardt, 1987}. Debido a que el
control de la expresion genética es un proceso complejo que involucra varios pasos, la
capacidad de realizar modificaciones especificas en ¢l material genético para alterar la
regulacidén genética de algin(os) genfes) en particular, ha permitido estudiar el papel de
este gen o genes v su efecto sobre el funcionamiento global de la célula.

Por otra parte y desde el punto de vista de la investigacién aplicada, a través de la
modificacién o ingenieria genética de vias metabdlicas ha sido posible alterar el
metabolismo celular, obligando a las células a sobre-producir metabolitos de interés,
tales como compuestos aromadticos, enzimas, etc. {Bogosian et al., 1990; Flores ef al.,
1996). En los ultimos anos, las tecnologias utilizadas para la produccion de algunos
farmacos, asi como de compuestos quimicos empleados como materia prima para generar
otros productos con valor agregado mayor, tienden a ser sustituidas por el empleo de
organismos y en particular microorganismos modificados genéticamente como
maquinarias biosintéticas. Lo anterior ha permitido cambiar los métodos y estrategias de
produccion a nivel industrial, los cuales en este caso, conllevan el empleo de condiciones
de fermentacion altamente especificos. Asi, los procesos quimicos tradicionales estan
siendo sustituidos por procesos nuevos, que ademéas de emplear miCroorganisios
recombinantes, pretenden ser una alternativa mas amigable para el ambiente, porque
minimizan v en algunos casos climinan la produccion de los compuestos contaminantes

generados en los procesos de sintesis quimica. Resumicendo, muchos de los esquemas de

[o's}



Iatroducciin

producciéon novedosos utilizados actualmente se sustentan en la aplicacion de la
ingenieria genética, mediante el aislamiento de genes especificos, su caracterizacion,
modificacién y expresién en organismos homologos o heterologos, desarrollando
microorganismos con capacidades biosintéticas nuevas o mejoradas.

A pesar de que los pasos requeridos durante la clonacién de un gen en particular
(purificacion de cromosoma o plasmido, restricciones vy modificaciones, hibridaciones,
inmuno-detecciones, sintesis de oligonucledtidos, etc.) se han vuelto rutinarios y se
cuenta con numerosas enzimas de restriccion-modificacion del DNA e infinidad de
estuches que permiten manipular el material genético de cualquier organismo, el disefio y
desarrollo de estrategias y proyectos de clonacion molecular y expresién de genes en
diferentes huéspedes vy en diferentes loci cromosomales, aiin son retos especificos que
hay que resolver de forma individual para lograr el desarrollo exitoso de cualquier
proyecto de investigacion, tanto basico como aplicado.

Lo que se ha descrito lineas arriba, de alguna manera sustenta el hecho de que
muchos de los avances significativos alcanzados en diferentes actividades cientificas, son
el resultado del disefio y utilizacién de herramientas y métodos novedosos. En este
sentido, el Comité de los Premios Nobel ha reconocido los esfuerzos realizados en el
desarrollo de técnicas v herramientas, precisamente porque €stas poseen un enorme
poder de transformacién sobre alglin campo de la investigacion que influye directamente
en varios aspectos de la Ciencia. Algunos de los cientificos e investigadores galardonados
con Premios Nébel en diferentes areas son: A. En Quimica en 1993, Kary B. Mullis por
mventar el método de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), y Michael Smith por el
método de mutagénesis sitio-dirigida basada en oligonucledtidos; en 1991, Richard R.
Ernst por su contribucién al desarrollo de la espectroscopia de resonancia magnética
nuclear de alta resolucién (NMR); en 1982, Sir Aaron Klug por desarrollar el microscopio
electronico cristalografico y elucidar la estructura de complejos biolégicamente
importantes formados de acidos nucleicos y proteinas; en 1980, Paul Berg por estudiar la
bioquimica de los acidos nucleicos pero en especial €l DNA recombinante, y Walter
Gilbert y Frederick Sanger por desarrollar los métodos para determinar la secuencia de
bases en el DNA; en 1960, Willard F. Libby por el método para determinar la edad
utilizande carbono-14; en 1952, Archer J.P. Martin y Richard L.M. Synge por inventar la
cromatografia de particidn. B. En Fisica en 1986 a Ernst Ruska por su trabajo en dptica

electronica y por disenar el primer microscopio electrénico; en 1953 a Frederik Zernike
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por demostrar el método de contraste de fase, pero especialmente por inventar el
microscopio basado en esta metodologia. C. En Medicina y Fisiologia en 1979 a Alan M.
Cormack y Sir Godfrey N. Hounsfield por desarrollar la tomografia computarizada; en
1977 a Rosalyn Yalow por desarrollar el método de radicinmunoensayo
(http: / /www.niobel se /index. himl).

Un ejemplo del papel que tienen las técnicas y herramientas en el desarrollo de las
ciencias, es la publicacién del primer borrador del genoma humano (Lander et al., 2001,
http://www. nature.com/genomics/human/index.html; Venter et al., 2001,

http: / /www.sciencegenomics.org/content/vel291 /issue5507/), la cual provocd un

impacto enorme en el ambito cientifico debido a las repercusiones que tendra, a corto y
mediano plazo, en el conocimiento sobre la especie humana. Estos primeros resultados,
se lograronm gracias al esfuerzo conjunto de diferentes grupos de investigacion
amalgamados en dos consorcios: Human Genome Proyect (HGP) y Celera. La busqueda
de la secuencia del genoma humano y de otros organismos, no solo pretende conocer la
informacion genética contenida en ellos, sino que su objetivo final es descifrar y entender
su funcionamiento de manera global; y utilizar el conocimiento adquirido para tratar de
solucionar, entre otras cosas, problemas relacionados con la salud. Los resultados
obtenidos hasta ahora, se deben en gran parte al apoyo de metodologias novedosas que
se han desarrollado en paralelo con el vertiginoso avance del conocimiento, iniciado con
el descubrimiento de la estructura de doble hélice del DNA por Watson vy Crick hace
apenas 50 aftos. Entre estas metodologias destacan: la secuenciacion automatizada; la
electroforesis en “campos pulsados” (pulsed field electrophoresis); la reaccion en cadena
de la polimerasa (PCR); el desarrollo de vectores YACs (yeast artificial chromosome) y
BACs (bacterial artificial chromosome) para clonar fragmentos muy grandes de DNA
cromosomal; la electroforesis capilar;, la técnica de micro-hileras (microarrays); la
secuenciacion capilar; el desarrollo del algoritmo de computo BLAST que sirve para
alinear secuencias y comparar genes; GRAIL y ESTs (Expressed Sequence Tag) para
encontrar genes y genes expresados; los programas de interpretacién automatica de
datos de secuencia, phred, y para ensamblar secuencias, phrap (Roberts et al., 2001).
Ademas, de otras técnicas como: la deteccion de secuencias de DNA especificas por medio
de¢ hibridizacion DNA-DNA (Southern blotting) o DNA-RNA (Northern blotting); deteccion
de proteinas con anticuerpos especificos (Western blotting y ELISA); despliegue de

proteinas en fagos {Phage display), cte.
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Los métodos y las herramientas como tal, generalmente estan sujetos a una
evoluciéon y un mejoramiento permanentes, por lo que su refinamiento se vuelve un
aspecto importante del quehacer cientifico y tecnologico. A su vez, los intentos de
mejoramiento de las herramientas y métodos cientificos revelan, muchas veces, nuevos
fenémenos que demandan el planteamiento de hipdtesis nuevas que a su vez enrigquecen
el campo del conocimiento particular en el que se aplican. Asi, queda claro que la
evolucion conjunta del avance cientifico v el desarrollo de técnicas y herramientas
utilizadas en la solucién de problemas planteados por el conocimiento, ademas de que se
potencian y retroalimentan entre si, contribuyen de manera incuestionable en el progreso

de la Ciencia y la Tecnologia.
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RECOMBINACION HOMOLOG A O GENERALIZ AD &.

La transferencia de informacion genética de un organismo a otro, ya sea por
conjugacién, transduccidn o transformacion, es un fenémeno que ocurre en la
naturaleza. Este fendémeno, aunado a la habilidad de recombinar dicha informacion
dentro de una de las moléculas de DNA del organismo receptor, por lo general el
cromosoma o algiin plasmido, permite a los seres vivos mantener v expresar de forma
estable la informaciéon genética recién adquirida. Estas caracteristicas, intrinsecas a
cualquier célula, se utilizan en el laboratorio con la finalidad de modificar genéticamente
un microorganismo v lograr un propésito especifico.

La recombinacién entre dos moléculas de DNAs homdlogas, como se menciond
antes, es un proceso presente en cualquier célula viva v su funcidn ha sido asociada,
principalmente vy entre otros fendmenos, con la evolucion de los cromosomas, ya que
continuamente suceden rearreglos de secuencias del genoma o genes o partes de genes
tanto intra- como inter-cromosémicamente (Hawley, 1988). Ademas, la recombinacién
disminuye la divergencia de secuencias de DNA repetidas, guia la segregacién adecuada
de los cromosomas en la division celular y promueve la reparacién del DNA dafnado. En
general, en organismos procariotes se encuentra intimamente relacionada con los eventos
de replicacion y reparacion del DNA (Mahajan, 1988; Radman, 1988), mientras que en
eucariotes ocurre durante la meiosis, cogénesis o espermatogénesis (Giroux, 19388).

El evento de recombinacién homdloga o general es el resultado de una serie de
procesos enzimaticos especificos que ocurren entre moléculas de DNA del mismo o
diferente origen, v depende fundamentalmente de la presencia de secuencias idénticas o
con una homologia extensa vy de cierta longitud minima, 100 pb o mayores en procariotes
y mas de 300 pb en eucariotes (Shen and Huang, 1986). Durante la realizacion de este
proceso en E. coli, la proteina RecA es el protagonista principal. Aparte de esta enzima, se
han definido tanto para E. coli como para levaduras y eucariotes superiores otras
proteinas Rec que participan en recombinaciéon homdloga v en otras vias de
recombinacion relacionadas, como son RecBCD, RecE, RecF, RecT, SbcA, ShcB entre
otras. La recombinacién generalizada no es un proceso al azar, sino que involucra el
intercambio fisico de segmentos homologos entre los DNAs participantes. El mecanismo
de este proceso se basa en la complementariedad de las hebras sencillas de los DNAs;
cuando la complementariedad de bases es reconocida por ciertas proteinas involucradas

en ¢l proceso de la recombmacion, el intercambio de los segmentos inicia con el




Copatderaciongs Ganarales

rompimiento de las hebras de DNA, continiia con el entrecruzamiento de las secuencias
homologas y finaliza con la formacion de la unidon enire ellas. Se¢ han propuesto varios
modelos para explicar el proceso por el cual se lieva a cabo la recombinacion homologa,

une de ellos es el modelo de Holliday mostrado en la Figura 1.

Apareamiento de Ruptura de las hebras
secuencias homdlogas de DNA
T ;

T T Art] B TP S 5 e

T R e

Intercambo delas
Migracion del intercambio hebras de DNA
de hebras de DNA

Resolucion de
estructura

En parche

Figura 1. Modelo de Holliday que esquematiza los posibles mecanismos molecu-
lares involucrados en la recombinacion homologa. Tomada de Lloyd
and Low, 1996.

Las caracteristicas importantes de la recombinacion homéloga entre dos moléculas
de DNA o en un solo DNA y que son relevantes para el trabajo experimental, estan las
siguientes: 1. La recombinacion ocurre en sitios especificos presentes en la(s) molécula(s}
de DNA participante(s); 2. La recombinacion es reciproca; ambos productos resultantes
son hibridos ya que una parte de su secuencia proviene de una secuencia parental y la

otra parte de la segunda secuencia parental; 3. La recombinacion es conservativa; cl
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intercambio de las cadenas sencillas de DNA se logra por el rompimiento y unién precisa
de las rnoléculas, sin quitar ni afadir un solo nucledtido en €l punto de intercambio; 4.
Como las moléculas participantes comparten una regién de homologia, las hebras
complementarias forman una region heterdloga doble (heteroduplex) en el sitio donde
ocurre el intercambio de las hebras sencillas; 5. La recombinacion homéloga es mas
eficiente cuando ocurre entre trechos largos de DNA, que cuando ocurre entre DNAs
cortos o que tienen poca homologia entre ellos; v 6. La frecuencia de recoimbinacion no es
constante en todo el genoma y esta influenciada por efectos tanto locales como globales.
La recombinaciéon homéloga doble se utiliza con éxito para modificar, integrar e
intercambiar genes en el cromosoma de diferentes microorganismos, como E. coli (Balbas
et al.,, 1993; Balbas et al.,, 1996; Hamilton et al., 1989; Murphy, 1998; Murphy et al,
2000; Yu et al., 2000; Zhang et al., 1998). Para esto, el segmento de DNA o construccion
genética que se deseca insertar en el genoma de la célula huésped se coloca entre
fragmentos de DNA homologos al sitio de integracién seleccionado (secuencia blanco) y
gue tengan el tamafio adecuado para que se lleve a cabo el evento de recombinacion de
manera eficiente. La ventaja principal de uotilizar este proceso como sistema de
modificacion génica, es que permite determinar el sitio donde se realiza la insercidon de la

modificacion deseada.

RECOMBINACION SITIO-ESPECIFICA.

La recombinacién sitio-especifica es un proceso de intercambio genético reciproco
muy eficiente, v que a diferencia de la recombinacion homéloga se lleva a cabo entre
secuencias de DNA muy cortas, las cuales en algunas ocasiones muestran poca
homologia en sus secuencias. Este tipo de recombinacion genética se lleva a cabo por
medio de la participacion de una o mas proteinas especificas para cada sistema, y no
requiere de la participacién de la proteina RecA u otras proteinas involucradas en la
recombinacion generalizada. Este tipo de recombinacion ocurre en sitios muy especificos
v bien definidos presentes en los DNAs participantes (sitios de recombinacion), los cuales
tienen una regién corta de secuencia idéntica. Como en la recombinacion homologa, el
intercambio gendtico se realiza por una ruptura precisa en los sitios blancos de
recombinacién v la uniéon de las hebras de DNA sin perdida ni ganancia de un solo

-

nucleotido (Craig, 1988; Nash, 1996). El ¢jemplo clasico de recombinacion sitio-cspecifica
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en procariotes, estd dado por la integracidn y escision del genoma circular de ciertos
bacteridfagos, como lambda, dentro del cromosoma bacteriano. Sin embargo, la lista de
funciones en las que estan involucrados diferentes sistemas de recombinacidn sitio-
especifica incluyen: el mantenimiento y estabilizacion de plasmidos en alto nimero de
copias (plasmido 2 pum de Saccharomyces cerevisiae); la resolucion de cointegrados
generados durante el establecimienio de transposones como Tn3; ¢} control del rango de
huésped del fago Mu; la expresion de genes para la fijacién de nitrégeno durante la
diferenciacion de cianobacterias (Anabaena); la expresiéon de los genes que codifican para
los antigenos flagelares de Salmonella typhimurium; la resolucién fiel de los dimeros
replicativos del fago Pl. En la Tabla 1 se mencionan algunos de los sistemas de

recombinacion sitio-especifica conocidos.

Tabla 1. Sistemas de recombinacion sitio-especifica

Recombinasaﬂ Origen: Funcion: Sitio blanco:
’Lilnt | Fago lambda Integrasa attP, attB
Int Fagos ¢80, P22, P4 Integrasa att
TRES Transposon vd v Tn3 Resolvasa res
RES TnZ2I1, Tna0l, Tni1721 Resolvasa | res
ParA Plasmido RP4 (sistema mrs) | Resolvasa res
Cre Fago P1 Recombinasa loxP
Flp Saccharomyces cerevisiae Recombinasa FRT
R Zygosaccharomyces rouxii Recombinasa RSs
Kw Kluyveromyces waltii | Recombinasa kw
| Cer Plasmido ColE 1 Recombinasa | cer
Hin Salmonella typhimurium Invertasa iny
Gin Fago Mu Invertasa inv
Pin E. coli Invertasa Linv

Aunque la caracteristica distintiva de la recombinacion sitio~especifica es realizar

la recombinacién reciproca entre dos secuencias de DNA de tamano minimo, los
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rearreglos promovidos entre los DNAs participantes por este mecanismo son diferentes.
Debido a lo anterior, su uso no solo ha permitido eliminar fragmentos muy grandes de
DNA y mejorar la expresion genética (Backman, 1987), sino que también son muy Utiles
para obtener inserciones, deleciones e inversiones (Sauer, 1994b). Ademas, la utilizacién
de diferentes sistemas de recombinacién sitio-especifica para manipular el genoma, de
unos anos a la fecha se ha incrementado considerablemente porque permiten manipular
el DNA tanto in vivo como in vitro, y por que estos sistemas son funcionales en
organismos tan diversos como bacterias, levaduras, plantas, insectos y células de
mamiferos (Kilby ef al., 1993).

A pesar de que se han caracterizado v descrito varios sistemas de recombinacion
sitic-especifica, solo algunos de ellos se utilizan extensamente en la modificacion del
genoma de diversos organismos y entre ellos destacan: a). El sistema FRT/Flp de S.
cerevisiae utilizado para activar genes en células de mamifero (O’Gorman et al., 1991),
para generar mutaciones miltiples v reciclar marcadores en levadura (Storici ef al,
1999}, para generar deleciones y amplificaciones de fragmentos gendmicos grandes
(Posfai et al., 1994; Wild et al., 1998), para insertar o eliminar fragmentos especificos de
DNA del cromosoma de diferentes bacterias {Cherepanov and Wackernagel, 1995; Hoang
et al.,, 1998); b). El sistema loxP/Cre del fago P1 utilizado para escindir y rehusar
marcadores de seleccidn en levadura {Sauer, 1994a}, para insertar y recuperar DNAs
especificos del cromosoma bacteriano (Hasan et al., 1994), para manipular animales
transgénicos (Metzger and Feil, 1999; Schmidt et al., 2000), para insertar modificaciones
génicas en levadura (De Antoni and Gallwitz, 2000) v eucariontes superiores (Brecht et
al., 1999); c). El sisterna attP/Int del bacteriofage A que se ha utilizado para promover
deleciones de fragmentos especificos de DNA (Zubko et al, 2000}, para generar
inserciones cromosomales multiples (Diedrich et al., 1992; Peredelchuk and Bennett,
1997); d). El sistema res/RES del transposén v§ utilizado para obtener deleciones
(Higgins et al, 1996); ¢}. El sistema mrs (multimer resolution system) del plasmido RP4
utilizado para escindir genes insertados en el cromosoma de Pseudomonas putida v otras
especies Gram-negativas {Kristensen et al., 1995), asi como para remover ¢}l marcador de
resistencia después de seleccionar la interrupcion de diferentes genes en el cromosoma
de E. coli (Denome et al., 1999).
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Ei SisTEMA CRE/LOXP DEL BACTERIOFAGO Pl. El sistema de recombinacién sitio-especifica
Cre/loxP del bacterioéfago P1 fue descrifo en los 80's {Abremski et al., 1983; Sternberg
and Hamilton, 1981). Este sistema es funcional durante el ciclo de replicacion de este
fago, ya que la recombinasa Cre es la responsable de resolver los dimeros replicativos que
se forman durante la duplicacién de su material genético. Los dos clementos que
componen este sistema son: una secuencia de DNA corta y asimétrica o sitio de
recombinacion designado loxP (locus of crossover in Pl) y una proteina de 38 kDa, la
recombinasa Cre (cyclization recombination). Cada sitio loxP consiste de una secuencia
de 34 pb, compuesta de dos secuencias invertidas repetidas de 13 pb separadas por una

region central asimétrica de 8 nucledtidos (Fig. 2).

SSCASITICETIICA GCATACAT TATATRALITUT

TATTRANRDATIT CETATGTA TLUERTTTTAANL

Figura 2. Secuencia nucleotidica de un sitio loxP

La recombinacion inter- o intramolecular entre dos sitios loxP localizados en DNA
superenrrollado, circular o lineal, inicamente requiere de la presencia de la proteina Cre,
vy a diferencia del sistema de lambda {Int/attP), no requiere factores adicionales ni del
huésped ni del fago. La interaccion de la recombinasa Cre con el DNA en su sitio blanco
loxP se lleva a cabo en forma de dimeros, para lo cual una molécula de esta proteina se
une en cada una de las secuencias repetidas invertidas mas 4 pb de la regiéon
espaciadora. Después de que un dimero de Cre se une a un sitio loxP, otro dimero de Cre
localiza y se une a un segundo sitio loxP, corta ¢l DNA en 1a region espaciadora y después
de llevar a cabo el intercambio de las hebras, vuelve a unir el DNA. El evento de
recoimnbinacion es independiente de la orientacion relativa de los sitios loxP sobre el DNA
(Hoess et al., 1982 y 1686). Asi, la recombinacién entre dos sitios loxP localizados en la
misma molécula de DNA y dispuestos con la misma orientacion, provoca que el fragmento
de DNA localizado entre ¢llos se escinda como una molécula circular; los productos de
este evento de recombinacion llevan un sitio loxP completo cada uno (Fig. 3}. En cambio,
el evento de recombinacién entre dos sitios loxP localizados en la misma molécula de DNA
vy dispuestos en orientacidn contraria provoca que el fragmento de DNA comprendido

entre ellas sc mvicerta (Fig. 4).
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Figura 3. Recombinacion entre dos sitios loxP con la misma direccién.

Figura 4. Recombinacion entre dos sitios loxP con direccidn contraria.

La recombinasa Cre, ademas de levar a cabo la recombinacion entre sitios loxP
localizados en la misma molécula de DNA ({recombinacion intramolecular), puede llevar a
cabo la recombinacion entre sitios loxP localizados en moléculas de DNA diferentes; en

éste ultimo caso, una de las moléculas de DNA participantes queda insertada dentro de la

otra molécula (recombinacién intermolecular).
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REGULACION DE L& EXPRESION GENETICA.

La regulacién de la expresion genética, es un proceso que se lleva a cabo en todas
las etapas de la cascada de eventos que conducen a la sintesis de una proteina en
particular, durante el ciclo de vida de un organismo v en un momento determinado. Este
proceso involucra sefiales a nivel del DNA (v. gr. promotores, operadores, etc.), RNA (v.gr.
sitios de procesamiento, sitio de unién a ribosoma, sitios de empalme en el RNA
mensajero de eucariotas, etc.) y proteinas {v.gr. sitios de procesamiento postraduccional,
como los de glicosilacién y fosforilacidn), las cuales son reconocidas por las moléculas
involucradas en cada uno de los pasos que inician con la transcripcion de un gen vy
terminan con la sintesis y procesamiento de la proteina codificada por dicho gen. Hasta
hace poco tiempo, la mayoria de los estudios realizados sobre regulacidén genética se
habian hecho a nivel de las seflales presentes en el DNA y a nivel transcripcional
{(Makrides, 1996). Con respecto a la Gltima etapa de la expresion genética, conocida como
traduccitn, los conocimientos eran limitados, perc Ultimamente se han incrementado
considerablemente. Esto, quiza se debid al hecho de que los eventos que actiian en los
niveles superiores de la cascada de la expresion genética (regulacién transcripcional)
usualmente tienen efectos mas notorios, mientras que los eventos que ocurren en los
ultimos niveles de la expresidn de genes (regulacidon traduccional} son mas sutiles, pero
Nno por eso menos importantes.

Para obtener la expresion eficiente de cualquier gen en E. coli, es necesario
colocarlo bajo el control de las sefiales que reconoce la maquinaria de transcripeion y
traduccidn del huésped, ademas de que se requiere que las sefiales de inicio de la
tramscripcion y de la traduccion sean adecuadas para obtener el nivel de expresion
requerido, v estén en la posicidon correcta con respecto al inicio de la secuencia
codificadora (Yasueda and Matsui, 1994). La combinacién adecuada de las sehales
necesarias para que se lleve a cabo la transcripcion v la traduccion de un gen, asi como la
presencia de las moléculas reguladoras, casi siempre permiten obtener su expresion a
niveles altos. El diseno y construccion de un sistema genético para expresar un gen en E.
coli, debe de incluir al menos las siguientes seftales: 1. Region codificadora o gen
estructural de la proteina de interés; 2. En el extremo 5' las regiones reguladoras para €l
inicio de la transcripcion y la iraducciéon: Promotor, Secuencia Shine-Dalgarno (SD) y un
coddn de inicio de la traduccion, generalmente ATG aunque también puede ser GTG o

TTG. a una distancia adecuada del SD: v 3. En cl extremo 3’ las regiones reguladoras
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para la terminacién de la {ranscripcidn v =) menos un codén para el términoe de ia
traduccion {TAAt, TGA o TAG}. Los elementos necesarios para que sc lleve a cabo la

expresion de un gen se muestran en la Figura 5, donde se utiliza el promotor hibrido P,

como ejemplo.
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Figura 5. Representacion esquematica de los elementos necesarios para la expre-
5i16n optima de un gen. Como ejemplo, se muestran las caracteristicas
del promotor hibrido fac. La flecha indica la direccién de transcripcion.

El promotor es la secuencia que reconoce la RNA-polimerasa en el DNA, como
sefial para imniciar la sintesis del RNA mensajero {transcripcidén). En E. coli los promotores
se encuentran ubicados entre 10-100 pb arriba del RBS. Cada promotor contiene dos
secuencias de seis nucledtidos cada una, las cuales estdn ubicadas alrededor de 35y 10
pb arriba del sitio de inicio de la transcripcion, caja -35 0 STTGACTAY y caja —10 o6
STATAATEY (Pribnow box), las cuales estdn separadas por 16-18 pares de bases. La
“fuerza” de un promotor es directamente proporcional a la semejanza que tiene con
respecto a la secuencia consenso reportada. Sin embargo, la fuerza real del promotor in
vivo es el resultado de interacciones mas complejas gue existen entre regiones del DNA
hacia arriba y hacia abajo del promotor. De acuerdo con su regulacion los promotores
pueden ser: 1. Constitutivos, los que siempre permiten la transcripcion del{os) genfes)
bajo su control y 2. Regulados, los que tnicamente permiten la expresion genética en
condiciones ambientales y metabolicas especificas. La regulacion de la transcripcion a
partir de los promotores tipo 2, se lleva a cabo por la unién de proteinas especificas en
determinadas secuencias localizadas dentro o muy cerca del promoter, las cuales actian
como activadores {regulacion positiva, +} o represores {regulacion negativa, -).

Hacla abajo del promotor se localiza una region de 39-54 nucledétidos conocida
como ¢l sitio de unién a ribosoma (RBS), la cual comprende: un trecho de polipurinas o
secuencia Shine-Dalgarno (SD), una secuencia rica cnn A+T que separa el SID del codon de

inicio de la traduccion, ¥ el coddn de inicie de la traduccién, generalmente AUG o menos
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frecuentemente GUG o UUG. La secuencia consenso del SD, SALAGEAGE®, es
complementaria a una secuencia altamente conservada en el exiremo 3’ del RNA
ribosomal 168, ¥UTTUCTY, v permite la formacion de un complejo entre ¢l RNA
mensajero v la sub-unidad ribosomal 308, con lo que se establece ¢l primer pasc en la
sintesis de proteinas o traduccion (Hittenhofer and Noller, 1994}. La distancia que hay
del SD al codén de inicio de la traduccién tiene una longitud que varia dentro de un
rango de 5 a 13 nucledfidos, y se ha determinado que esta distancia afecta la eficiencia
del inicio de la traduccion (Chen et al., 1994). Debide a que la formacion de esiructura
secundaria en el franscrifc del mRNA puede reducir la eficiencia del inicio de la
traduccion, las regiones alrededor del SD y del coddn de inicio de la traduccion deben de
tener una secuencia de nucledtidos que evite o al menos disminuya la posibilidad de que
se forma una estructura de horquilla que impida la interaccién de la sub-unidad
ribosomal 30S con el SD; un contenido alto en adeninas en las regiones 5’y 3’ del RBS
evitan la formacion de esfructura secundaria en el mRNA {Schauder ef al., 1989).

Como se menciono anteriormente, ademas del promotor y el RBS localizados hacia
arriba de la region codificadora, hacia abajo de esta region en su extremo 3’, estan
ubicados unoc ¢ méas codones de término de la traduecién y en posicion mas distal, el
terminador de la transcripeidén (TT). De los tres codones de término, TAA (UAA en ¢l
mRNA) seguido por T (U} es el mas eficiente en E. coli (Poole et al., 1995). En organismos
procariotes, el término de la transcripciéon se lleva a cabo por dos mecanismos diferentes:
1. La que depende de la proteina hexamérica Rho, la cual causa la liberacion del
transcrifo de RNA; y 2. La terminacién Rho independiente que depende de sehales
codificadas en el templado, especificamente una regién con simetria de diada que forma
una estructura de tallo-anillo y una segunda region rica en A+T localizada de 4-9 pb de la
secuencia de diada (Wilson and von Hippel, 1995). Adicionalmente, la estructura de
horquilla que forma este tipo de terminador protege el mRNA de degradacion
exonucleolitica y por consiguiente, aumenta la vida media del transcrito (Ehretsmann et
al., 1992).

Como se revisdé en parrafos anteriores, la regulaciéon de la expresion de genes
homéologos o heterdlogos en un huésped como E. coli, depende de la combinacién de
diferentes sefnales y factores involucrados en este proceso; en consecuencia, la seleccion
adecuada de cada uno de estos elementos, permitira obtener los niveles de regulacion

genética requeridos para la cxpresion de genes de interés. Debido a que uno de los
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elementos clave es el promotor, las caracteristicas que en general s¢ toman en cuenta
para seleccionar él adecuado son las siguientes: que sea suficientemente fuerte para
permitir que la proteina de interés represente entre el 10 y ¢l 30% de la proteina total;
que se encuentre bien controlado para que la actividad de transcripcién basal sea
minima; v que se pueda inducir facilmente y a un costo minimo. Generalmente, se
recomienda ¢l uso de un promotor regulado e inducible (tipo 2, Pag. 21}, el cual permite
gue la cepa huésped crezca a una densidad celular alta antes de inducir la expresion de
los genes que codifican el producto deseado (Gold, 1990). Existen diferentes promotores
que regulan de forma eficiente el inicio de la transcripcién, por lo que se emplean para

expresar genes de forma eficiente. Algunos de ellos se mencionan en la Tabla 2.

Tabla 2. Algunos promotores homdélogos v heterdlogos utilizados
para regular la expresion de genes en E. coli

Promotor: I Qrigen: Regulador: Inductor:
. - producto del gen lacl
P E. coli + cAMP-CRP [CAP) IPTG o lactosa
. : - producto del gen lacl
Pracuvs E. coli + cAMP-CRP (CAP) IPTG o lactosa
P E coli - producto del gen trpR | 1AA o
i ' unido a L-triptofano ausencia de triptofano
Piaa P.I'OII‘I(?’EOI’ - producto del gen lac! IPTG o lactosa
sintético
Pt Promotor | o 0 4ucto del gen lael | IPTG o lactosa
sintetico
Prre P_I‘OI’J.:lcl)tOI‘ - producto del gen lacl IPTG o lactosa
simtetico
Promotor T7 | Fago T7 - producto del gen lacl IPTG o lactosa
- ¢l silvestre o clisss? Choque térmico
Pr Fago lambda | - cl silvestre o clisgs? Choque térmico
P Fago lambda | - ¢l silvestre o clisss? Choque térmico
Algunos promotores inducibles como Pue ¥V Pucwvs, estdn conirolados

negativamente por la proteina represora codificada por el gen lacl y positivamente por la
proteina CRP o proteina receptora de AMP-ciclico (cAMP), también conocida como CAP
(proteina activadora de catabolitos). La proteina CRP en presencia de AMP-ciclico forma el
compiexo CRP-cAMP vy sc une su secuencia blanco, con 1o que estimula la interaccién de

la RNA-polimerasa con el promotor activando la transcripeion. El represor impide la
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transcripcion a partir de estos promotores uniéndose a la regién operadora, con lo que
evita que la RNA-polimerasa lleve a cabo la transcripcién. La induccién de la expresion
genética a partir de estos promotores se lleva a cabo en presencia de lactosa, inductor
natural de este promotor, o en presencia de compuestos quimicos de bajo peso molecular
como el IPTG, inductor gratuito, los cuales se unen al represor impidiendo que se una al
operador. El promotor Pi.uvs 8¢ obtuvo por mutagénesis del promotor Pug; la mutacion
UV5 cambid la secuencia de la caja —10 del promotor silvestre a la secuencia consenso,
STATAATgY, con lo cual se incrementd la fuerza de este promotor, debido a que los
cambios favorecen la interaccion de la RNA-polimerasa con el promotor nuevo {Reznikoff
and Abelson, 1980).

Los promotores sintéticos hibridos Pua v Puar se construyeron con las secuencias
de las cajas —-35 del promotor Py, y —10 del promotor Pucyvs separadas por 16 pb, por lo
que su regulacion es similar a la que tienen los promotores que les dieron origen
{(Yasueda and Matsui, 1994). Ambos promotores son reprimidos por el represor del operdn
de lactosa, proteina codificada por el gen lac!, por lo que se inducen con lactosa o IPTG;
como carecen del sitio de unién para CRP-cAMP son insensibles a represion catabdlica.
La transcripcion a partir de los promotores Puo v Puoy €s dos ¥ tres veces mas eficiente
que la mostrada por el promotor Py, cuando se induce. Otro promotor hibrido, P, €s un
derivado del promotor P que en lugar de tener las cajas 10 y =35 separadas por 16 pb,
lleva la regién espaciadora consenso de 17 pb; sin embargo, la actividad transcripcional
de este promotor es similar a la del promotor P

El promotor del operén de triptofano, Pup, esta regulado negativamente por el
represor codificado por el gen trpR, el cual para ser activo debe estar unido a L-triptofano.
El inductor quimico para este promotor es €l acido indol-acrilico (IAA) que inactiva at
represor impidiendo que se una con el triptofano. Otra forma de mantener activo a este
promotor es eliminando el triptofano del medio de cultivo. En condiciones de induccion,
la expresion a partir de este promotor es aproximadamente 70 veces mayor que la
obtenida en condiciones sin induccion {Yansura and Henner, 1990).

Otras regiones promotoras utilizadas, son los promotores derecho e izquierdo del
fago lambda {P. v Pr) que estan controlados por la proteina represora cl silvestre o la
mutante sensible a temperatura (cluss7. El promotor P. es un promotor muy fuerte e
mducible, v a diferencia de otros promotores inducibles estd completamente reprimido

por el represor cit la induccion de este promotor se lleva a cabo eliminando la proteina
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represora, ya sea por aumento en la temperatura cuando es termosensible o por
protedlisis inducida con acido nalidixico en cepas RecA*. La regulacidon mas fina de la
expresion genética a partir de promotores inducibles es la que se logra cuando el represor
también esta regulado, ya sea que esté codificado en el vector de expresion o insertado en
el cromosoma, para evitar el efecto de titulacién del represor. Mas adelante se comentara
con mas detalle el funcionamiento y uso de los promotaores del hacteridfago lambda.

Un sistema de expresion genética atil, es el que emplea una combinacion de uno
de dos promotores del bacteriéfago T7, los promotores de los genes 9 y 10, v la RNA-
polimerasa que reconoce estos promotores. La RNA-polimerasa del fago T7 esta codificada
por el gen [y es un monémero de aproximadamente 98.8 kDa que ademas de reconocer
de forma especifica los promotores de este fago, una secuencia de 23 pb altamente
conservada, es mas activa que la RNA-polimerasa de E. coli. Como los promotores de T7
no son funcionales en los huéspedes utilizados para expresar genes, debido a que su
secuencia no es reconocida por la RNA-polimerasa enddgena, los sistemas de expresion
basados en estos promotores incluyen un sistema genético para producir RNA-polimerasa
de T7 activa. El sistema mas utilizado, involucra la induccion de la expresiéon de una
copia del gen I insertado en cromosoma y bajo la regulacion del promotor Pucuvs; asi, la
expresion genética a partir de alguno de los promotores del fago T7 tinicamente se lleva a
cabo después de inducir la expresion de la RNA-polimerasa exdgena que reconoce de
forma especifica a estos promotores e inicia de inmediato la transcripcién (Studier et al.,
1990).

Actualmente, estan disponibles varias regiones de inicio de la transcripecion y de la
traduccitn que pueden utilizarse en diferentes huéspedes para regular la expresion de
uno o mas genes. También, se encuentran disponibles diferentes regiones de terminacion,
las cuales pueden ser del mismo gen del que se tomaron las regiones de inicio de la
transcripcion o provenir de un gen diferente. Actualmente, no es posible predecir con
certeza el grado en que se va a transcribir y traducir una region codificadora bajo la
regulacion dada por una combinacién de determinado promotor, con cierto RBS y cierto
terminador de la tiranscripcién. Asi, la construccién y funcionalidad de vectores
quiméricos para la expresion controlada de genes, se desarrolla de manera especifica
para cada caso y su eficiencia sc valora por ensayo y error. Para expresar un gen
determinado, normalmente se coloca junto con algun gen cuye productoe esta involucrado

en la transcripeion en un vector apropiado para introducirlos dentro del huésped de



expresion. Existe una gran cantidad de vectores, entre los que se puede seleccicnar aguel
que reuna las caracteristicas necesarias para cubrir los requerimientos de cada caso.
Dependiendo del vector utilizado, la construccién se puede mantener como elemento
extracromosomal o integrarse dentro del cromoscma del huésped. Cuando se desea que
haya infegracidn en el cromosoma, es necesario que en la construccién exista una
secuencia homéloga a una secuencia presente en €l cromosoma del huésped; la seleccion
de esta secuencia, se hace tomando siempre en cuenta que no cedifique para alguna

proteina indispensable para el crecimiento del huésped.

Los PROMOTORES £ Y £ DEL BACTERIOFAGO LaMeD&. El bacteridfago lambda para replicarse
necesita de manera obligada infectar a su célula huésped, E. coli Inmediatamente
después de infectar a la bacteria, puede seguir uno de dos modos de desarrollo: el litico ¢
el lisogénico. En el primero, las células infectadas producen muchas copias del fago y
entonces se lisan liberando numercsas particulas virales infectivas. En el segundo, el
cromosoma del fago se integra dentro del cromosoma de la célula huésped donde
permanece en estado latente y se duplica pasivamente como parte del cromosoma
bacteriano. El estado del fago dentro de la bacteria esta controlado por una regidn
promotora, la cual regula que continie la expresion genética de las funciones de lisis o
éstas se repriman y se inicie el establecimiento de lisogénia. La inhibicion del modo de
replicacion litico y el mantenimiento del estado lisogénico, se lleva a cabo en la region
operadora tripartita Or que es la regién en el cromosoma del fago donde la proteina
represora ¢l se une para controlar la transcripcion divergente a partir de los promotores

PR hi PI'\’M (Flg. 6).

/ Operador \

Figura 6. Region promotora Pum/ P: v operador tripartida Op del fago lambda.
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Durante el estado lisogénico del fago el Ginico gen que se expresa es el del represor
cl, el cual en realidad es un regulador de la expresion genética tanto positivo como
negativo. Este represor también controla otros promotores liticos (P. y P} y uno de ellos,
el promotor P, esta regulado de manera muy fuerte y efectiva por cI (Ptashne, 1992).

Ellrepresor cl, como ya se menciond, es una proteina hi-funcional que actiia como
regulador positivo y negativo de la expresion genética; este regulador ademas de
interactuar con Og, también interactia con la region operadora Oy; la estructura de éste
segundo operador es igual a la de Og (Fig. 6), solo que se encuentra ubicado en la region
que contiene al promotor A, €l cual tiene la misma direccion relativa que la que presenta
el promotor Pz en su region promotora. La unién de la proteina cl en dos de las tres
regiones del operador Og, Or1 ¥ Oxre, mantiene inducida la expresion de su propio gen a
partir del promotor Pru y reprime la expresion del gen cro a partir del promotor FPg; de la
misma rtnanera, la union de cl en las regiones Ou1 v Oz del operador Op mantiene
apagados todos los genes de lambda que estan bajo el control del promotor P.. La union
del represor cl en forma de dimeros a los sitios de los operadores Or y O., esta
determinada por la afinidad de esta proteina por la secuencia de nucledtidos de las tres
regiones que forman estos operadores (Ori, Orz ¥ Ors, ¥ Ou1, OL2 y Ova); la afinidad por el
sitio O es mayor que por el sitio Oz, v la afinidad por este tltimo es mayor que por Os.
Debido a la alta afinidad del represor cl por la secuencia presente en O, la uniéon de esta
proteina en este sitio es 10 veces mas fuerte que la que se da en los otros dos, por lo que
primero se une a este sitio y entonces por cooperatividad, facilita la unién de otro dimero
de ¢l en O y finalmente en O3.

El papel de la proteina cl como regulador positive ¢ negative esta determinado por
la forma en que se da la interacciéon espacial y temporal de esta proteina con los
operadores Or y Ou: A). La union del represor ¢l en Ogy reprime al promotor FPr y facilita la
interaccién con Oge; la unién de cl en el segundo operador aumenta la afinidad de la
RNA-polimerasa por el promotor Prw por lo que éste se activa. B). La unién de cl en On
impide la expresion a partir del promotor P. La forma en que cl puede actuar como
regulador negativo y/o positivo de la expresion genética se esquematiza en la Figura 7.

Para iniciar la transcripcion a partir de los promotores liticos, P, P v Pr, para que
lambda pase del estado lisogénico al estado de lisis, es necesario inducir la expresion
genética a partir de estos promotores. Lo anterior se logra inactivando la proteina

represora ¢l con lo cual se transeribe ¢l gen cro a partir del promotor Pe. El producto de
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En nuestro laboratorio estamos interesados en el desarrollo, caracterizacion y
refinamiento de herramientas moleculares para ser utilizadas en el aislamiento y la
manipulacion del material genético. En este sentido, nuestro grupo ha construide -in
conjunto de plasmidos derivados muchos de ellos del vector pBR322, que fue el primner
vehiculo molecular de clonacion multipropdsito, que permiten introducir en la bacteria el
DNA clonado y estabilizarlo de forma extracromosémica (Bolivar et al., 1977). Entre estos
derivados, destacan tres familias de plasmidos que permiten integrar material genético
especifico en el cromosoma de E. coli (Balbas et al.,, 1993 y 1996; Le Borgne et al., 1998 y
2001). La caracteristica principal de estos vectores de integracion es que permiten
efectuar la insercion en el cromosoma de forma sitio-dirigida, ya que la integracién del
material genético por recombinacion homéloga doble se lleva a cabo en el locus lan? La
insercidon cromosomal del DNA clonado y en varios casos modificado, permite contender
con los problemas de regulacion debidos al efecto multicopia y a la pérdida de los genes
de interés como consecuencia de la segregacion de los plasmidos, asi como mejorar la
viabilidad de las células modificadas, eliminando la carga metabdlica extra impuesta por
el mantenimiento de varias copias del plasmido (Minas and Bailey, 1995).

Por otro lado, otras lineas de investigacion importantes del laboratorio estan
dirigidas hacia el aislamiento y caracterizacién de genes en E. ¢oli, entre los que destacan
genes del metabolismo de nitréogeno y carbono (Castario et al., 1992; Ponce et al., 1995, o
el gen que codifica la enzima penicilino-acilasa (Merino et al, 1992); asi como la
producciéon de proteinas heterélogas como proinsulina (Balbas et al., 1988; Olmos et al,
1994), interferdn o (Oliver et al, 1985), somatostatina (Itakura et al., 1977) y penicilino-
acilasa (Gomez et al, 1994). Para fortalecer estas lineas de investigacion, ha sido
necesario establecer un area de investigaciéon que cubre el diseno y construccion de
metodos y herramientas que permitan optimizar el manejo y la expresion del material
genético, tanto in vitro como in vivo.

El mejoramiento de los sistemas genéticos utilizados hasta ahora, asi como el
diseno e implementacion de mejores sistemas, ha permitido obtener avances en el
desarrollo de otras de las areas de interés del grupo: el estudio y meodificacion de la
regulacion de genes cromosomales de la enterobacteria E. coli y de Bacillus subtilis, con la
finalidad de entender v a su vez modificar sus vias metabélicas. En consecuencia, ¢l
planteamiento de la manipulacion genética de un microorganismo para los fines del

grupo, no se limita a la modificacion estructural de lo¢i determinados, sino que también




Angecedontes ¥ Jusiiizaciia

implica la expresion controlada de genes especificos de E. coli v B. subtilis. De esta
manera, los esfuerzos dirigidos hacia la modificacién directa del metabolismo celular,
principalmente de E. coli, se engloban dentro del area de investigacién y desarrollo de la
Ingenieria de Vias Metabdlicas que constituye otra de las lineas de investigacién del
grupo.

La ingenieria o meodificacion de vias metabdlicas consiste en la identificacion,
caracterizacion y modificacion de aquellas etapas del metabolismo celular que regulan la
sintesis de algin metabolito de interés comercial; en general, estas ctapas son las que
limitan la biosintesis del compuesto. Esta disciplina inicialmente realiza un anélisis
cuantitativo de la distribucién de los flujos de carbono en las vias metabdlicas asociadas
a las etapas criticas en la biosintesis del compuesto de interés y, posteriormente, con la
ayuda de la Ingenieria Genética, modifica algunas etapas estratégicas para redistribuir
los flujos de carbono (Bailey, 1991; Stephanopoulos and Vallino, 1991). En consecuencia,
el objetivo que se persigue durante el desarrollo o mejoramiento de una cepa de
produccién, es incrementar los flujos de carbono, energia v poder reductor hacia la
sintesis del metabolito de interés.

Cuando E. coli crece aerdébicamente en medio minimo con glucosa como fuente de
carbono, cubre sus requerimientos de energia v precursores a través de las siguientes
vias: 1. La Via de Embden-Meyerhof-Parnas (EMP)} o glicolisis que convierte la glucosa-6-
fosfato a piruvato; 2. El Ciclo de los acidos tricarboxilicos (TCA} que oxida acetil-CoA a
COz; 3. La Via de Entner-Doudoroff (ED) que produce piruvato y ghceraldehide-3-fosfato;
vy 4. la Via de las pentosas fosfato (PP) que oxida la glucosa a CO, y gliceraldehido-3-
fosfato con produccion de dinucleédtido-fosfato reducido de nicotin-adenina (NADPH). Uno
de los pasos importantes en la distribucién de los esqueletos de carbono dentro del
metabolismo central de E. coli, es ¢l nodo de fosfoenolpiruvato-piruvate {PEP-PYR). El
consumo de PEP en este nodo se da por varias vias (ver Fig. 8): el sistema de la
fosfotransferasa (PTS) consume el 50 % del PEP utiizéndolo como donador de g mns
fosfato durante el transporte y fosforilacion de carbohidratos; las enzim=s piruvato
cinasas | y II (PykA, PykF) v fosfoenolpiruvato carboxilasa {Ppc) consumen 30.7 %; otras
vias consumen el 16 %, vy sélo un 3.3 % se utiliza como precursor para la sintesis de
compueslos aromaticos. El consumo de PEP para sintesis de aromaticos €s minimo, si se

compara con el consumido por otras vias; esite hecho se debe principalmente a que los

e
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requerimientos celulares por estos compuestos son relativamente bajos, por lo que la
célula mantiene un fiujo de carbono limitado hacia esta via biosintética.

Plryvate

A

GluCOoSa Glucosa Via de las
(o] ———) ﬁ_ —ﬂ* pentosas
PTS .
50%
Otras ( w‘uﬁ"‘".,-*-.v-r

Vias 16%

16.2V

Oxalacetato
via Ppc

Figura 8. Distribucion del fosfoenolpiruvato en E. coli. Los porcentajes fueron
calculados de datos reportados por Holms {1986). Tomada de Valle
etal., 1996

En nuestro grupo, €l estudio, modificacién y redistribucion del metabolismo de
carbono en la via glicolitica, tiene como uno de sus objetivos especificos modificar el nodo
del fosfoenolpiruvato-piruvato (PEP-PYR), con la finalidad de incrementar la
disponibilidad de PEP para utilizarlo en la via de sintesis de compuestos aromaticos o
proteinas recombinantes. Uno de los pasos criticos para la sintesis de compuestos
aromaticos es la condensaciéon de eritrosa-4-fosfato (E4F), que proviene de la via de las
pentosas, con el fosfoenolpiruvato (PEP), que proviene principalmente de la glicolisis,
para formar 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP), gue es el primer
intermediario de la via de sintesis de estos compuestos (Fig. 9). Las estrategias utilizadas
para aumentar la disponibilidad de PEP han requerido la modificacion de algunas
reacciones énzimaticas involucradas en el metabolismo de este compuesto. Para esto, se
inactivo el sistema de fosfotransferasa (PTS) en E. coli JM101, y se selecciond una cepa
derivada de ella que fuera capaz de crecer utilizando glucosa como fuente de carbono
(PTS-Glc*). Posteriormente, se inactivaron los genes que codifican para las isoenzimas

piruvato cinasas PykA y PykF v se incremento la expresion de la enzima PEP-sintasa que
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reconvierte el PYR en PEP {Pps*]. En estas condiciones de estudio, la cepa con las
mutaciones PTS-Glcr, PykA- PykF-, produjo cinco veces mas DAHP que la cepa sin
ninguna modificacién (Flores et al., 1996; Gosset et al,, 1996; Ponce ef al., 1993).

Espacio Espacie
Extracelular || Intracelular

Gluoosa 6P ——-——-} Gluconato 6-P

e
WG

_______ S
& DEOXIL.D-ARABINO-
HE?TULOSONA‘!‘O 7-P
(DAHP) ©
pyka
r...w |
148 %
‘ St
Corismato
Acetil-CoA =——3» Acetato W% \
k Antranilato Prefenato
Oxaloacetato P Citrato
? v VYo
Malato Isocitrate Trp Phe Tyt
1\ Ciclo de Krebs ‘L
(TCA)
Fumarato a~cetoglutarato

L Succinato 46— Succinii Co-A

Figura 9. Representacion esquematica de las principales vias
metabodlicas de E. coli.

Desafortunadamente, la velocidad de crecimiento de estas cepas disminuye
considerablemente con respecto a la presentada por la cepa parental {ver Tabla 3). Por lo
tanto, si bien con las modificaciones realizadas se logré aumentar la concentracion de
DAHP, también es evidente que no es posible realizar varias modificaciones genéticas sin
alterar las capacidades biosintéticas de las células, y sin que la reduccién de los recursos
metabdlicos necesarios para el crecimiento balanceado de la bacteria afecten su velocidad

de crecimiento, como lo senalan Bailey {1991} v Seo {1985).
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Tabla 3. Tiempos de duplicacion (tp) obtenidos para E. coli silvestre
v las cepas mutantes en PTS y pyk. Tomada de Ponce, 1996.

Cepa tp {min)= —{ % de incremento®
JM101 silvestre 58.8 +2.10 | 0
JM101 pykA 69.3 + 3.95 17.9
JM101 pykF 69.4 + 1.72 18.0
JM101 pykA pykF 82.2 + 0.60 39.8
JM101 PTS Glc- 106.4 + 2.79 80.9
JM101 PTS pykA 98.5+ 1.62 67.6

| JM101 PTS pykF 141.0 + 0.06 139.8

a Los datos se presentan como el promedio de 2 a 4 mediciones independientes.
b Calculado de las diferencias entre el tp de la cepa silvestre y las mutantes.

Como se desprende del ejemplo mencionado en el parrafo anterior, la Ingenieria de
Vias Metaboélicas requiere realizar numerosas modificaciones en el genoma de las cepas
de produccién para mejorar la biosintesis de algiin metabolito de interés industrial y, en
condiciones ideales, se desearia que estas modificaciones no comprometieran el
crecimiento de las cepas. Las modificaciones genéticas, normalmente, ademas de requerir
el uso de plasmidos también involucran deleciones y/o integraciones especificas en el
cromosoma, asi como de modificaciones en la expresion de un gen o genes especiiicos de
una via metabélica. Con la finalidad de seleccionar modificaciones genéticas, asi como
eventos de integracién en el cromosoma, en €ste y en muchos otros ern'cques de
manipulacién genética, se tienen que utilizar marcadores de seleccion que sean detectar
facilmente, los cuales por lo general son genes que codifican resistencia a antibioticos.
Normalmente, al final del proceso de construccién de una cepa, estos marcadores
permanecen en ¢l huésped y si el evento de integracion se repite varias veces, la cepa
modificada adquiere varios genes de resistencia a antibidticos. Debide a que la
disponibilidad de marcadores de seleccion es limitada, un microorganismo con estas
caracteristicas tiene la desventaja de dificultar su manipulacion y, ademas, impide
realizar modificaciones posteriores; por otro lado, los genes de resistencia representan
una carga metabolica adicional. También es importante tomar en cuenta que una cepa
portadora de multiples gencs de resistencia a antibidticos estd sujeta a muchas

restriceiones cuando se pretende utilizar en procesos industriales para la produccion de
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proteinas o metabolitos (Colwell, 1991; De Lorenzo, 1992). Por lo tanto, ¢s deseable
contar con sistemas eficientes para integrar genes y/o fragmentos de DNA en sitios
especificos del cromosoma v que simultaneamente permitan evitar la generaciéon de cepas
con resistencias a multiples antibiéticos. Lo anterior se puede lograr eliminando el
marcador empleado para seleccionar las células que adquirieron la modificacion deseada,
a través de un evento de eliminacién.

Como ya se ha seftalado, una manera de eliminar regiones especificas del genoma
se realiza por medio de eventos de recombinaciéon promovidos por las recombinasas sitio-
especificas de los sistemas utilizados en la actualidad (ver Tabla 4). Algunas de las
recombinasas que se han utilizado con este fin son: la recombinasa Cre del bacteriéfago
Pl {Sauer, 1987; Sauer and Henderson, 1988 y 1989; Dale, 1990), la recombinasa FRT
de levadura (Pésfai et al., 1994; Cherepanov and Wackernagek, 1995) v, en menor grada,
la recombinasa Int del fago lambda (Huse et al, 1994). Sin embargo, el sistema mas
utilizado por diversos grupos es el sistema Cre/loxP del bacteridfago P1 {Medberry et al.,
1995).

Tabla 4. Sistemas de Recombinacidon sitio-especifica.

Recombinasa: |Secuencia blanco: | Microorganismo:
Cre loxP Bacteridfago Pl
Int attP Bacteridfago &
Plasmido 2um de
Flp FRT levadura.

Con base en lo anterior, es posible pensar en construir casetes de seleccidn que
lleven genes que codifiquen para la resistencia a algin antibidtico y que también incluyan
sitios loxP delimitando dichos genes. El disefio anterior permitiria eliminar el marcador de
resistencia promoviendo la expresién de la recombinasa Cre en un momento dado, para
que después de haber realizado y seleccionado la modificacion deseada en el cromosoma
de E. coli, se lleve a cabo un evento de recombinacién sitio-especifica entre las secuencias
loxP con la consecuente delecion del gen de resistencia.

Como se sehald, el planteamiento de la manipulacidn genética de un
microorganismo, para los fines de nuestro grupo, no se limita a la modificacion
estructural de foci determinados, simno gue también implica la expresion controlada de

aenes cromosomales de E. coli, En general, ol desarrollo o/v mejoramicnio de un proceso
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de produccién requiere de controlar o modificar la expresion de uno o varios genes. Para
esto, se han realizado algunos intentos para controlar esta expresion por medio de
promotores especificos, tales como el promotor hibrido P (de Boer et al., 1983). Este
promotor y algunos otros derivados de €l se caracterizan por ser promotores fuertes, pero
tienen el inconveniente de que no se pueden controlar adecunadamente, y de hecho atn
en condiciones de represidon presentan transcripcién de escape muy alta; esto se debe,
entre otros factores, a que la cantidad de proteina represora no es suficiente y a que la
interaccion entre el represor y la secuencia de DNA que reconoce en la region del
promotor es débil {de Boer et al., 1985}). Entre las estrategias realizadas para resolver
este inconvenienfe, se encuenira la sobre-expresion de la proteina represora o
disminuyendoe el nimero de copias de la construccién promeotor-gen, ya sea utilizando
plasmidos de bajo nGmero de copias o la integracidén en cromosoma; €l inconveniente de
utilizar estas estrategias, es que en algunos casos no se logra el nivel de expresion
deseado.

Una alternativa viable para lograr una nivel de expresién alto y una regulacién
conirolada de uno o mas genes en el cromosoma de E. cofi, seria utilizar los promotores
que regulan la replicacion del bacteridfago lambda. Este sistema de promotores, como se
mencionoé en la seccion de generalidades, se encuentra regulado de manera muy eficiente
a través de la interaccién que se establece entre la proteina represora cl y secuencias
operadoras presentes en estos promotores. Pev v Pr son promotores divergentes
localizados en una de las regiones reguladoras del ciclo de replicacion del bacteriofago
lambda vy sus sifios de inicio de la transcripcion estan separados por tan solo 82 pb.
Ademas de los hexameros consensos de las regiones —10 vy =35 de ambos promotores, la
region entre los dos sitios de inicio de la transcripcidn contiene tres segmentos
operadores Ori, Orz ¥ Ors, que son los sitios de reconocimiento y unién del represor cl.
La union del represor a Ori u Owe bloguea el inicio de la transcripcion desde Pk evitando
la transcripcion de los genes localizados hacia abajo de este promotor; sin embargo, v de
manera simultanea, la unién a Ory activa el promotor Pry (Woody et al, 1993}. Este
efecto diferencial sobre ambos promotores, se hace extensivo al promotor P, sobre el cual
cl actita como lo hace con Pg; en presencia de cl el promotor P. es inactivo y en su
ausencia es activo (ver Tabla 3).

Bajo ¢l esquema anterior, cualquier gen gue csté bajo control del promotor P,

podra ser inducido a niveles muy altos de expresion al inactivar cl. Por otro ladoe, como el
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promotor Pry funciona de manera inversa a PL, Unicamente estara activo en presencia de
cl e inactivo en su ausencia. Asi, si se desea activar simultaneamente la expresion de
uno o varios genes bajo la misma sefial reguladora, el sistema cl-Pry lo permite. Si por el
contrario, lo que se desea es reprimir la expresion genética de uno o varios genes con la
misma sefial, el sistema cl-P. ofrece esa oportunidad. De hecho, es concebible utilizar
ambos promotores simultaneamente y asi disponer de un sistema que permita prender y

apagar al mismo tiempo genes cromosomales en E, coli (La Vallie et al., 1993 y 2000}.

Tabla 5.. Efecto del represor cl sobre los
promotores Py Pry de lambda.

cl funcional ausencia de cl
P inactivo P activo
Pry activo Pry inactivo
|

El presente proyecto se enmarca dentro de esta consideracion, ya que pretende
construir sistemas genéficos que permitan controlar la expresioén, ya sea positiva o
negativamente, de uno o varios genes presentes en el cromosoma; lo anterior, permitira
tener o no la expresion del o los genes especificos. Utilizando ¢l disefio adecuado, éste
podria permitir que utilizando una sola seftal de regulacion, se lleve a cabo la expresion o
represion de manera concertada v controlada, de genes o familias de genes. Bajo esta
estrategia, se abre la posibilidad de modificar cepas de produccién sin comprometer su
crecimiento. Asi, primero se estarian expresando los genes necesarios para el crecimiento
Optimo del microorganismo y cuando se obtenga una biomasa alta, la expresion genética
se invertiria a través del sistema de regulacion adecuado, para reprimir los genes cuya
expresion es necesaria para el crecimiento y en su lugar expresar 1os genes necesarios
para la biosintesis de un compuesto especifico. Ademas, y como se mencioné lineas
arriba, en este provecto también se pretende construir herramientas genéticas que
permitan insertar y/o eliminar regiones delimitadas de DNA cromosomal de E. coli,

evitando, en particular, la permanencia de marcadores de resistencia a antibiéticos.
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Opjetivos

La ingenieria de vias metabolicas requiere muchas veces modificar diferentes genes
cromosomales, los cuales estan involucrados en la produccidn de un metabolito
particular. Los procesos anteriores implican en muchos casos la incorporacién de genes
de resistencia a antibidticos. Asi mismo, la ingenieria de vias rmetabédlicas también
requiere modular la regulacidon de la expresion de genes involucrados en la misma via
metabdlica o en ofras vias que compiten por el consumo de ciertos metabolitos
intermediarios. Con base en lo antes mencionado, en el presente trabajo se plantearon
los siguientes objetivos:

1. Utilizando €l sistema de recombinacion sitio-especifica del fago P1, disefar y construir
sisternas genéticos que permitan eliminar el marcador de resistencia a antibiotico
utilizado en la construccién de cepas genéticamente modificadas.

[i. Utilizacion de las sefales de regulacién genética del bacteridfago lambda, promotores
Py Pru, asi como el represor cl, para diseniar y construir sistemas gené€ticos que
permitan regular de manera simultdnea y concertada, genes cromosomales de
Escherichia coli.

II1. Aplicacién de los sistemas construidos en E. coli, usando corno modelo algunos genes

cromosomales y/o genes heterdlogos insertados en su cromosoma

PARTICULARES

Para la realizaciéon de los objetivos generales, se definieron los siguientes objetivos

particulares:

I. Construir sistemas genéticos que permitan insertar y/o eliminar regiones delimitadas
de DNA cromosomal de E. coll.

a) Ultilizando ¢l sistema de recombinacion Cre/loxP del bacteridfago P1. construir

cascles mutagénicos que codifiquen para alguna resistencia a antibiotico y que sc

pucdan escindir por medio de recombinacion sitio-especifica inducida.




b)

II.

b)

III.

b)

Otjesives

Construir un sisterna genético para expresar de manecra controlada la recombinasa

Cre del bacteriofago P1.

Disefiar y construir vectores de clonacién / insercidén que permitan colocar uno o
varios genes cromosomales de E. coli bajo el control de una de las sefiales de
regulacidon genética del bacteriofago lambda.

Construir casetes que permitan poner uno o varios genes cromosomales de E. coli
bajo el control de los promotores P, o Pru del bacterioéfago lambda.

Construir un sistema que permita expresar de manera controlada al gen cl, el cual

codifica para la proteina represora de lambda.

Utilizando los sistemas construidos, modificar la expresidén genética de genes
homologos o heterdloges insertados en el cromosoma de E. coli.

Con los casetes construidos en los objetivos anteriores, colocar el gen reportero que
codifica para la enzima [-galactosidasa bajo el control de los promotores Py Pru-
Para caracterizar los sistemas genéticos construidos, insertar las fusiones génicas en
el cromosoma de E. coli para evaluar el nivel de control v de expresion del gen bajo la

regulacién de los promotores del fago lambda.
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CEPAS BACTERIANAS Y VECTORES

Las cepas de E. coli y los plasmidos utilizados y construidos en este trabajo se
describen en las Tablas A v B, respectivamente. La cepa XL1-Blue de E. coli se utilizd
para la propagacién y amplificacién de vectores del tipo de pBR322 (origen de replicacion
ColE1) y derivados termo-sensibles del pSC101, asi como en los experimentos de
clonaciéon y construccion de los plasmidos. Las cepas lisogénicas del fago lambda pir,
S17-1 Apir o SY327 Apir, se utilizaron para el enriquecimiento de plasmidos que llevan el
origen de replicacion condicionada del plasmido R6K (orfyzex). La cepa 294-Cre que lleva
el gen de la recombinasa Cre bajo regulacién del represor termosensible clss7 integrado en
el locus cromosomal lacZ, se utilizé para comprobar el funcionamiento correcto de las
secuencias loxP presentes en cada uno de los casetes de resistencia escindibles
construidos en este trabajo. E. coli W3110T+ se utilizé para obtener las modificaciones
cromosomales sin marcador de resistencia (insercién/interrupcién para lacZ, y delecion-
insercion/interrupcion para galE). La cepa GI724 se utilizd para la expresion del gen
reportero lacZ fusionado a los promotores P,y Pru, tanto silvestre como mutante, del

bacteriofage lambda.

TapLa A. CEPAS BACTERIANAS UTILIZ&ADAS Y CONSTRUIDAS DURANTE ESTE TRABAJO.

. Fuente o
Cepas de E. coli:  GENOTIPO Y FENOTIPO RELEVANTES 2 Referencia:
XL1-Blue supF44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA46 {Nal¥), thi, relAl,
lac F'traD36 proAB lach lacZAM1S, Tnl0 (TetR)]. Cepa
transformable a eficiencias altas vy deficiente en los|
I sister_nas de recombinacién homéologa. Modiﬁca. pero no'! Sambrook et
‘ restringe el DNA transformado, por lo gue se utiliza para al. 1989
| propagar plasmidos, fagos filamentosos y fagémidos a | "
gran escala. El F’ de esta cepa permite la seleccién de
i colonias blancas/azules en XGal y permite la super- |
| infeccion con el bacteridfago M13. |
MM294 "B, W, supB44, hsdR17 (r, m*), endAl, thi-1. Sambrook et
o al, 1989
. 294-Cre ‘ F, &, supE44, hsdR17, endAl, thi-l, lacZ:clys-Cre. }
| Derivada de la cepa MM294, a la cual se le inserté en el, Buchholz et
| locus cromosomal lacZ el gen cre bajo el control del al., 1996 |
represor sensible a temperaturas mavores a 37°C (cligsr)-
S17-1 A pir hsdR M', recA, thi, pro, [RP4-2-TciMuikKm:Tn7, TpF,

Sm¥, integrado en cromoesomal. Cepa que lleva un fago
2 pir en estado lisogénico, el cual codifica para la proteina
P {m) necesaria para la replicacion de plasmidos con ol
origen de replicacion gama del replicon ROK {ortasn)

De Lorenzo,
1994

44



Magarisias v Métodos

CONTINUACION DE L& TABLA &

Cepas de E. coli:

G:ENOTIPO Y FERNOTIPO RELEVANTES &

! Referencia:

Fuente o

SY327 A pir

w3110

W3110T+

_tratamiento con CaCly, pero que no moviliza plasmidos.

I a Trp® por medio de transduccion generalizada con el
~ bacteriéfago Pl.

-, araD, Allac-proj, argE(Am), recA56, nalA, Riff Derivada |
de la cepa SY327, la cual fue lisogenizada con el fago A pir.
Cepa altamente transformable después de someterla a

Kaniga et al, |
1991

- INV (ranD-rmnEjl, RecA®, Trp, Lac'.

Jensen, 1993 |

Como la cepa W3110, solo que el fenotipo Trp- se restaurd

Coleccion. del
laboratorio

W3110T+
lacZ:Cat?2

CmF Derivada de la cepa W3110T* que tiene interrumpido
el gen cromosomal lacZ por la insercidn del casete
escindible de resistencia a cloranfenicol Cat2.

Este trabajo

W3110T* lacZ: loxP

Cm® Derivada de la cepa W3110T* lacZ::Cat2 que tiene
interrumpido el gen cromosomal iacZ por la permanencia
de una secuencia loxP después de la escisidén del casete

Este trabajo

‘ . Cat2. o
' W3110T+ ' CmR Derivada de ia cepa W31 10’[‘+ que tiene interrumpido Este trabaio

galE::Cat2 el gen cromosomal galE por la insercion del casete Cat2. - J

W3110T+ CmS Derivada de la cepa W3110T* que tiene interrumpido .

galE::loxP el gen cromosomal galE por la permanencia de una | Este trabajo

. B | secuencia loxP después de la escision del casete Cat2.
GI724 Ao, lach, lacPL8, ampC:iPupcl, merd, merB, INV (rmnD--
mnE). Cepa utilizada para amplificar el vector de
expresion pLEX y sus derivados, asi como para la
expresion 6ptima de los genes clonados bajo la regulacién Invitrogen
i del promotor F. del bacteriéfago lambda presente en este =
" plasmido. Ademas, esta cepa lleva integrado en el locus
cromosomal ampC el gen que codifica el represor ¢l bajo
regulacion del prometor inducible Pip.
' GI724/pINTPrywr- | Igual que la cepa GI724 solo que lleva el gen lacZ bajo

lac?, regulacion del promotor silvestre Pomwr del bacteridfago | Este trabajo

lambda en plasmido.

G724 /pINTPrvur- ‘ Igual que la cepa GI724 solo que lleva el gen lacZ baJo J
| lacZ ' regulacion de! promotor mutante Fawmue del bactenofacro‘ Este trabajo
' | lambda en plasmido.

GI724 /pINTP.- ‘ Igual que la cepa GI724 solo que lleva e1 gen lacZ baJo
' lacZ Fregulacién del promotor P, del bacteridéfago lambda en

plasmido.

| Este trabajo ‘

a para la descripcion de algunas caracteristicas mencionadas en esta tabla, consultar el anexo de

abreviaturas.



Aageriaies v Aétodas

TasrLa B. PLASMIDOS CONSTRUIDOS Y UTILIZA&DP0OS DURANTE ESTE TRAB&JO.

Fuente o

Plasmido: CARACTERISTICAS RELEVANTES @ Referencia:

PMS102 ApR Derivado del vector pSL1180 que lleva en el MCS dos
secuerncias loxP con la misma direccion relativa y con un
sitio de restriccion Xbal entre ellas. Ademas, como lleva
la regién intergénica del fago {1 permite preparar DNA de
cadena sencilla para secuenciacién ¢ mutagénesis.

ploxl ApR  Derivado del vector pMS102 que se obtuvo
eliminando un fragmento de 26 pb del MCS, con lo que
se removieron los sitios de restriccidon Hpal, Kpnl, Xbal y | Este trabajo
Nhel. Con esta modificacion, el sitio Xbal presente entre
las secuencias loxP es Gnico.

pCATIO ApR, CmR Derivado de pUCI19 que lleva el gen que
codifica resistencia a cloranfenicol del plasmido pBR325
(caf) delimitado en ambos lados por varios sitios de| Fuqua, 1992
restriccidn, los que perriten liberar dicho gen por medio
de digestiones senciilas o dobles.

plLoxCat2 ApR, CmR Derivado del vector ploxl que lleva clonado el
gen cat (CmR) entre las secuencia loxP. La direcciéon de
transcripcién de este gen de resistencia es igual a la
direccién relativa de las secuencias loxP.

pBSL121 ApR, Cm® Derivado de pBR322 que lleva el gen de
resistencia a cloranfenicol del pBR325 delimitado en
ambos lados por un MCS del vector pBluescriptllKS+. El
sitio de restriccién EcoRI dentro del gen cat fue eliminado
por mutagenesis.

pLoxCatd Ap®, CmR Derivado del vector ploxl que lleva clonade el
gen cat de pBR325 entre las secuencia loxP. Este gen ya
no tiene el sitio interno EcoRI v la direccién de | Este trabajo
transcripcidén es igual a la direccidn relativa de las
secuerncias loxP.

pBSL141 Ap®, GmR Derivade de pBR322 que lleva €l gen de
resistencia a gentamicina del transposon Tn 1696 (aacClI)
entre dos MCS del pBluescriptilKS+.

pLoxGen4 Apt, Gm® Derivado del vector pLoxl que lleva clonado
entre las secuencia loxP el gen aacCl (GmB) del
transposén Tni696. La direccidon de transcripecion de| Este trabajo
este gen de resistencia es igual a la direccién relativa de
las secuencias loxP.

pBSLo8 ApR, KmR Derivado de pBR322 que lleva el casete de
resistenicla a kanamicina del transposén Tnd (nipll)] Alexeyev et
delimitado en ambos lados por un MCS del al.,, 1995
pBluescriptllKS+.

pLloxKan?2 Apt, Km¥F Derivado del vector pLoxl que lleva clonado
entre las secuencia loxP el gen nipll (Km®} del transposon
Tn5. La direccién de transcripcion de este gen de; Lo trabajo
resistencia es igual a la direccion relativa de las
secuencias loxP

Snaith et al.,
1995

Este trabajo

Alexeyev et
al., 1995

Alexeyev et
al, 1995
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Plasmido:

CARACTERISTICAS RELEVANTES a

Fuente o
Referencia

pINT-ts

ApR Vector de expresion derivado de pBR322 que lleva
las funciones de replicacién termosensibles del plasmido
PSCL01 {par, oriy replO1t),

Hasan et al.,
1994

pJW168

ApR Vector para la expresion del gen cre bajo regulacion
del promotor Peavs v con las funciones de replicacion
termosensibles del plasmide pSC101. Las cepas
transformadas con este plasmido se deben crecer a 30°C
(temperatura en la cual se lleva a cabo la replicacion de
este plasmido).

Este trabajo

pJW168AER

ApR Plasmide control derivado del vector pJW168 que
lieva el gen cre inactivo debido a que le falta la mitad 3"
Para construirlo, el vector pJW 168 se digirié con EcoRl y
BamHI y después de rasurar el fragmento del plasmido
por tratamiento con DNA polimerasa del fago T4, éste se
ligd sobre si mismo.

Este trabajo

pMC1403

ApR Vector que lleva clonado el operén de lactosa
(lacZYA), al cual le fallta el promotor/operador y los
primeros 8 codones del gen lacZ. Se utiliza para la
clonacién e identificacién de regiones promotoras gue
lleven las secuencias necesarias para el inicio de la
traduccién. El andlisis de los niveles de expresion se
realiza cuantificando la actividad enzimatica de la
proteina B-galactosidasa.

Casadaban
et al., 1980

pInt3

Ap®R Derivado del vector pMC1403, del cual se eliminaron
33 codones del final del gen [acZ y la mayor parte del gen
lacY por la delecién del fragmento interno Neel de 1119

ph.

Coleccién del
laboratoric

pInt3:

Ap® Derivado del plasmido pInt3, al cual se le cambio el
origen de replicacidn de pBR322 por el origen vy las
funciones de replicacion termosensibles del pSC101 (par,
ony replO1w),

Le Borgne et
al., 1998

pLZLC3

Ap®, CmPR Derivado del vector pInt3 que lleva insertado
en el gen lacZ el casete removible de resistencia a
cloranfenicol (Cat2).

Este trabajo

pT7Blue

ApR Vector para la clonacion directa de productos de
PCR, va que esta modificado en los extremos con timinas
que complementan a las adeninas adicionadas por
diferentes DNA-polimerasas a los productos de PCR.

Novagen

pGalET

Ap® Derivado del pT7Blue que lleva clonados los genes
galE v galT de E. coli como producto de PCR.

Le Borghe,
sin publicar

pELCT

ApR, Cm® Derivado del plasmido pGalET que lleva el gen
galf interrumpido por la sustitucion del fragmento
interno Nmad de 240 pb por el cascte removible de

| resistencia a cloranfenicol (Cat2).

Este trabajo
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Plismido:

CARACTERISTICAS RELEVANTES a

Fuente o
Referencia:

pKNG101

SmR Plasmido mobilizable (mob) con el origen de
replicacion condicionada del R6K (oriy), por lo que se
comporta como vector suicida en cualquier cepa que no
exprese el gen pir. Ademas, como lleva los genes sacBR
de B. stearcthermophylus que confieren sensibilidad a
sacarosa 4a cualquier bacteria gram-negativa (Sac),
facilita la seleccidon positiva de eventos de recombinacion
homdloga doble en este grupo de microorganismos.

Kaniga et al.,
1991

| pKNGlac

SmR, CmR Derivado del vector pKNGI101 que lleva
clonado el gen lacZ interrumpido i vitro por la insercién
del casete escindible Cai2,

Este trabajo

pKNGgal

SmRE, CmR Derivado del wvector pKNG101 que leva
clonado el gen galE interrumpido con el casete escindible
Cat2,

Este trabajo

pBPSO

ApR Derivado del plasmido pBSL98 del cual se elimind el
gen de resistencia nipll (KmFR] por digestion con Ml y
ligacion del fragmento del wvector sobre si mismo.
Plasmido con dos secuerncias de clonacién multiple del
pBluescriptllIKS+ (MCS} v un sitio Miul entre ellos que
permite adicicnar sitios de restriccién a cualquier gen ©
segmenio de DNA que sea clonado en este sitio.

Este trabajo

pBPSCat2

ApR, CmR pBPS30 que lleva clonado entre los dos MCS el
casete escindible Cat2 obtenido del plasmido pLoxCat2.
La direccién de transcripcién del casete de resistencia es
igual a la del gen bla v la region intergénica del fage f1.

Este trabajo

pBPSCat4

ApR, CmR igual que el pBPSCat2 solo que el gen cat
presente en este plasmide no tiene el sitio de restriccion
EcoRI interno.

Este trabajo

pBPSGen4

Ap®, GmR pBPSO que lleva clonado entre los MCS el
casete escindible Gen4 obtenido del plasmido pLoxGen4.
La direccidon de transcripcion del casete de resistencia es
1gual a la del gen bla del vector.

Este trabajo

pBPSKan?2

ApR, Km® pBPSO0 que lleva clonado entre los dos MCS el
casete escindible de resistencia a kanamicina {Kan2)
obtenido del plasmido ploxKan2. La direccién de
transcripcion del casete de resistencia es igual a la del
gen bla del vector.

Este trabajo

pMCPRMLplO

Ap®R Derivado del vector pMC1403 que lleva el gen lacZ
bajo regulacion del promotor Fewm mutante (Pemyp) del
bacteriéfago lambda.

Este trabajo

pBRPRM UPC at?

Ap®, Cm* Derivado del pMCPruur10 al cual se le adiciond
el casete escindible Cat2 precedido por un MCS hacia
arriba del promotor Pavur de lambda.

Este trabajo

pBRPRMu»CaM

ApR, Cm¥ Derivado del pMCPruwui-10 al cual se le adiciond
hacia arriba del promotor Pemer de lambda el cascte
escindible Catd precedido por un MCS.

Este trabajo
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Plasmido:

CARACTERISTICAS RELEVANTES a

Fuente o
Referencia

PBRPruurGen4d

ApR, GmR Derivade del pMCPrmupl0 al cual se le
adicioné el casete escindible Gen4 precedido por un
MCS hacia arriba del promotor Peyupe de lambda,

Este trabajo

pBRPRMUpKan2

ApR KmR Derivado del pMCPrumurlO al cual se le
adiciond hacia arriba del promotor Payup de lambda el
casete escindible Kan2 precedido por un MCS.

Este trabajo

PIntPrywrd

ApR Derivade del pInt3;,; que Heva el gen IlucZ bajo
regulacién del promotor Fru silvestre (Prmwr) del
bacteriéfago lambda.

Este trabajo

PTSPruwrCat?

ApR, CmPF Derivado del pIntPrevwr8 al cual se le
adiciond el casete escindible Cat2 precedido por un
MCS hacia arriba del promotor Pauwr de larmnbda.

Este trabajo

PTSPruwrCat4

ApR, CmR Derivado del plntPruwr8 al cual se le
adiciond hacia arriba del promotor Pruwr de lambda el
casete escindible Cat4 precedido por un MCS.

Este trabajo

pTSPRMWTGen4

ApR, GmR Derivado del pintPrmwt® al cual se le
adiciond hacia arriba del promotor Pruywr de lambda el
casete escindible Gen4 precedido por un MCS.

Este trabajo

PTSPruwrKan2

ApPF, KmR Derivado del pIntPruwr8 al cual se le adiciond
el casete escindible Kan2 precedide por un MCS hacia
arriba del promotor Prywr de lambda.

Este trabajo

plntP.14

Ap®R Derivado del pInt3. que lleva el gen lacZ bajo
regulacién del promotor P, del bacteridfago lambda.

Este trabajo

pTSP.Cat2

ApR, CmPR Derivado del pIntPi14 al cual se le adiciond
hacia arriba del promotor P, de lambda el casete
escindible Cat2 precedido por un MCS.

Este trabajo

pTSPL.Cat4

Apk, Cm?® Derivado del pIntPL14 al cual se le adiciono
el casete escindible Cat4 precedide por un MCS hacia
arriba del promotor P, de lambda.

Este trabajo

PTSPLGend

Apk, Gm® Derivado del plntP.L14 al cual se le adiciond
hacia arriba del promotor P. de lambda el casete
escindible Gen4 precedideo por un MCS.

Este trabajo

pTSPKan?2

Ap®, Km® Derivado del pintPi14 al cual se le adiciond
el casete escindible Kan2 precedido por un MCS hacia
arriba del promotor P, de lambda.

Este trabajo

pCR-BluntIl-TOPOQ

KmP®, Zeo® Vector modificado con Topoisomerasa | por
lo que permite la clonacion de productos de PCR sin
utilizar la enzima ligasa. Este vector permite la
seleccién directa de clonas recombinantes por la
interrupcion del gen ietal ccdB.

Novagen

pCRuplacl

Km®, Zeo® Derivado del vector pCR-Bluntll-TOPO que
lleva clonado un fragmento de PCR de 1067 pb gque
contiene la region cromosomal localizada hacia arriba
del gen lacl.

Este trabajo

40




CONTINUACION DE L&A TABLA B

Magerinles 3 Matodas

Plasmido:

CARACTERISTICAS RELEVANTES 2

Fuente o
Referencia

pBPSCI

KmR, Zeo® Derivado del pCR-Bluntlil-TOPO que lleva
clonado el gen ampC v sus secuencias aledafias. En
medio de ampC esta insertado el gen que codifica el
represor cl del fago lambda bajo la regulacién del
promotor de triptofano {ampC:: Pup-cl).

Este trabajo

pLEX

ApR Vector de expresion gue lleva el promotor P, del
bacteridfago lambda para dirigir la expresion del(os)
genles) insertado(s) en el MCS presente hacia abajo de
este promotor.

Invitrogen

pLEXLacZ

ApR Derivado del pLEX que lleva clonado el gen lacZ
frente al promotor P,.

Invitrogen

pQBI25

ADR, NeoR Vector para fusionar regiones promotoras al
gen estructural de la proteina verde fluorescente (GFP).

Quantum
Biotechnologies

pLEX-GFP

ApR Derivado del pLEX que lleva clonado el gen de la
proteina verde fluorescente bajo regulacion del
prometor P, de lambda.

Este trabajo

pINTPrvwrlacZ

ApR, CmR Derivado del pTSPruwrCatd al que se le
insertd en el MCS, la regién cromosomal que estd
hacia arriba del gen lacl Este vector se utilizd para
sustituir el promotor silvestre Piac del operén lac por el
promotor heterdlogo Pru silvestre (Prmwr) por medio de
recombinacién homéloga doble.

Este trabajo

PINTPruurlacZ

ApR, KmF Derivado del pBRPruurKan2 al que se le
inserto en el MCS, la regidn cromosomal que esta
hacia arriba det gen lacl Este vector se utilizé para
sustituir el promotor silvestre P del operén lac por el
promotor heterdlogo Pry mutante (Pevyr) por inedio de
recombinacién homéloga doble.

Este trabajo

pINTP lacZ

ApR, GmF Derivado del pTSP.Gen4 al cual se le inserto
en el MCS la region cromoscmal que esta hacia arriba
del gen lacl Este vector se utilizdé para sustituir el
promotor silvestre Pu. del operdn lac por el promotor
heterdlogo P, de lambda por medieo de recombinacion
homologa doble.

Este trabajo

* para la descripcion de aigunas caracteristicas mencionadas en esta tabla, consultar el anexo de

abreviaturas.

CONDICIONES DBE CRECIMIENTO

Todas las cepas de E. coli utilizadas en este trabajo fueron mantenidas y crecidas

rutinariamenie en medio Luria-Bertani liquido o solidificado con agar al 1.5 % (LB: 10

g/litro de triptona, 5 g/litro de extracto de levadura y 5 g/litro de NaCl; Sambrook et al.,

1989). Las cepas derivadas de E. coli GI724 v transformadas con los plasmidos que llevan
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los promotores PL v Prw de lambda se mantuvieron en medio minimo M9 con los
suplementos adecuados para cada uno de ellos: 1. Las clonas con el promotor F, se
crecieron en medio minimo liguido o solidificado con agar al 1.5 % y en condiciones de
represion (R/I-M: 1X de sales de medio minimo M9, 20 g/litro de casaminoéacidos, 10
ml/litro de glicerol y 1 mM de MgCly); v 2. Las clonas con el promotor Pry s¢ crecieron en
medio minimo liquido o solidificado con agar al 1.5 % y en condiciones de induccién (I/R-
M: 1X de sales de medio minimo M9, 2 g/litro de casaminoacidos, 5 g/litro de glucosa y 1
mM de MgClz). Para los estudios de expresion de lacZ a partir de los promotores PL v Pry
de lambda se utilizé medio minimo liguido en condiciones de induccién (I/R-M). Cuando
fue necesaric utilizar antibidticos para seleccionar las construcciones buscadas o
asegurar la presencia de un plasmido en E. coli, éstos se utilizaron a las siguientes
concentraciones: ampicilina/carbenicilina, 200/100 ug/ml; cloranfenicol, 30 ug/ml;
estreptomicina, 75 pg/ml; gentamicina, 10 ug/ml; kanamicina, 30 6 50 pg/ml y
tetraciclina, 15 ug/ml para seleccionar las cepas con los genes de resistencia a
antibioticos en multicopia; carbenicilina, 20 pg/ml; cloranfenicol, 20 pg/ml;
estreptomicina, 20 ng/ml; gentamicina, 5 pg/ml y kanamicina, 20 nug/ml para seleccionar
clonas con los genes de resistencia en una sola copia. Todas las cepas de E. coli se
crecieron a 379C, excepto cuando se transformaron con plasmidos con funciones de
replicacion termo-sensibles v en los estudios de expresion, donde los crecimientos se
hicieron a 30°C. Para seleccionar las clonas con los genes lacZ y galE interrumpidos en el
cromosoma, ademas de verificar la adquisicién de la resistencia a antibiético dada por el
casete escindible que se utilizé para generar las interrupciones in vitro, se determinaron
los fenotipos 3-Gal y GalE- en placas de LB sélido con 33 pg/ml de XGal + IPTG 100 uM y
medio MacConkey + galactosa al 2 %, respectivamente. Para la seleccion de las fusiones
génicas de lacZ a los promotores P, v Pru de lambda se utilizaron placas de medio de
induccién/represion con XGal a la concentracion mencionada anteriormente. El medio
YENB libre de sales (7.5 g/litro de extracto de levadura, 8.0 g/litro de triptona y 14.0
g/litro de agar bacteriologico; Sharma et al., 1991} se utilizé para crecer y electroporar E.
coli con plasmido super-enrollado, con lo que se evita la preparacion previa de las células

clectrocompetentces.

PROCEDIMIENTOS GENETICOS Y TECNICAS DE DNA RECOMBINANTE
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Todas las enzimas de restriccion, DNA ligasa y DNA polimerasa del fago T4 vy
marcadores de tamano de fragmentos de DNA fueron obtenidos de New England BioLabs
{Beverly, MA, USA) o Gibco-BRL (Life Technologies, Rockville, MD, USA) y se utilizaron de
acuerdo a las recomendaciones de los fabricantes. Todos los demaés reactivos necesarios
para el trabajo de microbiologia y biologia molecular se obtuvieron de Sigma-Aldrich
Quimica {Toluca, MEX), Research Organics Inc (Cleveland, OI, USA), Merck-México
(Naucalpan de Juarez, MEX} y Difco Laboratories (Detroit, MI, USA). Todas las
manipulaciones de DNA, por lo general, sc realizaron como se describié previamente
{Sambrook et al., 1989
Transformaciéon de DNA. En los experimentos de clonacién, el DNA de plasmido se
introdujo en E. coli por el método de transformacion quimica estandar con CaCl: o
electroporacién, pero en la mayoria de los casos se utilizd el método de electro-
transformacién modificado por Sharma et al. (1991).

Purificacion de DNA. Para el analisis de las clonas recombinantes, el DNA de plasmido
se preparé por medio del método de lisis alcalina {Rodriguez and Tait, 1983) o con
QIAGEN Mini-isolation kit (Qiagen, Sta. Clarita, CA, USA) como lo describen los
fabricantes. Para los experimentos de clonacién, los fragmentos de DNA se extrajeron de
geles preparativos de agarosa utilizando QIAquick Gel extraction kit (Qlagen) o por el
método de maceracion-congelacion del fragmento de agarosa con la banda de DNA de
interés, extraccién posterior con fenol y cloroformo y recuperacion del fragmento de DNA
por precipitaciéon alcohdlica en presencia de sal. Los fragmentos de DNA pequefios
(lguales o menores de 250 pb) se separaron en geles de poliacrilamida al 7.5 %, después
de escindir los fragmentos del polimero con el DNA de interés, éste se recuperd por
elusién a 37°C y concentracién con n-butanol. El DNA cromosomal se extrajo de cultivos
de toda la noche usando cetiltrimetilamonio y NaCl (Wilson, 1987).

Reaccién en cadena de la pelimerasa (PCR). Las reacciones de la polimerasa en cadena
se realizaron utilizando Tag DNA-polimerasa (Boehringer Mannheim GmbH, Germany) o
elongasa (Gibco-BRL. Life Technologies, Rockville, MD, USA). Las mezclas de reaccion se
prepararon mezclando los siguientes reactivos en un volumen final de 50 pl: 50 ng de
DNA templado, 50 pmol de cada oligonucleétido iniciador, 0.25 mM de mezcla de dNTPs,
1.6 mM de CaCly y 1-2 unidades de DNA-polimerasa. Para el proceso de amplificacién las
mezclas se incubaron en Gene Amp PCR System 9600 (Perkin-Elmer, USA) siguiendo un

método de tres ctapas: 1. Un ciclo de pre-desnaturalizacion a 94°C durante 3-5 min; 2.

1]
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De 25-30 ciclos de amplificacién, cada uno con un paso de desnaturalizacién,
alineamiento y polimerizacidn, cuyos parametros de temperatura y duraciéon fueron
determinados para cada caso; 3. Un ciclo de extension final de 10 minutos a la
temperatura optima de la polimerasa que se usd (68°C para elongasa o 72°C para Tag-
polimerasa).

Determinaciéon de la secuencia de nucledtidos. La determinacidén de la secuencia de
nucledtidos se realizé por el método de Sanger modificado por Amersham Life Science.
Con este método la elongacion de las cadenas de DNA cuya secuencia se quierc
determinar, se realiza por medio de PCR y adicionando dideoxinucleétidos a la reaccion.
Se utilizo Termosequenase Kit con Redivue 33P-dNTPs. En algunos casos, se llevo a cabo
secuenciacion automatizada usando ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready

Reaction kit {Perkin-Elmer).

M£TODOS ANALITICOS

Determinaciéon de la concentraciéon de proteina. La concentracion de proteina se
determiné por el método de Bradford (PROTEIN ASSAY, Bio-Rad), utilizando albumina
sérica de bovino como proteina de referencia (Sigma Co., St. Louis, MO)

Determinacion de crecimiento bacteriano. El crecimiento de las cepas se determiné en
funcion de la concentracion celular (turbidez), midiendo la absorbancia de los cultivos a
600 nm en un espectrofotéometro (Beckman DU-70, Fullerton, CA).

Anilisis de expresion genética. Para los estudios de regulacion de la expresion genética
a partir de los promotores de lambda, las cepas de E. coli que llevan estas construcciones
se crecieron como se describe a continuacién: los pre-inéculos se prepararon por
crecimiento durante toda la noche en medio de represion con antibidtico y a 30°C y 300
rpm. Los extractos celulares se prepararon inoculando el medio de induccién/represion
(medio minimo M9 suplementado con glucosa y casaminoacidos) con los cultivos
saturados, diluyendo de 50 a 100 veces (D.O.goonm 1nicial de aproximadamente 0.1).
Cuando el cuittvo llegd a una D.O.gpo0m de 0.5-0.6 (crecimiento exponencial) se le adiciond
triptofano a una concentracion final de 100 pg/ml. Antes, al momento y después de la
adicion del inductor/represor, se tomaron muestras del cultivo. El muestreo por
duplicado de 1 ml del cultivo inducido se hizo cada hora y durante un total 6 hrs. Las
células se recuperaron por centrifugacion y los paguctes cclulares [ucron resuspendidos

en 1.0 mi de NaCl 10 mM a 4°C para lavarlos. La suspension cclular se centrifugo v

[¥)
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A& FAMILY OF REMOVABLE CASSETTES DESIGNED
TO OBTAIN ANTIBIOTIC-RESISTANCE-FREE

GENOMIC MODIFICATIONS OF ESCHERICHIA COLI

AND OTHER BACTERLA

(PuBLICADO EN GENE)

En este articulo se reporta la construccion del grupo de herramientas moleculares
que permiten modificar genes en el cromosoma bacteriano sin dejar marcadores de
resistencia a antibioticos en el cromosoma de la bacteria. Los elementos que se describen

son los siguientes:

1. La construccion y caracterizacidén del vector ploxl, el cual se utiliza para modificar
cualquier gen de seleccidn mediante la adicién en ambos lados de sitios loxP y MCS.
Mediante este procedimiento, el marcador de seleccién ademas de ser mas versatil por los
sitios de restriccion adicionados, es escindible por la presencia de los sitios loxP que lo

delimitan y sobre los cuales actua la recombinasa Cre.

2. La construccion y caracterizacion de los casetes de resistencia a antibiético removibles
Cat2, Gen4 y Kan?2, asi como del vector pJW168 en el cual la expresidén del gen de la

recombinasa sitio-especifica Cre, esta bajo el control del promotor Prcvs

3. La validacién del sistema genético construido, la cual se llevd a cabo utilizando uno de
los casetes construidos (Cat2) para interrumpir los genes lacZ y galE en el cromosoma de
E. coli y sin dejar ningun marcador dc resistencia en esta bacteria, ya que después dce
inducir la expresion de Cre, el gen de resistencia fue escindido por recombinacién sitio-

cspecilica.
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Abstract

Modifications of microbial genomes often require the use of the antibiotic-resistance (Anb®)-encoding genes and other easily
sclectable markers. We have developed a set of such selectable markers (Cm®, Km® and Gm®), which could easily be inserted into
he genome and subsequently removed by using the CrefloxP site-specific recombination systemn of bacteriophage Pl. In this
manner the same marker could be used more than once in the same background, while the resulting strain could or would remain
Anb* marker-frec.

Three plasmids were constructed. each containing a cassette consisting of the Cm®, Km®, or Gm® gene flanked by two parallel
'ox P sites and two polylinkers {(MCS) To test insertion and excision, casseties were inserted into the /lacZ or galE genes carried
on an orry/pir-dependent suicide plasmid, which contained a dominant Sm® gene. The cassettes were crossed inte the E colf
pcnome by homologous recombination (allche exchange), in a manner analogous to that described by Posfai et al. [Nucl, Acids
Res. 22 (1994) 2392-2398]. selecting for the Cm®, Km®, or GmF. for the LacZ~ or GalE ™~ and for the Sm® phenotypes (the latter
Lo assure allelic exchange rather than insertion of the entire plasmd). When required, after selecting the strain with the desired
modification, the Cm®, Km®, or Gm® marker was eacised by supplying the Cre function Cre was provided by the thermosensitive
plasmid pJW168, which was transformed mto the Anb® host at 30°C, and was subscquently climinated at 42°C Thus the Anb®
marker was removed. whereas the JeeZ or gaflE gene remamed interrupted by the retained foa P site. © 2000 Elsevier Science B.V
All nghts reserved,

Keywords  Crey fox P Recombinamt DNA t1ools. Site-specific 1ecombmation. Unmarked strams

-

Abbreviations. auc CF, gene encoding Gm acetsluansietase 31 (Gm®), Anb, antubiotc(s), fGal. Brgalactosidase, bl gene encodimg B-lactamase
(APF): bp. base puirfs); BSA, boving serom albumin: cws, gene encoding C'm acetyltransferase (Cm®), Ch, carbemcthng cee, covalently closed
arcular; Cm, chloramphenicol: Cre, site-specilic 1ecombimase. cre. gene encodmg Cre protem, CSSR. conservative site-specific recombination:
ANTPs, deoxynibonucleoside tiiphosphates: £, Lsehericia, EtdBir, clhudium bromide, gaff. gene encodmg UDP-palactose 4-epimeruse (GalE):
Gm. gentamyein, IPTG, sopropyl B-D-thiogaluctopyranosude, kb, kitobases) or 1000 bp. Km. kanamycin: facl® nnsanr gene encoding the lae
represson under the cohanced constitutive eapression, fees’. gene encodmg BGal, LB, Luria Bertam medivm: for 2, DNA target site for Cre, MCS,
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1. Introduction

The advances in genetic engineering, both for pro-
karyotic and eukaryotic organisms, have led to desirable
mprovements in their traits, with a tremendous potential
for health, industrial, environmental, and agricultural
rpplications. Despite these advances, the fact remains
hat utilization of genetically modified organisms has
been  slowed by public concerns {Colwell, 1991).
Although experimentally unsubstantiated, such concerns
are related mamly to the use of heterologous genes that
confer specific traits, like antibiotic-resistance markers
‘Anb®} that mught present uncertainty regarding the
nivironmental impact (De Lorenzo, 1992). These kinds
of marker arc widely utilized to select specific constructs
ind genetic transformants. A clear example of this
oreoccupation and deliberation 1s the case of recent
Jifficulties for the approval of a transgenic corn, because
t was claimed that the bacterial ampicillin resistance
rene present in this strain represents an unacceptable
risk (Mikkelsen et al., 1996),

Beside the above-mentioned societal problems, there
are also good scientific reasons to remove and/or recycle
he selective markers, especially when the improvement
»f strains requires several modifications. If every genetic
nodification in a given strain results in an antibiotic
marker retained in the modified organism, and if the
combination of two or more mutations needs to be
analyzed, it becomes progressively more dafficult to find
1cw Anb® genes to use. Therefore, gene modifications
without retaining Anb® genes in the host genome should
bvercome certain reservations expressed at various levels
against modified organisms carrving  such  traits.
Moreover, it would obviate the nced for a plethora of
sclectable markers in subscquent rounds of gene modifi-
cation into the same host.

In this paper we deseribe a genctic system designed
o remoeve inwanted Anb® genes from modified cells by
conservative  site-speeific  recombination (CSSR).
Mcthods previously  employed to  cxcise  certain
sequenees from the genome of mammahan, plants,
nscets or bactenial cells mvolve one of these CSSR
systems (Posfal ot al, 1994; Sauer, 1994a; Cherepanov
and  Wackernagel, 1995; Percdelchuk  and  Bennett,
1997). These systemns are very simple, as they require
only an enzyme recombinase and very short DNA
sequences das targets for recombmation {reviewed by
Craig, 1988). The CSSR systems are useful tools for
genctic engineering due to the high specificity of their
respective recombinases, which enables directed in vive
and in vitro operations on DNA molecules, and since
they do noet require additional factors, they function
efficiently in o wide variety of species and heterologous
civironmaents (Sauer, 1994b). Among the best-charac-
terized OSSR svstems, the ones preferentally utilized
are three systems conluning recombimases that belons
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to the integrase family: Cre/loxP from bacteriophage
P1, Flp/FRT from Saccharomyces cerevisiae and R/RSs
from Zygosaccharomyces rouxii (Kilby ¢t al., 1993}, In
addition to these systems, two members of the
resolvase/invertase family have also been described:
RES/res from the v6 transposon (Higgins et al., 1996)
and the mrs system from plasmid RP4 ( Kristensen et al.,
1995). In this work, we used the bacteriophage Pl
Cre/loxP recombination system, which consists of the
Cre enzyme and two asymmetric 34 bp lox P recombina-
tion sites {Sternberg and Hamilton, 1981). A loxP site
consists of two 13 bp sequences, inverted and imperfectly
repeated, which surround an 8 bp core asymmetric
sequence, where crossing-over occurs. The Cre-depen-
dent intramolecular recombination between two parallel
loxP sites results in excision of any intervening DINA
sequence as a circular molecule, producing two recombi-
nation products each containing one loxP site (Kilby
et al., 1993). Based on these properties, we decided to
clone three Anb® markers (Cm®, Km® and Gm®),
between two loxP sites in order to be subsequently
removed from the bacterial genome by Cre action. Since
recombinases are sufficiently active to promote excision
when transiently expressed in the bacterium from a
plasmid, we have constructed plasmid pIW168 as the
Cre protein-producing element. In this replicon, the
recombinase structural gene is under control of the
Puvs promoter, which contains the /laclf® gene.
Moreover, this plasmmid carries a temperature-sensitive
replicon derived from pSCI101, which can replicate at
30°C but not at temperatures above 37°C; therefore, 1t
can be removed from its host by increasing the temper-
ature (Armstrong et al., 1984).

2. Materials and methods
2.1 Bacterial strains, plusinids and media

The following E. coli strains, plasmids and media
were used in this work: £ cofi strains XLI1-Blue
{Stratagene, La Jolla, CAY and SY327 A-pir (Miller and
Mekalanos, 1988) as the hosts for construction and
amplification of all plasmids with origy, and of plas-
mids with orrvge. respectively. W30 (Jensen, 1993)
was used for chromosomal integration studies, and
294-Cre {Buchholz et al.. 1996) was utilized to confirm
the excision of Anb® genes from all constructed cassettes.
Plasmuds pMS102 (Snarth et al, 1995), pKNGI0]
{ Kaniga ct al.. 1991), pCAT19 (Fuqua, 1992), pBSLS8
and pBSL141 (Alexevey ot al.. 1995). pINTts {Hasan

et al. 1994, pMH303  (van  Haaren. unpublished

results). plnt3 (Valle, unpublished results) and pGalET

{ Le Borzne, unpublished results) were utilized o con-
struet the plasmids deseribed here. Cells were grown
1 broth or on 1 B-agmr plates prepared as deseribed

Jl
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(Sambrook et al., 1989). Antibiotics {Anb) were used
n selection media at the following final concentrations
(ng/ml) for cells carrying multicopy plasmids: 100 Cb,
30 Cm, 30 Km, 10 Gm and 75 Sm, respectively. For
cells carrving the Anb® marker in a single copy or low-
copy number plasmids, the final Anb concentrations
were as follows: 20 pg/ml for Cb, Cm, Km and Sm, and
5 ng/ml for Gm; Cb was used instead of ampicillin. The
pGal and GalE phenotypes were screened on LB-agar
plates containing 33 pg XGal/m!4+0.1 mM IPTG and
MacConkey + 2% galactose plates, respectively.

2.2. Genetic procedures and recombinant DN 4
techniques

Restriction enzymes, T4 DNA ligase, Pollk and
T4Pol were purchased from either New England
BioLabs (Beverly, MA) or Gibco-BRL (Life
Technologies, Rockville, MD) and were used as sug-
gested by the supplier; except for T4Pol which was
utilized for blunting DNA fragments in the respective
restriction enzymes incubation buffers supplemented
with BSA and 100 mM dNTPs. All DNA manipulations
were performed as described previously (Sambrook
et al., 1989). Bacterial transformations were carried out
using cells treated with CaCl, or by electroporation
using an Eppendorf electroporator, according to
the manufacturer’s recommendations (Eppendorf,
Hamburg., Germany). Plasmid DNA was purified by
alkaline lysis method. DNA restriction fragments and
PCR products were scparated by electrophoresis on a
1.2-1.5% agarose gel in 1 x TBE buffer and analyzed
on UV transilluminator after staiming with EtdBr.
Nucleotide sequences of the PCR fragments were deter-
mined by the dideoxy method as modified by Amersham
Life Science ( ThermoSequenase Kit using Redivue *P-
dideoxynucleotides).

2.3, Construction of plasmids

2.3 1. Construction of pLox{ vector with removable
lox P-Anb®-Jox P cussertes

Plasmid pMS102 that carries two parallel foxP sites
within MCS was modified by digesting to completion
with fpal+ Niel, blunt-ending with T4Pol and then
sclf-ligation. The resulting plasmid, pLox!. has lost from
its MCS the 26 bp DNA fragment, carrying the Xhal
and Apnt sites. Three restriction fragments contaming
Cm® (cany, Km® (aply and Gm® {waeCl) were singly
inserted into the unique Xhal mite of pLoxl. The car
gene was obtained as a 982 bp Ahal DNA fragment
from pCATIY and cloned mto Yhul-digested pLoxi.
The mpil and aacCl ogenes weie obtained as 1178 bp
and 790 bp Ml DNA ragments frem pBSLYY and
PBSLIAL respectively. Thewe ftazments, topether with
Ahal-dhgested plooalowere blunt-cuded usimg T4Poland

co-ligated afterwards. Depending on which Anb® marker
they carried, the respective plasmids were designated
pLoxCat2, pLoxKan2 and pLoxGend (Fig. 1), and they
were the sources of removable lox P-Anb®-fox P markers,
namely Cat2, Kan2 and Gen4 cassettes.

2.3.2. Construction of the Cre-supplying vector

To supply the Cre recombinase in a transient fashion,
we used plasmid pJW168 (Wild et al., 1998) that carries
lucl 7P, yys-cre construct and the ts Rep functions. The
ts-replicon was excised as a 3.0 kb fragment from pias-
mid pINT-ts (Hasan et al., 1994) by digestion with
Clul, blunting with Pollk, and then digesting with
Hindl1l. The 3.0 kb lac! 9Py, ys-cre fusion was obtained
from pIWI139 (Wild, unpublished results) by digestion
with Nhel, blunting with Pollk, and then digesting
with HindIII,

To verify that it was the Cre recombinase that per-
formed the excision, we have constructed a control
plasmid, pJW168A4EB, derived from pJW168, in which
the c¢re gene was inactivated by digestion with
EcoRI+ BamHI, blunting with T4Pol, followed by
self-ligation.

2.4. Construction of allelic exchange vectors

2.4.1 Vectors containing the removable Cat2 marker in
their lacZ gene

To target the Cat2 cassette into the facZ gene, we
constructed the pKNGlac vector in the following steps.
Plasmid pInt3 was obtained from plasmid pMC1403
(Casadaban ct al., 1980) by digestion with Ndel and
self-hgation of the 5.0 kb purified DNA fragment carry-
ing bla gene, oriypgazz and the truncated /lueZ’ genc. The
1061 bp Cat2 cassettc was cxcised as a BamHI-Nosl
fragment from pLoxCat2 (Fig. 1), blunted with T4Pol,
and ligated to plasmid plnt3 cut with EcoRV, resulting
i plasmud pLZLC3. In the last step, the 4.5 kb BanrHI-
Ndel fragment, containing /acZ’:Cat2 gene interruption,
was excised from pLZLC3, blunted with T4Pol, and
ligated with the Smwl-digested pKNGI01 to obtain
PENGlac. This ‘suicidal” vector can be used for allelic
cxchange 1n most bacterial species since its oriy funclions
only m bacteria engincered to produce the Pir ()
replication protein.

2.4.2 Vectors contanmg the removable Cat? marker in
their galls gene

To target the Cat2 casselte into the gofE genc. we
constructed the pKNGgal vector m the following steps.
Plasmid pGalBT was obtained by cloning a 2045 bp
PCR [ragment carrying the £ coli gall and galT aenes
inta pT7Bluc{ R) vector { Novagen, Madison, WI). The
internal 240 by Nrewl fragment of ga/E gene on pGallsl
was replaced by (he 1061 bp Cat2 cassetie propared as
m Section 2.4 1, resulimg i plasmd pEECT o the last

60



FPrasantacisn do Arponlos

258 B Palmeros ef al | Gene 247 { 2000 255-264

X SeNeSyBaALE DrX

pLoxCat2
Sy\ /NcATvBa Be Bg Sy
nipll —% pLoxKan2
M]
EVBgAv Ay A S HII
pLoxGend

(v} M}

Fig. 1 Physical maps of the pLox1 plasmid and Anb® genes. The pLox| vector carmes orf and &la genes from pBR322 (Bolivar et al., 1977) and
L-MCS and R-MCS flanking two parallel JoxP sites (black upward arrows) with Xbed site (X ) between them (see fig. 1b in Snaith et al., 1995).
Depending on the Anb® gene added {cat, ntpil or aacCl), the pLoxl-derved pLox]Anb® plastuds are designated ploxCat2 (Cm®), pLoxKan2
Km®), or pLoxGen4 (Gm®). Arrowheads indicate the gene or JoxP orientations. The restriction sites {some only in MCS and specified in legends,
but not m figure) are: Acel (A), Alul (Al). Apal (Ap). Aval (Av), Ball (Ba), BawnHI (B), Bell (Bc), Bgll (B}, Bglll (Bg), Clal (C), Dral (Dr),
EcoR1(E), EcoRV (EV), Hincll (HIIY, Hindlll (H), Neol {Nc), Ndel (Nd), Nhel (Nh), Nodl (N), Nrul (Nr), NsiT (Ns), Pl (Pm), Prul (Pv),
SefT (8). Scal (Sc). Sf1 (8), Smal (Sm). SnaB1 (Sn), Spel (Se). Sphl (Sp), Srul (St}. Styl (Syd, Xbal (X) and Xhol (Xh). Only sclected restriction
sites are shown. Restriction sites in the L- and R-MCS are (L) H, Al, Pm. Sf, B Ba". Se, Sc, Xh, Av", §". A", HII", C", and B"; {R) N, Nd, Ns.
Sy, St. A", Sn, Sp. Dr, EV. C°, Py, Bg, Bc. B*, Av", Ap, Sm, §°, A", HII", Sy, Nc, Ba", and E. Asterisks indicate restriction sites present in both
- and R-MCS. [M] represents the ‘blunted” M/ul sites. Plasnuds and gene serts are drawn approximately to scale, The term cassette refers to
he Anb® gene flanked by two parallel Jox P sites and variable segments of the L- and R-MCS as present in any of the three pLoxl Anb® plasmids.

step, the 2.9kb  Swmal-Spel fragment, contfaining genome. This is important to consider, because in our

calF::Cat2 gene interruption, was excised from pELCT,
and ligated with the Smal + Spel-digested pKNG101 to
obtain pKNGgal. This *suicidal’ vecter can be targeted
to the gal/F gene to be used for allelic exchange in a
wide variety of bacterial species that do not produce the
Pir {7} replication protein (sec Scction 2.4.1).

2.5. PCR analysis of chromosomal modifications

Genomic DNA was extracted from overnght cultures
using cetyltrimethylammonium bromide, as described
by Wilson (1987)., and used as template for PCR
amplification utilizing the Gene Amp PCR Systern 9600
( Perkin-Elmer, USA). The 50 pl reaction mixture con-
tained one umt of clongase, 50 ng genomic DNA,
30 pmol of cach primer, 0.25mM dNTPs-mix and
1.6 mM MgCl,. Mixturcs were heated at 94°C for 3 mun,
the amplification was carried durimg 30 cycles of exten-
sion (30s at 93°C, 455 at 60°C, 2.5mm at 68°C)
followed by a final extension (10 min at 68°C)

3. Results and discussion

31 Construction of the baste components

The system deseribed i thus report s composed of

two genete mstruments (Figs. b oand 23, The first one
consists of three removable Anb®  casseites. whose
eapression iy ligh enough o pernnt selection for Anb®,
cven l present o only one copy legrated into the

hands, not all the available Anb® genes allowed efficient
selection when integrated into the genome only as a
single copy; this is the case for the Tc® and SmFP genes
(Valle, unpublished results). To test more than one
Anb® marker, we decided to construct three different
casscttes by cloning into pLox1 the cat, ntpll and aacCl
genes, which encode for Cm®, Km® and Gm®, respec-
tively. In the constructed cassettes each Anb® gene is
flankcd by a complete lox P site, and since the deletion

! 0.5 kb I

11g 2 General stiocture aind physieal map of the ¢re-expression plas-
mnd PJWIES, Transeription of ¢re s driven by the A UV3 promoter
and s repulated by fecftencoded tepressor This veclor carnes a
ts-tepheon detned fom pSCIOTL and the M gene encoding Ch" Ouly
selected testrction sites e shown The abbreviations wsed aie s m
the captien to e U Plsond o diawn approamately to soale
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in-vitre interraption of
target gene by insertion
of Cat2 cassette

Replacement of target
chromosomal gene by
allelic exchange

Selection of the modified
chremosomal gene

Expression of Cre and
removal of Cm R marker

I

Interrupted chiromesomal
gene with Catl cassette

Elimination of Cre-
producing plasmid

Interrupted chromosomal
gene with single JoxP site

Non-replicative circular
DNA with AnbR marker

Fig. 3 Genetie manipulations employmg Anb® markers and leading in the final step to the desired Anb® (resistance marker-freg) mutant strains
The objective, as exemplified here. was o dsrupl the fuc Z or galE genes with the Cat2 cassctte. First, the cloned lfaeZ or gaf£ gences were m vitro
mterrupted by msertion of the Cat2 removable casselte, Sccond. gene replacement vectors carrying such nterrupted feeZ or gal £ gencs were
wansformed mto £ eolr W310: the allelic exchange event was screened for the gain of the Cm® phenotype and the simultancous loss of the
plasmid, the latter was done by replica plating, sinee Toss of the plasmid 1s associated with loss of the deminant Sm® phenetlype Third, the removal
of Aab™ marke: front the chromosome, as u non-tephicative crentlas DNAL wats achieved by Cre-medmted recombimation {excsion) after transfornming
the mutant strams with pJW168 Fourth, increasing the growth temperature of the bactenial culture clmmmated the Cre recombinase-producing

ts=-veetor, Narrow [iHlod-nn bowes represent fo /! sites

of the small fragment with an Xhal site left nearly intact
the onginal MCS, they can casily be excised from its
veetor in order to use in subsequent genetic modifica-
tions (Fig. 1). On the other hand, unique recogmition
sites for several restriction cnzymes can be used to
liberate the fovP cassette from the vector backbone, or
can also be uscful for cloning any DNA sequence.
Moreover, the Xbel site located on plasimd ploxl
between the two /fox P sites enables the construction of
customized removable casseties by insertion of selectable
and.or screenable markers.

The second component i plasmid ptW168, which
produces the Cre recombiase (g 200 This vectlor

carries the ere sene vuder the contiol of P,y oo well

as feef ¥ gene encoding the Lac repressor; all the elements
required for efficient and regulated synthesis of the Cre
recombinase, The plasmid also contains a ts-replicon
derived from pSCIO0L, and the bla gene (CbR or Ap).
allowing sclection for the presence of the vector in its
host. As shown in Fig. 3, the Cre product of the pJW168
is used for the excision of the Anb® marker, once il s
no longer required. In turn, growing the culture at 42°C
can efficiently eliminate the Cre-sepplying plasmid. After
the Cat2 cassette and the plasmid pJWI168 have been
removed [rom the modificd cell, the only remaining
plece of the system deseribed here s a smgle and
mnocuous fov P site ot the bacterial chromosome (see
Fios 3 and 4)
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o

C

/4 12345678910
2:Cat2 gene E

B i
lacZ::loxP gene - — — 2870
- =385
| 0.8 kb J T e — 1306
gligo gal2 v T — d
L
------- wt galET genes - e — 2481‘1;

/4

gelE::Cat2 gene

gaiE::loxP gene

“ig. 4. Characterization of the Anb® (resistance marker-free) and Anb® strains by PCR analysis. (A, B) Top Iines represent structures of the criginal
acZand gl ET pencs, respectively. Middle ines represent structures after allelic exchange when using pK NGlac and pK NGgal plasmmds, respectively
ositions where each primer hybndizes are indicated above the top lines (and m the muddle [inc of B) for olige eml The sequences of the PCR
rimers are as follows: lacl, 5-gaaattatcgat gagegtgetggtiatgee-3, lacd, 5-caliggeaccatgeegtggetiicantatt-37 gall, S'-gagagtictgattaccgetgglagegg-3'
al2, 3-geatgtcgetgactgegegeaancget-3', eml. S-ggtggtatatceagtaattitttictecat-3" Stippled. wavy-line and striped boxes represent leeiZ. ga/ L und gal T
enes. respectively  Hatched box (top line of B) represents gofE internat Arod fragment, which was teplaced with Cat2 cassette. Narrow filled-in
yones represent Jox P sites, Open arrows represent Cm® marker . Heavy horizontal lines (interrupted at ther outer ends) represent the £ colr genome,
vhich adjomns the feeZ and gafET genes The abbreviations wsed are as m the caption to Fig 1 Maps are drawn approximately to seale. (C)
Hectropherctic analysis of PCR products. The amplificd DNA fragments using specific primers for cach gene were resolved by clectrophoresis on
U1 2% agarose gel Primers used foi amplification are m bold. between parentheses (see below). Lanes 1 and 10, moelecular weight standards (1 kb
adder). 2. W30 wi lae (Jacl, lacd), 3 and 4, W3110 Jue :Cal2 (kacl, Jacd). 5. W30 Jac . loxP (lacl, lacd}; 6, W3T10 wt gol ET (gall, gal2):

W30 gad s, Cal2 (gall, gal2), 8, W3 110 gafls, Cal2 (eall, eml), 9, W30 galfs lox P (gall, aal2)

1.2, Two examples of gene interruptions n E. coli

To validate the use of the gencuie system described in
his paper, we decided to isolate unmarked mutant
strains by interruption of the fec and goff genes n L2
rolt W30, We chose these genes because both display
nmistakable phenotypes, which permit a straghtfor-
vard sclection for the Anb® mtegration into the chromo-
some. The lae”” genotype can casily be sclected by
white” phenotype on plates containing XGal 4 1PTG,
md the gaffS genotype also displays the “white” phene-
ype on MacConkey-galactose plates. As deseribed

section 2.4, both genes were interrupted by insertion of

e Cat2 casselte and then they were subcloned moan

R6K. replicon-derived plasmid, pKNG101. The replica-
tion of this plasmid strictly depends of the n initator
protein encoded by the pir gene from ROK replicon (sce
Kornberg and Baker. 1992). Since pmr genc is not a
normal component of the & cofi genome, such plasnuds
arc suicidal (non-replicating) vectors, that are very useful
for mtroduction of gene modifications 1o chromosome
by homologous recombimation (Kaniga ct al., 1991).
Therefore, cce DNA from pKNGlac and pKNGeal
were introduced into E. coli W3L10 by clectroporation
and transformed cells were sclected for Cm® and “white’
phenotype on the above mennioned selection media
White colomes were then wsted for the Smphenotype.
siee 4 single recombination event (mcorporation of the

6
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mtire Sm® vector) will result in the dominant Sm®
shenotype, whereas an allelic exchange event (with the
oss of the Sm® gene) will produce Sm® colonies with
he CmPF-carrying gene interruption. As expected, a
significant portion of the tested colonies was Cm®Sm®
'20%). Chromosomal Cm®-carrying insertions were fut-
dher confirmed by PCR amplification of the DNA
-egions with gene interruptions present in chromosomal
DNA isolated from colonies with the proper phenotype.
2CR analysis of DNA from those colonies, where an
illelic exchange event occurred, resulted as expected in
he 1.5kb and 2.8 kb DNA fragments corresponding to
acZ::Cat2 and galF;:Cat2 interruptions (Fig. 4C, lancs
tand 7, respectively). E. coli W3110 derivative colonies
ontaming the correct insertions were retamed for the
:xcision experiments.

7 3. Deletion of resistance markers

The removal of chromosomally integrated Cat?2 cas-
sette was achieved upon transformation with Cre-pro-
Jucing plasmid pJW168. Transformed cells were selected
‘or the Ch*Cm® phenotype and then 100 isolated colo-
aies of the lacZ::Cat2 and galE::Cat?2 strains were grown
n Anb-free 1.B-agar plates with or without IPTG. As
shown in Table 1, after overnight growth 1n the presence
of IPTG to induce the Cre production, approximately
309% of the colonies have lost the Cm® trait but still
cemained lacZ” or galE~. These results demonstrate
‘hat, in both cases, the genes remained interrupted by
‘he lox P site, but the Cm® marker was removed at high
‘requencies by the Cre function provided by pJW168. It
1 important to mention that, even n the absence of
[PTG, the basal level of Cre was cnough to cause
substantial loss of the Cm® marker (see Table 1), To
confirm that the cxcision of the Cat2 cassette was
dependent on Cre-mediated  recombination, plasmid
pJW 1684 B was constructed (sce Scction 2.3.2); in this

Tuble |

plasmid the cre structural gene was inactivated by dele-
tion of its 3-end portion. As can be seen in Table 1, no
Cm® colonies were detected in the absence of functional
Cre recombinase.

The elimination of the Cm® marker was monitored
by PCR analysis utilizing specific primers for each gene,
as depicted in Fig. 4A and B. From the results presented
in Fig. 4C, it is evident that both Cm® deletion events
were successful. The 441 bp DNA fragment from the wt
lacZ was increased to 1506 bp in the /acZ::Cat2 insertion
and then reduced to 486 bp in the lucZ:JoxP Cm® strain
(Fig. 4A and C, lanes 2, 3—4 and 3, respectively). Also,
the 2045 bp fragment corresponding to the wt galET
DNA segment was increased to 2870bp in the
galE::Cat2 insertion and then reduced to 1850 bp in the
galE::lox P after Cat2 excision (Fig. 4B and C, lanes 6,
7 and 9, respectively); the latter two segments have lost
the Nrul-Nrul fragment (see Section 2.4.2). The 919 bp
DNA fragment, corresponding to the galE::Cat2 inser-
tion, was also obtained with a cat gene specific primer
(Fig. 4C, lane 8).

A final corroboration of the type of chromosomal
modifications that were produced was obtained by deter-
mining the nucleotide sequence of the PCR products
obtained from the chromosomal DNA regions that
should contain the remaining loxFP site. The nucleotide
sequence of these fragments demonstrated that, as
expected, Cre catalyzed the perfect removal of the
marker, lcaving only a 45 bp fragment without loss or
alteration of the /oxP sequence or its flanking regions
in both gene interruptions (data not shown).

3 4. Elimination of plasmid pJWI168

As previously menttoncd, plasmid pJW168 carries a
ts-replicon from pSCI01, which allows the replication
of this vector at 30°C but not at temperaturcs above
37°C  (Hashimoto-Gotoh and  Sckiguchi, 1977).

Excision frequencies of the Cat2 cassette from the gene interruptions by the Crefloy P site-specific recombination

Strain® Medi Colonies Cm? Colonies Cm" Frequency of Cm® exeision (%)
W30 jacZ: CatZ{pIWI168] LB 78 22 78
LB +IPTG 84 e 84
W3O fues Cat[pIWI6BALB] LB 0 100 0
LB +iPTG b} 100 0
W30 gl Cat|pIW 168] LB 78 2 78
LB IPTG vl Y 91
W3ALIO aafl; Cal2[p)W168A4£8] [.B 0 106G G
LB PTG ] 100 0

USinnlar resulis were obtamed when the Gend (G®) and Kan2 { Km®™) cassettes (see g, 1) were eacised [tom the chromoseme (data not shown)

ML ol carrymg chiomosomal wene interruptions by (he Cat2 cassette, Single colonies were sacened for Cm¥, Cm® and white” (see Table 2)
phenotypes o selection medut (see Seetion 2 1) after the cells were tanslommed with allele exchange vectors Selected stnns were transformed
with Cre-producmg fpd WK | plisnuid o non-producing [pIW o8 1£8] control phissnd. o seore (he exaision of the Anb® nunker.

s Pencentage of cells tosmg the Cm® marker as . resudt of the Creachsiry: Colomies were replica plated on the Cm-contamma and on the Cmefice

plates Results e the averanes of Bvo experenents
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Table 2

Loss of the Cre-supplying plasmud pJW168 at the non-permussive temperature of 42°C

Strains® Growth temperature (°C) Iritial phenotype Expected phenotype Obscrved (%;°
W3110 lacZ loxP [pJWI168] 42 White, Cb* White, Cb¥ 100

30 White, Cb? White, CbR 100
W3110 gal £ lox P [pIWI68] 42 White, Ch* White, Cb® 100

30 White, Cb* White, Cb* 100

* E, ¢oli as used 1n Table [, but after cre expression and resulting excision of the Aub® cassette. The feeZ or the ga/E gene is now disrupted only

with the foxP site, still resuiting in the “white’ phenotype.

® Cell percentages with expected phenotypes. after growth at permissive (30°C) and non-permissive (42°C) temperatures for the replication of
pIW16§ The data show that the loss of the pJW168 plasmid was nearly 100% (the loss was resulting 1n the Cb® phenotype). Similar results were
obtamed independently of which Anb® cassette was previously nserted (see Table 1, footnote a)

Therefore, when the growth temperature is increased to
42°C, plasmid pJW168 is eliminated by the method
previously described (Le Borgne et al., 1998). As shown
in Table 2, 100% of the recovered single colonies iost
the plasmid when grown at non-permissive temperature.
The loss of plasmid pJW168 was phenotypically con-
firmed by the inability of the clones to grow on LB
plates containing Cb, The absence of vectors in Cb®
cells was also confirmed by failure to isolate plasmid
DNA from some of these colonies by the alkaline-lysis
method. When subjected 1o elecirophoresis in agarose
gels stained with EtdBr, no plasmid DNA was detected
in extracts of all the analyzed colonies (data not shown).

3.5 Functionalily of the Kan2 and Gend casseties

The adequate functioning of the Kan2 and Gen4
removable cassettes was verified by excision of the
corresponding Anb® marker from the pLoxKan2 and
pLoxGend plasmids. For that purpose, these two plas-
mids were transformed into the £ celi 294-Cre strain,
which produced the Cre recombinase under the control
of the py promoter of A (Buchheolz et al., 1996). In
plasmids with two fov P sites, the inscrts between these
sites were deleted by Cre-mediated recombination, as
asscssed by analysis of all colonics at 42°C. The conse-
quent loss of the Km® and Gm®* markers from their
veetors by Cre action was confirmed by the inability of
the recombinant clones to grow on LB plates containing
Km or Gm, and by growing on LB plates containing
Cb. Similar valucs to those obtained for the cxcision
(and recombination) frequencies for the Cat2 (cai) cas-
sctte (Table 1) were also obtained for the Kan2 (nepll)
and Gen4d (waeC)  casscties  (data  not  shown).
Subscquent asolation of plasmid DNA, followed by
restriction analysts, confirmed the loss of the Anb®
markers (data not shown).

4. Conclusions

In this paper we deseribe aset of Anb®encoding
casseltes and a ere expression sector, Fhts systent allows

and simplifies recycling of markers and greatly expands
the repertoire of available Anb® determinants for re-use
in E. coli and other bacteria. The systemn is useful to
obtain genetic modifications at chromosomal level with-
out retaining Anb® markers, because the Cre recombi-
nase removes the undesirable Anb® genes from the
casseties inserted in the genome. This technique has the
advantage that no Anb® marker stays behind on the E.
coli chromosome and therefore the cell does not carry
an And® gene that subsequently would prevent the
selection for plasmids or other chromosomal modifica-
tions that would depend on such markers. Also, it can
reduce the restrictions imposed on experimental designs
by the limited availability of selectable markers.
Furthermore, the elimination of Anb® markers from the
bacterial chromesome could increase the acceptance of
manipulated organisms for their use in biotechnological
applhications. Finally, the use of appropriate derivatives
of in vitro transposition kits for mutagenesis of the
cloned gene fragments could enrich the capacity of this
system for the interruptions of genes at the chromo-
somal level.

Since the constructed casscttes are available with
Cm®, Km® and Gm® sclectabic markers, they arc appli-
cable in a wide range of bacteria. In addition, the niplf
gcne utilized in this system is functional i Becillus and
the aaceCl gene is functional in Pseudomonas species.

The MCS present in the backbone vector permits the
use of various restriction enzymes for the excision of
these Anb® cassettes, and provides an opportunity for
the insertion of additional DNA scquences (¢.g. promo-
ters. heterologous genes, ete.) next to the cassette, Also,
the basic foxP cassette used n this study posscsses a
unique Xhat site, which can be utilized for the insertion
of desired markers.

Onc possible drawback to the present strategy may
be the eventual site-specific recombination between lox P
sites aceumulatng in the same chromosome that could
tead 1o the deletion or inversion of a large chromosomal
seament, depending on the orientation of the fov P sites
and the distance between them. Towever, the sarvival
of sueh laree rearrangements will be highly untikely.
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because they wiil be lethal to the resulting strain, especi-
ally when the selection of the mutants is performed on
minimal medium. It is also important to realize that
after each round of allelic exchange and subsequent
elimination of Anb® markers, a small region of the MCS
remains in the chromosome. It is unlikely that these
additional sequences could play a significant role in
homologous recombination, because they are very small
and not completely homologous. When the construction
schermne makes it necessary to integrate another remov-
able cassette into a second gene in the same host, it
would be advisable to place the second cassette in the
same orientation as the first gene, since this would lead
10 a very lethal deletion tather than possibly less lethal
inversions. Another possibility would be to utilize for
each next insertion the suitable foxP variants that are
known not to recombine with the wild-tvpe loxf (Hoess
et al., 1986). The described approaches allowed us to
obtain four different genetic modifications in the same
strain { Valle, unpublished results).

Finally, since similar insertion—removal systems have
even been reported which utilize the Fip recombinase
and the FRT sites (Cherepanov and Wackernagel, 1995;
Hoang et al., 1998) or other approaches, like the use of
the mwrs system and the RES resolvase and the res sites
{ Kristensen et al., 1995; Higgins et al., 1996), we believe
that the Cre/lox P system described here has some advan-
tages because £ coli is a natural host for the Cre/lox-
bearing phage P1, it does not leave behind any eukaryo-
tic DNA fragments in the bacterial chromosome
{Cherepanov and Wackemagel, 1995; Ueki et al., 1996;
Hoang et al., 1998) and has a smaller target (34 bp)
compared with the resclvase and res sites (120—140 bp).
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PBRINT-TS: & PLASMID FAMILY WITH A TEMPERATURE-
SENSITIVE REPLICON, DESIGNED FOR CHROMOSOMAL
INTEGRATION INTO THE LACZ GERE oF E. COLI

(PUBLICADO EN GENE)

En este articulo se describe la construccién de un grupo nuevo de plasmidos, los
cuales estan relacionados con los vectores pBRINT previamente reportados por nuestro

grupo (Balbas et al., 1993, 1996). Se describe lo siguiente:

1. La construccién y caracterizacion de tres vectores que permiten la integracion de DNA
en el gen lacZ del cromosoma de E. coli. La caracteristica relevante de estos vectores es
que no dependen de cepas especiales para llevar a cabo la integracion en el cromoscma
tal v como sucede con los plasmidos pBRINTs. Como sus funciones de replicacién son
sensibles a temperaturas mayores de 30°C, con un aumento en la temperatura de cultivo

y, en presencia del marcador de seleccidon, se promueve sl integraciéon en Cromosoma.

2. La validacidén de los tres plasmidos como vectores de clonacién y/o modificacion de
genes. Asi mismo, se reportan sus eficiencias de integracién por recombinacién homologa
doble, con genes clonados o sin ellos, y la comprobacion de la integracién cromosornal de

éstos usando el sistema de PCR descrito por Balbas et al., 1993

3. Un método simple y rapido para llevar a cabo la integracién cromosomal de los genes
clonados o de una construccidén génica, asi como la eliminacion subsecuente del vector, a
través del aumento de la temperatura del cultivo en el cual se crece la bacteria

transformada con alguno de estos vectores.

4. La validacion del sistema, a través de clonar inicialmente el gen heterdlogo amy de
Bacillus stearothermophilus, en uno de los vectores constrindos e integrandolo

posteriormente cn ¢l locus cromosomal fucZ de E. coll.
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Abstract

A pBRINT-T, family of integrative vectors for Escherichia coli was constructed by using a temperature-sensitive replicon derived
from pSCI101, a region of homology to the locZ gene, and various antibiotic resistance markers (kanamycin, chloramphenicol
and gentamyecin) for selection of the integrants. The gene or group of genes to be integrated can be inserted into a multiple cloning
site, flanked by an antibiotic resistance marker and /ecZ sequences A simple and rapid procedure was developed for the selection
of celts where allelic exchange had occurred. With this procedure, the efficiency of integration of around 1073 was observed, using
several £ coff strains. From colonies with an integrated pBRINT-T, plasmud, we detected an average allehc exchange event
frequency of 7.5%. As a test for this system, we integrated the amy gene that codes for the a-amylase from B stearothermophibus,
into the lacZ gene of E. coli W3110 Production of z-amylase was found to be proportional to copy number; at up to 10 copies
per chromosome. © 1998 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Kepwords: Genehe engineening; Homologous recombination; Heterologous gene expression: Gene dosage; w-Amylase; Bacillus
stearothermophilus

1. 1ntroduction terizaton or regulation studics, as well as in commercial

apphications to producc hetcrologous proteins or valu-

Extrachromosomal autonomously replicating plasmid
vectors have become a fundamental tool for gene charac-

* Corresponding suthor, Vel + 3273291601 Las: 4-32 72 17238%;
e-mat gossel bl unam mx
' Published 1n comunction with A Wiseonsin Gathering Honoring

Waclow Szybalht on the occusion of ke 75(h vear and 20 years ol
Editorship-in-Chief of Gene. [0 11 August 1997, Unversity of’

Wisconsin, Madison, W1, USA

Abbrevintions a7, GmP-encoding gene Ab. antibiotets). wny, B
stearorhermopllus amylase-encodmg gene; B, Bucilis: bla, ampretllin
resistance-encoding gene; by, base pan (u): f#Gal, f-golactosidase, car.
CmP-encoding genes Cb, carbeneiihin. Cm. chioramphemcol. dNTPs,
deovyrbonueleoside triphosphates: A, deletion, EtdBr, ethidiun bio-
mude, G, gentamyuin, IPTGL wopropyl-fi-p-thogalaclopyranoside,
kb, kilobase(s) or 1000 bpr Km, kindmyom, feed, loctose permcase-
encodimg gene, frc VL faclose transagelylase-encoding gene, fag 7. fiGal-
encodmg gene, LB, Lunig Bertann medium, MCS, multiple clonng sie
i) nt nuceotide (8 el KmFeencoding sene, POR, polymerase
chim redciion, ®Lresstant resstance, ) sensitive sensiiveiye o, et
welme: rers Tefeeneoding gener s mperitore sensiline, u, unit(s});
Wi wild tpes NGal Sshrome-d-chlorasSandoih ] ealactopyanoside,
[T plosendecarne: state
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PID s Do oo

able metabolites 1n microbial cultures, Even thougl their
usefulness has been well established in many cascs, some
scrious problems arc associated with the usc of
multicopy plasmid vectors, the most common being
scgregationnal nstability and undesired copy-number
cffects.

In order to circumvent these difficultics, several meth-
ods have been developed to allow the stable integration
of genes into the Escherichia coli chromosome: random
integration using transposons (Herrero et al., 1990);
mntegration at phage attachment sites (Koob and
Szvbalski, 1990; Dicderich ¢t al.. 1992): homologous
recombination techmques using lincar or circular DNA
fragments that arc unable to replicate m E cofi
(Saarilahti and Palva, 1985; Shevell et al., 1988; Oden
ot al, 1990): or special plasmids. such as suicide vectors
or condittonal replicative systems { Kaniga ¢t al | 1991;
Posfar et al,, 1994 Wild ct al., 1996).

Recently, a pBRINT family of pBR3Z2-derived plas-
mids, allowine the chiemosomal inicgrauen of cloned
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DNA sequences into the lecZ gene of E. coli, has been
developed in our laboratory (Balbds et al., 1993, 1996).
A potential drawback of these vectors is the need for
an intermediate special strain to achieve the desired
chromosomal insertion, and the subsequent transfer of
the chromosomal inserts to the strain of interest by Pl
transduction. To overcome these special requirements,
we have constructed a set of pBRINT-T, integration
plasmids containing a temperature-sensitive (ts) replicon
that makes them applicable to virtually anv £ coli
strain. We also describe a simple and rapid method
allowing both plasmid integration and curmg, which
was successfully tested with several E colf strains and
using the B. stearothermophilus w-amyiase gene, as an
example of specific DNA that can be integrated and
stabile maintained.

2, Materials and methods
2.1. Bacterial strajns, plasmids and media

E. coli strain XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA)
was utilized as the host for all plasmid constructions.
E.  coli strains W3110, €600, RRI1 and JMI10Q1
were used for chromosomal integration studies.
Plasmids pMAK705 (Hamilton et al., 1989), pMC1403
(Casadaban et al., [980), pBSL98, pBSL121, pBSL141
(Alexeyev et al., 1995) and p18xH3 (Spratt et al., 1986;
del-Rio, 1997) were utilized to construct the plasmids
described here.

Celis were grown in Luria-Bertani (LB) medium.
Antibiotics (Ab) were used at the following concen-
trations (perml} for the growth of cells carrying
multicopy plasmuds: carbeniciliin (Cb), 50 pg: kanamy-
cin (Km), 30pg; chloramphenicol (Cm). 30 pg;
and gentamyan (Gm), 10ug (except for plasmid
pBRINT-T, G, 5 pg): for the sclection of cells carrying
the Ab markers integrated i the chromosome, the
following concentrations were utilized: Cb 15 pug, Km
15 pg, Cm 13 pg and Gm 5 peg. Cb was used instead of
ampicillin. Detection of iGal activity was performed on
plates containing 33 pg of XGal perml and 0.1 mM
IPTG.

22 Genenie procedures and recombingnt DN A
teehnigues

Recombinant DNA techniques  were  performed
as desciibed  previously  (Sambrook et oal,, 1989,
Transtormauon of £, coli was carried out by electropora-
ltion using an Lppendorf clectroporator, according to
the  manufacturer’s  recommendations  (ppendort,
THamburg, Goermany)

2.3. Construction of the pBRINT-T, plasmids

These plasmids were constructed as follows. Plasmid
plnt, was obtained from pMCI403 by deleting a 4.8-kb
Ndel fragment, containing a small region of the facZ
gene, followed by the lacY, lac4 and rer genes. Plasmid
plnty was digested to completion with Ndel, and par-
tially digested with Dral to give a 4.1-kb DNA fragment
missing the pBR322 origin of replication. Protruding
ends were filled in with the T4 DNA polymerase, and a
2.9-kb Smal-Pyull fragment from plasmid pMAK703,
contairing the temperature-sensitive replication func-
tions, was ligated to the above segment, giving plasmid
plnts-Ts. plnts-Ts was then double-digested with
EcoR1+ BamH], filled in with the T4 DNA polymerase
and seif-ligated in order to remove the EcoRI, Bamil
and Smal sites, and the resulting vector was named
pInt-Ts. The Km, Cm and Gm resistance genes were
obtained as Sacl fragments from plasmids pBSL98,
pBSL121 and pBSL141, respectively. These DNA frag-
ments were blunt-ended with T4 DNA polymerase
and inserted into the unique EcoRV site of plat-Ts
to produce pBRINT-T,Km, pBRINT-T,.Cm and
pBRINT-T Gm, respectively.

2.4 Chromosomal integration of the pBRINT-T,
derivatives

The pBRINT-T, plasmids were introduced into E.
coli strains by electroporation, and transformants were
selected after 60 h of incubation at 30°C on solid media
contaiming: Cb and Km for pBRINT-T.Km; Cb and
Cm for pBRINT-T.Cm; or Cb and Gm for
pBRINT-T,Gm. A single transformant colony was
grown m 0.3ml of LB medium for 4 h at 30°C. The
resulting culture was then inoculated mto 10 ml of LB
medium and incubated {or 6 b a1 30°C. This culture was
then incubated at 37°C for overnight growth. Several
dilutions (107*~10"%) of this overnight culture were
plated on solid media supplemented with XGal, IPTG
and the appropriate Ab (Km for pBRINT-T Km, Cm
for pBRINT-T,.Cm or Gm for pBRINT-T,Gm), and
incubated for 24 b at 44°C. Single white colonies from
these  plates were screened  for resistance to Km
(Km¥), Cm (Cm®) or Gm (Gm®}, depending on the
plasmid initially utilized to transform the cclls, and also
sensiivity to Cb (Cb®%), at 44°C. White Cb* colonies
were replicated again at 44°C and, finally, picked at
30°C on solid media containing Cb 1w order 1o confirm
the absence of the plasmid.

2.5 PCR analysis of alfelic exchange in the lacZ gene
Eoeolr genomic DNA was asolated from overnight

cuttures. as described by Wilson {1987)  An clongase
enzyme nux (Grbeo BRE, Life Technology, Guuthetburg,
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MD) was utilized with an optimized reaction buffer
provided by the manufacturer. The 50-pl reaction mix-
ture contained 20 ng of genomic DNA, 50 pmol of cach
primer (see Fig.2), 0.25mM dNTPs and 1.6 mM
MgCl,. Amplifications were performed using a Gene
Amp PCR System (Perkin Elmer, Norwalk, CN). The
PCR. conditions involved an initial melt of 30 s at 94°C,
followed by 30 cycles of 30 s at 94°C, primer annealing
at 55°C for 30s and extension at 68°C for 3.5 min.
Samples from PCR reactions were separated by electro-
phoresis In 1% agarose at 80V for 1 h and visualized
on a UV transilluminator.

2.6, d-amylase activity measurements

Cells were grown at 30°C and 300 rpm in LB medium
supplemented with the required Ab. IPTG (1 mM )} was
utilized to induce Py, in all cultures; 4 b after induction,
cells were harvested by centrifugation. Cells were resus-
pended in 50 mM Tris- HCl buffer (pH 7) containing
1mM CaCl, and disrupted by sonication. Enzymatic
activities were determined with soluble starch at 70°C,
at pH 6, in the presence of | mM CaCl,. Reducing
sugars were measured according to the 3.5-
dinitrosalicylic acid method. Total protein was deter-
mined by the Bradford assay (Bradford, 1976), using
bovine serum albumin as the standard. The z-amylase
specific activity unit was defined as micromoles of redue-
ing equivalents liberated per minute, and was measured
at least twice for each culture.

3. Results and discussion

3 1. Construction of a family of pBRINT-T, mntegration
plasnids

A set of three pBRINT-T, plasmids was constructed,
to allow the site-dirccted insertion of cloned DNA into
the chromosome of virtually any £. co/fi strain, provided
that it contamned the fecd gene and 1t was capable of
homologous recombination { Fig. 1). These vectors share
some common {eatures with the pBRINT plasmuds
previously developed in our laboratory (Balbas ct al.,
1996): (1} the integration locus is the fuer gene that
provides # simple blue--white screemng scheme when the
celis are plated on solid media containing XGal and
IPTG: (23 they possess a convenient MCS, flanked by
an Ab® eene cassctte (either Km, Cm or Gm) inscried
mta lge to casily monitor the integration of the cloned
fragment; (3) the vector marker is Cb® As a new
feature, the pBR322 orf (Bolivar ¢t al, 1977) was
replaced by the wemperature-sensitive {(15) repheation
system from pMAKT0S (Hamilton et al., 1989} a ts
mutant derivative of pSCLOT that can replicate at 30 C
DUl not ot temperatures above 37 C rAmstrong ot al .

1984). It has been previously shown that plasmids that
are unable to replicate extrachromosomally in a recipient
strain can recombine efficiently with the host chromo-
some when they carry homologous sequences (Hamilton
et al., 1989). The truncated lacZ sequences and the ts
replicon of these pBRINT-T, derivatives permit a
straightforward selection of the integration events into
the lacZ gene located in the chromosome, and allow
subsequent pilasmid loss when the temperature of the
culture is increased to 44°C.

3.2, Integration of the pBRINT-T, derivatives into the
E. coli chromosome

We first verified whether the above-constructed vec-
tors could integrate efficiently into the E. coli chromo-
some, For these experiments, the nearly wt E. colf strain
W3110 was used as a host. Covalently closed circular
DNA of each of the pBRINT-T, derivatives was intro-
duced into W3110 by electroporation, and transformants
were selected for both the vector-encoded resistance
(Cb) and the resistance inserted into lacZ (Km, Cm or
Gm). As described n Section 2.4, a technically simple
and rapid temperature-based procedure, was employed
to select for allelic exchange and to cause plasmid-
curing. The appearance of large Ab® white colenies, at
a frequency ranging from 1073 to 107* with respect to
total viable cells, after incubation at 44°C on plates
containing XGal, IPTG and the appropriate Ab, indi-
cated that the plasmids had integrated into the lacZ
gene of the chromosome (Table ). Some small bluc
colonies, corresponding to cells that had stopped grow-
ing because the plasmid had not integrated, werc also
visible {cspecially in the case of pBRINT-T,Cm). White
cotonies were then tested for Cb® since a single recombi-
nation cvent will produce clones exhibiting the vector-
cncoded resistance as well as the resistance marker
inserted in fueZ, whereas an allelic exchange event will
produce colonics only presenting the resistance marker
inseried m JucZ. A significant portion of the tested
colonies (from 0.5 to 16%) were Cb®, indicating that the
allehe exchange event occusted cfficiently in these cells
{Table 1). For unknown rcasons, better results were
obtained with pBRINT-T Km and pBRINT-T,Cm than
with pBRINT-T Gm (Table 1).

The above-seleeted colonics were also Cb® at the
permissive temperature for replication (30°CH, indicat-
me loss of the plasmids, The absenee of vectors in these
cells was confirmed by trying to isolate plasnud DNA
from these colonies, no plasmid DNA was detected in
agarose gels stained with cthidium bromide (FtdBr)
(data not shown). Intepration of the pBRINT-T, plas-
mids was found to occur reliably and efficiently in a
varicty of 1eed ' K ocoli strains, such as €600, RR 1 and
IMIOT (Table 1Y 1 is important to powt oul that cven
though strain JMIOT does not have a chromosomal
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Fig. 1 General structure of the pBRINT.T, plasmids. Plasmids were named pBRINT-T,Km, pBRINT-T,Cm and pBRINT-T.Gm depending on
the Ab®, The dotted arrows indicate the Ab™ markers that can be used to select for chromosomal integrations. The cloning sies present in the
MCS of these vectors are: Sacll (Sc), Nod (N), Xbal (Xb), Spel (Sp), BamHI (B), Smal (Sm), Psil (P), EeoRI (E), £coRV (R), HindII {H),
Clal (C), Sall (Sa), Xhol (Xh), Apal (A) and Kpnl (K) The Spel, Clal and Ps/1 restriction sites are not unique on these vectors, Plasmmd

pBRINT-T,Gm contains an additional £coRV site in the Gm® gene.

lacZ gene, integration can occur at the lacZAMI135 allele
present in the F’ episome, since it contains an incomplete
lacZ gene encoding an inactive fGal. In this case, the
white—biuc selection scheme could not be applied, and
the integrates, forming larger colonies, were only
sereened for Cm® and for Cb® at 44°C,

It should be noted that high transformation efficienc-
ies were not necessary with the present method of
integration, unlike with other described gene transfer
systems involving suicide vectors that are totally unable
to replicate in the target cells (Kaniga et al., 1991).
Indeed, we were able to obtain mtegrates from a single
plasmid bearing colony, which was first grown at 30°C
before selecting for the integration cvent by raising the
temperaturc of the culture to 44°C.

3.3. Confirmation of the chromosomal integrations by
PCR analwis

Chromosomal integrations were further confinmed by
PCR amphfication of the luc region present in genemic
DNA isolated from the above constructed strains.
Primers were designed to hybnidize to a sequence found
in the Ab® genes inserted In fueZ (Km,, Cm, and

Table !

Gm,), and to a DNA sequence located at the 5 end of
lacZ that is not present in the pBRINT-T, plasmids
{lacext,) (Fig. 2A). The use of these primers ensured
that DNA was amplified from chromosomal sequences
and not from residual plasmid DNA eventually present
in the cells. PCR analysis of chromosomal DNA from
strains initially transformed with pBRINT-T Km,
pBRINT-T,Cm and pBRINT-T,Gm, where an allelic
exchange event had occurred, resulted in the expected
1.6-, 1.5- and {.7-kb fragments (Fig. 2B, lanes 3, 4 and
5); whereas no amplification products were obtained
with the wt strain (Fig. 2B, lane 2). Although Southera
blot analysis could also be wused, the PCR analysis
described appears to be simpler and faster.

3.4, Chromosormal integration into E. coli of the
B. stearothermophilus amy gene coding for ¢
thermostable o-amylase

The ability of the pBRINT-T, derivatives to insert
cloned DNA scquences into the £ ¢oli chromosome,
was demonstrated using the amy gene, which codes for
the thermostable z-amytase from B, siearathermophilus.
A 2.4-kb Ndel-Ilind1H fragment from plasmid pl8xH3,

Integratien and allelic eachange frequencies o1 pBRINT-T, plasmids 12 different £ cofr strains

Flost Plasmid Ab® mutker for Irequency of appearance Allehic exchange
chomaosontal integration of AB® white celotes? frequency (%)"
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Fig 2. Strategy for PCR genomic analysis of integration mnto the lecZ gene. (A) Structure of the /acZ locus after allelic exchange with DNA from
pBRINT-T, and the pENTasmy derivative. Arrows indicate the positions where each primer hybridizes. The shaded area represents the JacZ sequences
present on the pBRINT-T, plasrmids. The maps are not drawn to scale The primers used for amplhfication of chromosomal DNA were: lacext,:
5-GCTATGACCATGATTACGGATTCACTGG (nt positiens —3 to +25 relative to the first nt of lacZ), Km, 5-GATCCCCTGCGCCATCAG-
ATCCTTGGCGG {nt positions —37 to —b66 relative to the first nt of the Km® gene), Cm,: 5-GGTGGTATATCCAGTGATT-
TTTTTCTCCAT (nt positions +1 to +30 relative to the first nt of the Cm® gene); Gm,: 5-GAGTCCGGCTGATGTTGGGAGTAGGTGGCT
{nt position + 334 to +363 relative to the first nt of the Gm® gene). {B) Electrophoretic analysis of PCR amplfication products. Primers used for
amplification are mdicated below, between parentheses Lanes: |, molecular weight standards, 2, W3110 (lacext,. Cm,); 3. W3IL10 lacZ- npt 1T
{lacext,, Km,), 4, W3110 JacZ :cat (lacext,. Cm,), 3, W30 lacZ" aaeCl {lacext,, Gm,); 6, BAMY (lacext,, Cm,)

containing this gene under the fac promoter transcrip-
tional control, was blunt-ended with T4 DNA polymer-
ase and ligated to pBRINT-T ,Cm previously digested
with Smal. The resulting plasmid, pINTamy, was used
to transform strain W3110. Foilowing the procedure
described in Section 2.4, the amy gene was integrated
into the chromosome of strain W3110. We detected a
frequency of integration of {07%, similar to that observed
for any of the pBRINT-T, plasmids without an insert
(Table 1). The frequency of allelic exchange was 1%,
slightly  lower than that observed for intact
pBRINT-T, plasmids (Table I}, but still a manageable
number for screening by replica-plating This new strain
with the integrated amry gene was named BAMY,
Proper integration of the iy gene into the feeZ locus
was confirmed by PCR (sce Scction 2.5). By using
primers lacext; and Cmy, a 3.9-kb band was amplified
(we also detected the presence of 2 lower molecular
weight band. presumably an artifact from the PCR)
(Fig. 2B, lanc 6). This band had the expected molecular
weight, corresponding to the addition of 2.4 kb from
the amy gene to the 1.5-kb band generated from the
sene encoding Cm® mserted in e (Frg. 2B, lane 4).
We then determined the g-amylase level for this new
strain and compared 10 to strains with plasmids carrying
the aenv genc {Table 2). The w-amylase specific activily
was  simiiar in o ostraing . W3110[p18«H3]  and
WILTO|pINTamv} (13,1 and 12 4 uymyg proton, respec-
tively), whereas specific activity from strain BAMY was
0.76 u/mg protem. Table 2 also shows the expected cony
number for the amy gene on these strains, L rom these
datay s evident that z-amndase sty s roughly

proportional to copy number up to about 10 copies per
cell. Specific activity did not increase proportionally in
the strain carrying the high-copy-number plasmid
pl8aH 13, The relatively low w-amylase specific activity
detected in strain BAMY is probably the consequence
of having a single copy of the amy gene transcribed
from the relatively weak P, promoter. If desired, a
higher expression level might be achieved by changing
P, 10 a stronger promoter such as p; or P, (Deuschle
et al., 1986).

4, Conclusions

(1) We have constructed a family of cloning-integration
pBRINT-T, plasmids that allow the efficient inser-
tion of cloned DNA into the lucZ locus on the E

Tuble 2
The e-amylase-spectfic actvities and estimated am) gene copy number
of straing W3110, W3TT0[pI8al113]. W3L10{pINTamy] and BAMY

Stram a-amylase amy copy number!
{u/mg prolein)® chiromosome®

W30 0 ¢

BAMY 076 1

WALTO[pINTemn ] 124 510

WO pi&al113] 131 S04 700

Mrsyme activity metsarements are desenibed m Seetion 26

PPLasimd copy number s asstmied 10 be snilay (o that repotted n
the Ieratne pUCS (Chambers et ab, T988), pdCIGL (THasunuma
and Sehivudu, (977
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coli chromosome. Selection of the integration event
is accomplished by a rapid and simple temperature-
based selection procedurs. A PCR-based analysis
strategy was developed for the accurate and rapid
confirmation of the correct integration by double
recombination into the lueZ gene.

(2) The pBRINT-T, plasmids should have several
potential applications, when properly modified as
required, as in the following cases:
when it would be advantageous to produce a heter-
ologous protein from a stable, single or multiple-
copy gene, integrated in the chromosome;
when a single-copy gene is desired for gene regula-
tion studies, in this case, the gene under study must
be transcriptionally isolated from the lacZ promoter
present in the vectors; or
when genes or their products are toxic in multicopy
numbers, and stable single-copy ntegrates overcome
this problem.

The fact that the pBRINT-T, derivatives enable inser-
tion at only one specific site of the chromosome could
be seen as a limitation of this system. However, the
integration of several copies of a gene or several different
genes can be accomplished, by multiple tandem 1nser-
tions using the numerous cloning sites of the
pBRINT-T,. Previous results have shown that large
DNA fragments (7.5 kb), were efficiently cloned and
integrated into lzcZ using the pBRINT plasmids ( Balbas
et al., 1996); thus, the size of the PNA fragment to be
inserted should not be a limiting factor, Techniques
allowing multiple chromosomal insertions that rely
mainly on the use of transposons integrating randomiy
into the chromosome have been previously reported
(Peredelchuk and Bennet, 1997). A petential drawback
of thesc systems, however, i1s that ceriain insertions
might be located in loct important for basic cell func-
tions. In contrast, the pBRINT-T_ derivatives described
here direet the integration to & non-cssential and well-
characierized locus on the chromosome. This character-
istic should make this plasmid family a uscful tool for
the construction of strains for usc i a variety of studics
and applications.

5. Dedication

This paper is dedicated to Waclaw Szybalski, on the
oceasion of his 75/76 birthday. Waclaw Szybalskr s and
has always been a visionary. His rescarch has not only
generated important knewledge of the particular biologi-
cal systems on which he has worked, but has alse
contributed 1o the construct:on of lines of umiversal
thought.

Pwas fortunate to collaborate with him lor several
years as one of the Bdnors of Gene Durmg that nme.

I became aware of his commitment to science and to
the trairing of the new generation of scientists. I also
saw his untiring interest in promoting the development
of science in other countries and in seeking new ways
of fostering collaboration between different institutions.

1 am grateful to Waclaw for his generosity and
guidance, that has always been so valuable to me, but
above all I am grateful for his deep, sincere friendship
that will always be with me in my spirit.
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IMPROVEMENT OF THE PBRINT-TS PLASMID
FAMILY TO OBTAIN MARKER-FREE CHROMOSOMAL
INSERTION OF CLONED DNA IN £. COLI

(PusLICADO EN BIOTECHNIQUES)

En esta publicacién se describen los cambios que se realizaron a la familia de
plasmidos pBRINT-Ts para mejorar sus caracteristicas como vectores de integracion

cromosomal. En particular se sefiala lo siguiente:

1. La sustitucién de los genes de resistencia a cloranfenicol (Cm), gentamicina (Gm) y
kanamicina (Km), presentes en estos vectores como marcadores de seleccion, por los
casetes de resistencia removibles Cat2, Gen 4 y Kan2, descritos en el primer articulo de

esta seccion.

2. La validacién de los tres plasmidos como vectores de integracion en cromosoma por
medio de recombinacion homologa doble y a través de la determinacion de sus eficiencias

de integracion sin genes clonados
3. La comprobacién de la integracién cromosomal de éstos plasmidos, a través del

fenotipo blanco en presencia de XGal + IPTG que presentan las cepas modificadas y

utilizando el sistema de PCR descrito por Balbas et al., 1993

70
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when svnthesized with Venr DINA poly-
merase. Qur decreased substitution rate
presumably reflects the use of the high-
er-fidelity Pfre DNA polymerase (4).

Less sausfying was the finding of
small point deletions in all clones se-
quenced. Different clones had different
deletions, but most {60%) had only a
single base missing. These deletions
are presumably the result of incorpora-
won of a non-full-length oligonucleo-
tide, amongst the 84, during LCR. No
deletions were detected in the clones
produced by Au et al. (1) with gel-puri-
fied oligonucleotides, suggesting that
oligonucleotide purification is an im-
poriant consideration.

Several options are therefore open to
the investigator working to scale up the
LCR-based approach to gene synthesis
at minimum expense. Costs will fse
steeply if gel purified oligonucleotides
are purchased, as not only does purifi-
cation incur additional charges but the
synthesis must also be on a larger scale.
In house gel purification of ¢ligonu-
cleotides is possible but increases the
time spent on gene synthesis. A higher
anmealing temperature could be tested
for LCR to mnimize incorporation of
non-full-length oligonucleotides. and/
or moere clones could be sequenced, at
additional expense. to 1dentify those
without deleuons. Considering all these
factors. and our experience, the most
cost- and time-effective strategy is to
simply assemble the gene from non-pu-
rified olizonucieatides and perform
site-directed mutagenesis to correct a
single base pair deletion.

As anticipated by Au et al. (). the
LCR-based method for gene synthesis
can be applied 10 larger genes by in-
creasing the number of segmenis. In
addition, thus study shows that scaling up
the LCR method with non-punfied oli-
gonucieotides is a cost- and ume-effec-
tuve approach 1o In vitro gene synthesis.
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Improvement of the
pPBRINT-T; Plasmid
Family to Obtain
Marker-Free Chromoso-
mal Insertion of Cloned
DNA In E. coli

BioTechnigues 30 252-256 (Febriary 2001 )

The expression of het: ¢ ~ous
genes by recombinant micirco. ganisms
usually depends on the use of extra-
chromosomal replicating plasmud vec-
tors that carry the gene(s) of interest.
Although the usefulness of this type of
vehicle has been well established in
many cases, scveral problems related
with their use have been identified, the
maost important being inefficient segre-
gation and/or structural instability, as
well as undestred copy number effects,
An alternative approach for mereasing
the stabilization and controlling the
copy number of heterologous eercs is
the chromosomal insertien F
senets) of iterest
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We have recently described the con-
struction and use of a plasmid vector
family with a temperature-sensitive
replicon. the pBRINT-T, plasmids,
which enable the insertion of cloned
genes into the lacZ locus of the E. coli
chromosome (4}. No special intermedi-
ate strain is needed. and vinually any
RecA* B-galactosidase™ (B-gzal*) E.
coli strain is a suitable recipient to ob-
tain chromosomal insertions using the
pBRINT-T, plasmids. Simultaneously,
we have developed a simple and rapid
procedure for the insertion and curing
of these plasmids (4).

With pBRINT-T, plasmids. an an-
tibiotic resistance (AnbR)} marker for
the positive selection of integrates is -
troduced together with the gene(s) of
interest. The presence of AnbR genes in
genetically engineered bacteria might
retard their use n some applications
due 10 the increased possibility of hori-
zontal gene transfer. which leads to the
unconirolled spread of these resistance
genes 1o other microorganisms. More-
over, when the genetic improvement of
any slrain requires seieral successive
modifications, each one requiring the
introduction of a different AnbR mark-
er, it becomes more and more difficult
to find new antibiotic genes. Therefore,
it would be useful to engineer stable re-
combinam strains that do not contain
any residual AnbR markers.

The aim of this study was to modify
the pBRINT-T, plasmids 10 remor ¢ the
AnbR marker used for selection of
modified cells after obamning chromo-
somal insertion of the gene(s) of iner-
est. In these new plasrmds, pBRINT,-
rAnbR family. the AnbR selection
markers are flanked by two parailel
foxP sies, sflowing thewr subsegquent
removal by Cre recombinase action
from bacteriophage P1 (6.8).

The first step in the development of
this new vector family was the construc-
tion of plasmids m w hich the remon able
AnbR marker (i.e . AnbR genes placed
between twe [oxP sites. rAnbR) was
flanked by muluiple cloning sites (MCS)
derived from pBluescnpt® 11 SKi+)
plasmid (Stratagene. La Jolla. CA,
USA) The pBSLYS plasmd (1), from
which the kanamyom cesistance gene
was removed by Ml digesuoen. fol-
lowed by blunt-ending with T4 DNA
polymerase, was used as hackbone 19

SRt Eelochiggues

construct this new set of plasmids. The
TAnbR cassettes chosen to construct this
plasmid family encode resistance o
chloramphenicol (Cat2), gentamycin
(Gen4), and kanamycin (Kan2). The
Cat2, Gend, and Kan2 cassettes were
obtained as 1065-, 881-, and 1265-bp
BamHIL-Notl DNA fragments from plas-
mids pLoxCat2, pLoxGen4, and
pLoxKan2, respectively (6). These re-
striction fragments were blunt-ended
with T4 DNA polymerase and then lig-
ated to the 3089-bp Miul blunt-ended
fragment of pBSL98 to obtain pBP-
SCar2, pBPSGend, and pBPSKan?2 plas-
mids. Since in these plasmids the rAnbR
cassettes are flanked by directly repeat-

ed MCS from plasmid pBluescript 1
SK(+}, digestion with a restriction en-
zyme whose cleavage site is present in
both MCS should release the rAnbR cas-
settes preceded by a single MCS.

The new plasmids containing MCS-
Cat2, MCS-Gend, or MCS-KanZ cas-
settes  were constructed using  the
pint-T, plasmid as backbone {4). For
this purpose, the MCS-Cat2, MCS-
Gend, and MCS-Kan2 cassettes were
obzained as Sacl fragments from plas-
mids pBPSCat2, pBPSGend, and pBP-
SKan2, respactively. These DNA frag-
ments were blunt-ended with T4 DNA
polymerase and then inserted into the
unique EcoRV site of plasmid plnt-T,

A. Psil
Spel
pBRINTs-rAnb®?
family
Cial NCS
=
An >’E:§am
{acZ 5"-end IacZ 3-end
Xbel  EcoRl Xbek
pBRINTs-Cat2 (8201-bp)
Car2 {1183%-bp)
Sat EcoRV
pBRINTS-Gend (8017-byp)
Gond (1005-bp}
PBRINT3-KanZ (8405-hp)
Kan2 (1353-bp)

Figure 1. General structure and physical maps of the pERINT-rAnbR plasmids and rAsb® genes.
(A) The busic vecter carries a lemperature-senstuve repheen denved from pSC101, the bla gene enced-
ing CbR denved from plasmid pBR322 (2) and the 3" and 3’ regions of homolegy w the lacZ gene, flank-
ing 1he removable AnbR cassettes (B) Depending on the AnbR gene utiltzed (cor, nipfi. ot anc Ci), the
new plasmids were named pBRINT,-Cai2 (CmB) pBRINT,-Gend (GmR), or pBRINT -Kan2 (KmF}
The empty arows indicate the AnbR acnes, and the namow black arraws indicate fo1 P ites The restne-
non tes present in the MCS fwhere the gene{s) 1o be stegrated can b msented] are Saefl BuXIL
NotliEegl, Xbal, Spel, BumBL, Smal P, EcoRl EcoRV, HardW, Clal, Sall, Xhal, Apal, and Apal. The
Spet Clal, and Parl restnetien wtes are ol gmge on these sectors The EcoRUNDal and FooRV Sl
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1o obtain pBRINT-Cat2. pBRINT,-
Gent. and pBRINT.-Kan2 plasmids.
respectively (Figure I).

We performed the chromosomal 1n-
sertion of the pBRINT,-rAnbR plas-
mids following our previously de-
scribed temperature-based insertion/
selection procedure (1), Therefore, the
nearly wild-type strain E. coli W3110.
used as model host in this stady, was
electroporated with covalently closed
circular NA of each of the pBRINT,-
rAnbR plasmuds. Afterwards, one single
colony transformed with each plasmid
was grown in 0.3 mL LB medium with-
out Anb for 4 h at 30°C, reincculated
into 10 mi fresh medium, and incubat-
ed additionally for & h at 30°C to obtain
more biomass. The coltures were fipal-
ly incubated overnight at 37°C, and
several diutions (10-3-10-6) were plat-
ed on solid media supplemented with
X-gal, isopropyl-B-p-thiogalactoside
(IPT@G), and the appropriate Anb (15
pg/mL Cm for pBRINT,-Cat2: 5 ug/
mL Gm for pBRINT,-Gend, and 15 ug/
mL Km for pBRINT,-Kan2). After 24
h of incubation at 44°C, large AnbR
white colonies grew at a frequency of at
least 103 with respect 1o total viable
cells as for the previously described
PBRINT-T, plasmids. The white phe-
notype indicates that the plasmids have
been integrated 1nto the lacZ chromesoe-
mal gene. Then, the white colonies
were screcned at 44°C for sensiuvity o
carbenicillin (CbS) (3) and at the same
time for resistance to Cm (CmR). Gm
{(GmR). or Km (KmiR) depending on the
plasm:d nidially utilized to transfonm
the cells. A sigmiicant portion of the
tested colonies. from 24z to 20%, were
Cb® at 14°C, ndicating that the chro-
mosomal insertion event by double ho-
mologous recombination occurred effi-
ciently in these cells. These colonies
were also ChS at 30°C, which con-
firmed plagmid loss. The insertions
were confirmed by PCR analysis as
previously descnbed (4) (data not
shown). The allelic exchange frequen-
cics obtained with the pBRINT -rAnbR
plasmids were 20%, 6%, and 2% for
veetors  pBRINT-Car2, pBRINT.-
Gend, and pBRINT, -Kan2, respective-
Iy, These efficiencies were similar 1o
thowe obtiuned with the previously de-
senbed pBRINT-T, piasmids (4)

The remaimme Anh® markers used
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to select chromosomal insertions were
removed by site-specific recombination
mediated by the Cre recombinase as al-
ready described (6). Briefly. W3110
lacZ:.Cat2, JacZ::Gen4. and lacZ:
Kan2 cells were transformed with the
temperature-sensitive pJW 168 plasmid,
which carries the cre gene under the
control of the Plac(;ys promoter. Trans-
formed cells were replica-plated on LB
so0lid medium containing X-gal without
or with 1PTG to induce Cre production
at 30°C. One hundred percent of the
colonies tested lost the AnbR marker
but still remained $-gal-. This result in-
dicates that the loxP site, which re-
majns after Cre recombinase action, in-
terrupts the lacZ gene. Elimination of
the AnbR marker was also confirmed
by PCR analysis (data not shown).
Plasmid pJW168 was subsequently re-
moved from the B-gal- celis by ncreas-
ing the culture temperature to 37°C or
higher, and its loss was confirmed by
the loss of the CbR phenotype.

The pBRINT -rAnbR plasmids are
useful wools designed for site-specific
integration of cloned DINA into the
lac”Z gene, without leaving in the chro-
mosome any AnbR markers. This is
feasible due to the presence of tandem
loxP sites flanking the AnbR genes in
each plasmid, which allows subsequent
removal of these genes by the action of
the Cre recombinase. Therefore. the re-
sulting cells do not contain any AnbR
marker and can be ransformed or fur-
ther modified with plasmids containing
the same AnbR marker previously used
for the selection of integrants. The
PBRINT,-rAnbR plasmids are an adds-
tion to a growing group of molecular
tools designed for achieving chromoso-
mal gene msarion and antibrotic resis-
tance-encoding gene remoral (3.7).

The accession numbers for the se-
quences of pBRINT,-Car2, pBRINT,-
Gen4, pBRINT-Kan2, pBPSCail.
pBPSGend. and pBPSKan2 in the
EMBL Nucleotide Sequence Database
are AJ27827R. AT278279. AJ278280,
AJH03982. AJI03983, and AJ403984.
respectively
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Este proyecto de doctorado, se desarrollé basicamente en dos partes: En la
primera, se diseii6, construyé y validé un grupoc de casetes de resistencia a
antibioticos que permiten obtener modificaciones genéticas a nivel cromosomal, los
cuales pueden ser eliminados después de que se utilizan para seleccionar el
organismo modificado. Para esto, los genes cat, aacCl y ntpll que confieren
resistencia a cloranfenicol, gentamicina y kanamicina, respectivamente, fueron
clonados entre dos secuencias loxP con la misma direccion relativa, para asi poder
escindirles por recombinacion sitio-especifica mediada por la recombinasa Cre del
bacteriéfago P1.

En la segunda parte de este proyecto se diseflaron y construyeron sistemas
genéticos que permiten prender y apagar genes simultineamente por medio de una
sefial dnica. Este grupo de herramientas moleculares se disefié y construyo
utilizando los promotores P. y Pry (tanto silvestre como mutante), y la proteina
represora cl del bacteriofago lambda. Estos promotores heterélogos pueden
utilizarse para regular la expresion de un gen determinado, en lugar de hacerlio a
partir del promotor silvestre.

A continuacidén se presentan y se discuten resultados adicionales obtenidos
en diferentes etapas del proyecto, algunos de los cuales no fueron incluidos en los
tres articulos publicados en revistas internacionales y mencionados en la seccion
previa, por lo que se consideran relevantes y por ello se presentan como parte de
esta tesis. El resto de estos resultados, cubren los objetivos particulares

contemplados en los incisos II y III.

a) CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE UN SISTEMA GENETICO PARA ELIMINAR GENES
DE RESISTENCIA & ANTIBIOTICOS INSERTADOS EN EL CROMOSOMA DBACTERIANO Y
CONSTRUCCION DE CEPAS DE E. COLI cON MODIFICACIONES CROMOSOMALES SIN MARCADOR

DE SELECCION

La metodologia y los detalles dc la construccidn del conjunto de herramientas
moleculares disenadas para modificar el cromosoma bacteriano y eliminar los
marcadores de resistencia utilizados para seleccionar las células con las modificacioncs

descadas, estan descritos en ¢l articulo incluido en la seccion previa de “presentacion de

&1
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resultados en articulos publicados (paginas 58-67)7, el cual se publicé en la revista
GENE.

> “ A family of removable cassettes designed to obtain antibiotic-resistance-

free genomic modifications of Escherichia coli and other bacteria

La construccién de las cepas mutantes sin marcadores de resistencia, también se
describe en el articulo antes mencionado. Los genes seleccionados para validar nuestro
sistema fueron lacZ y galE, debido a que las enzimas codificadas por ambos genes
confieren un fenotipo caracteristico y facilmente reconocible a las cepas que expresan
estos genes. Las células con lacZ silvestre son azules en presencia de XGal e IPTG,
mientras que las clonas con galE silvestre utilizan galactosa como fuente de carbono y
son rojas en medio de MacConkey con este carbohidrato; mientras que para ambos
casos, las clonas con los genes interrumpidos presentan fenotipo blanco en los medios
antes mencionados. Los dos genes clonados en plasmidos del tipo de pBR322, se
interrumpieron in vitro insertandoles en su parte media el casete Cat2 (ver Figs. 3 y 4,
Pags. 62-63). Después de verificar por patron de restriccidon que las construcciones eran
las correctas, los genes interrumpidos fuleron subclonados en el vector pKNG101. Debido
a que este plasmido lleva el origen de replicacién vy del replicon R6K, su replicacion
depende de la presencia de la proteina Pi (r, por lo que se comporta como vector suicida
en cualquier fondo genético que no exprese el gen que codifica esta proteina (Kaniga et
al., 1991). Los plasmidos obtenidos se denominaron pKNGlac v pKNGgal, v se utilizaron
para insertar en el cromosoma de E. coli W3110T* los genes modificados; para esto, la
cepa se transformé con aproximadamente 100 ng de cada plasmido v las células
transformantes se recuperaron en LB+cloranfenicol. Las colonias CmR obtenidas, se
crecieron por €l método “copia” en presencia del marcador de seleccion del plasmido
{estreptomicina) y en presencia del marcador de la construccion (cloranfenicol). De las
colonias analizadas se determiné cuantas eran resistentes a estreptomicina, y cuantas
eran sensibles; con esto, se cuantificé la eficiencia de recombinacién homologa doble
entre los genes silvestres presentes en cromosoma y los genes interrumpidos presentes
en plasmido, colontas con fenotipo Cm® SmS. En ambos casos el gen cromosomal silvestre
fue reemplazado por el gen mutado, a una {recuencia del 12 % para lacZ v del 20 % para
galll (ver Tabla 6, Pag. siguicnte).

Para climinar el marcador de resistencia por recombinacion sitio-especifica

mediada por Cre, una colonia dc cada una dc las modificaciones descadas (lacZ::Catl2 y
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galE::Cat2) se transformé con el vector pJW168. Después de inducir la expresion del gen
cre v comprobar la pérdida del marcador de selecciéon {CmS), el plasmido pJW168 se
elimind siguiendo el método reportado por Le Borgne et al {1998). Los resultados se
presentan en las Tablas 1 y 2, Pags. 64-65.

Tabla 6. Cuantificacién de las transformarntes de la cepa W3110T* obtenidas
con los plasmidos derivados del vector suicida pKNG101.

Clonas: Tot. cols. No. cols. | Fenotipo: E.R1
W31107T/pKNGlac 75 - 12 Cms Sm®, azul oo
) 9 CmR SmS, blanco 12.0

8 CmP SmF, blanco 10.7

46 CmPR SmR, azul 61.4

W3110T+/pKNGgal 50 29 Cm*® SmS, rojo - - -
::»> 10 CmR® Sm>5, blanco 20.0

11 CmF SmPFr, rojo 22.0

! Eficiencia de recombinacién = porcentaje de células en las que hubo integracién o sustitucién en
el cromosoma de la construccion genética, por medio de recombinacion homologa sencilla o doble.
£ > Namero de colonias en las que ocurrid la sustitucién del gen cromosomal silvestre por el gen
interrumpido in vitro por recombinacién homaélaga doble con la subsiguiente pérdida del vector.

El funcionamiento adecuado de los otros dos casetes de resistencia escindibles,
Gen4 y Kan2, mencionados en Palmeros et al. (2000), asi como del casete Cat4, que
carece del sitio de restriccién EcoRl presente en el gen cat del casete Cat2, se verificé en
la cepa 294-Cre de E. coli. Esta cepa expresa el gen cre que codifica la recombinasa Cre
bajo regulacion del promotor Pr v el represor ¢l termosensible (Buchholz et al, 1996).
Como controles se utilizaron el plasmido pLoxCat2 y la cepa isogénica MM294 que no
lleva el gen de la recombinasa. Para esto, ambas cepas se transformaron con cada uno de
los plasmidos pLoxGen4, pLoxKan2 y pLoxCat4. Se seleccioné una transformante de
cada cepa con cada uno de los plasmidos mencionados y las clonas obtenidas se
crecieron a 29-300C y a 379C, esta dltima temperatura para inducir la expresion del gen
cre. La eficiencia de escision (E.E.) de los genes de resistencia de los distintos plasmidos
transformados en la cepa 294-Cre, fue del 100 % cuando €sla se crecidé a la temperatura
de induccidon para la expresion de la recombinasa Cre (37°C), y del 90+5 % cuando se

crecid a la temperatura de represion (29-30°C). En cambio, en la cepa MM294 que no
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expresa la recombinasa los genes de resistencia se mantuvieron estables en todos los

vectores, independientemente de la temperatura de crecimiento (ver Tabla 7}.

Tabla 7. Cuantificacidon del evento de escision de los genes que codifican
la resistencia a antibidtico en los casetes removibles.

Plasmido: Cepa: Temp.! Cb® (Ap®} | CmR % 2 E.ES3
pLoxCat2 MM294 29-30¢C 25 25 100 % 0 %
37°C 25 25 100 % 0 %
294-Cre 29-300C 50 0 0 % 100 ¥

370C S0 0 0 % 100 %

pLloxGend | MM294 29-30¢C 25 25 100 % 0 % |
37¢C 25 25 100 % 0 %
294-Cre 29-300°C 50 6 12 % 88 %
370C 50 0 0 % 100 %
pLoxKan2 | MM294 29-30°C 25 25 100 % 0 %
37°C 25 25 100 % 0%
294-Cre 29-300C 50 10 15 % 85

379C 50 0 0 % 100 9%
pLoxCat4 MM294 29-30°C 25 25 100 % 0 %
37°C 25 25 100 % 0 %
294-Cre 29-30¢eC 50 0 3 % .95 %
370C 50 0 0% 100 %

I Temperatura a la cual se crecieron las dos cepas de E. coli transformadas con los cuatro
plasmidos que llevan los casetes de resistencia a antibidtico removibles.

2 Porcentaje de células en las que se mantuvo el marcador de resistencia.

3 Eficiencia de escision = porcentaje de células que perdieron el marcador de resisic 0T
recombinacidn sitio-especifica mediada por Cre.

De los datos presentados en la Tabla 7, podemos afirmar que todos los casetes
construidos funcionan correctamente. Ademas, en la cepa 294-Cre la cantidad de
recombinasa producto de la transcripcién de escape, es suficiente para que ocurra ¢l
evento de escision de los genes de resistencia flanqueados por sitios loxP presentes en los

plasmidos pLoxGen4, pLoxKan2 v pLoxCat4. La pérdida o permanencia de los genes de

Lt
ma

resistencia en los plasmidos transformados en ambas cepas, se comprobd pur ™

plasmidos de dos clonas de cada cepa v de cada resistencia. y analizando su pa. [
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restriccidn con EcoRI-HindIll. Como estos sifios de restriccion estan localizados en los
extremos de los MCS de los casetes de resistencia removibles (ver Fig. 1, Pag. 61), la
digestion con estas enzimas libera los casetes completos o los MCSs mas un sitio loxP

después de que ocurrid la escision; en todos los casos se observo lo esperado fver Fig. 13).

o Fragmentos esperados
Plasmido: | o1y cre (MM294)  con Cre (294-Cre]
B e A e g e 0 Vector: Casete: Vector: | Fragmento:
- ploxCat2 | 3.1kb | 657 + 6541 3 1xp | 291 pb de
e o pb de cat loxP
ploxGend | 3 1 xp | 1107 pbde| 3 1 kxp | 291 pb de
Y accCl loxP N
pLoxKan2 ) 3 1 kh { 1517 pbde| 3.1k | 291 pb de
nipll loxP
1296 pb de 291 pb de
Catz Gend Kan2 Catd ploxCat4 | 3.1 kb oot 3.1kb o p

Figura 10. Caracterizaciéon de los plasmidos pLoxGen4, pLoxKan2 y pLoxCat4 e
presencia y ausencia de la recombinasa Cre. En la tabla se presentan

las bandas esperadas por la digestién con EcoRI y Hindlll.

Caomo se menciond con anterioridad, adicionalmente a los tres casetes escindibles

descritos en el articulo Palmeros et al. (2000) v en esta seccion, se construyo el casete de

resistencia a cloranfenicol Cat4. Este casete resulta 0til para hacer modificaciones

genéticas, en las cuales la presencia del sitio de restriccion EcoRI presente en €l gen cat

silvestre del casete Cat2, puede interferir con la obtencion de la construccion deseada.

b) CORSTRUCCION Y MEJORAMIENTO DE UN& FAMILIA DE VECTORES TERMOSENSIBLES PARSA

OBTENER INSERCIONES CROMOSOMALES SITIO-DIRIGIDAS EN E. COL!

La metodologia v los detalles de la construccion de la primera y segunda

generacion de esta familia de plasmidos, estan descritos en los articulos incluidos en la

seccion previa de “presentacién de resultados en articulos publicados (paginas 69-75 y

77-79)". el primero publicade ¢n la revisia GENE y ¢l scgundo en BioTechniques.

w
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» “ pBRINT-Ts: a plasmid family with a temperature-sensitive replicon,
designed for chromosomal integration into the lacZ gene of Escherichia
coli 7

» “ Improvement of the pBRINT-Ts Plasmid Family to Obtain Marker-Free
Chromosomal Insertion of cloned DNA in E. coli ”

La primera generacion de esta familia de vectores se construyvé utilizando las
funciones de replicacion termosensibles del plasmido pSC101, la mayor parte del gen
estructural lacZ y tres marcadores de resistencia a antibidticos (cloranfenicol,
gentamicina y kanamicina), para seleccionar las integraciones en cromosoma. El gen,
grupo de genes o construccidén genética que se quieren integrar al cromosoma, s€ pueden
insertar en el MCS que se localiza entre el marcador de resistencia y la region de
homologia con el extremo 3’ del gen lacZ. Debido a que estos plasmidos solo se replican a
la temperatura permisible de 30°¢C, las integraciones en cromosoma por doble
recombinacion homologa se obtienen de forma simple y rapida, ya que Gnmcamente se
requiere aumentar la temperatura de crecimiento para promover la integracion y
eliminacién de estos plasmidos. Debido a esta nueva caracteristica, con estos plasmidos
no se requiere la utilizacién de una cepa especial para obtener las integraciones en el
locus cromosomal lacZ.

Finalmente, para mejorar a esta familia de plasmidos, se disefié y construyo una
segunda generacidén de los vectores pBRINT-Ts. Para esto, se utilizaron los casetes
escindibles de resistencia a antibioticos que se disefiaron y construyeron en la primera
parte de este trabajo (Palmeros et al., 2000). Con este cambio, el marcador de resistencia
utilizado para seleccionar la modificacién genética en el cromosoma de E. coli, se puede
eliminar sin mayores complicaciones. De esta forma, el mismo marcador de seleccion
utilizado para obtener la primera modificacién genética, se puede reutilizar para hacer
cambios posteriores en la misma cepa. Las demaéas caracteristicas de estos vect~» s +mn

iguales a las que tienen los plasmidos de la primera generacion.

¢) CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE UN SISTEMa GENETICO PARA REGULAR DE
MANERA SIMULTANEA Y CONCERTADA DIFERENTES QGENES EN EL CROMOSOMA DE E. COLL
C. 1. CONSTRUCCION Y CARACTERIZACION DE 1.0S PROMOTORES Py MUTANTE (Prmur) Y Prm

SVESTRE { Pruwr)

86



Kesoliz

Como se sefiald al inicio de esta seccion de resultados adicionales, en la segunda
parte del proyecto se disefiaron y construyeron los sistemas genéticos que permiten
expresar y/o reprimir la expresién de genes de forma simultanea, v por medio de una
senal de regulacién {nica, la proteina bifuncional c¢l. Este grupo de herramientas
moleculares se disefid v construyo utilizando los promotores By Pry (tanto silvestre
comao mutante} del bacteriofago lambda. Estos promotores heterdlogos se pueden utilizar
para regular la expresion genética de un gen determinado en lugar de utilizar su propio
promotor.

La estrategia que se siguid para la construccion de los promotores silvestre y
mutante, Prywr ¥ Fruue, fue por medio de PCR y utilizando a los oligonucledtidos
iniciadores como el DNA templado uno del otro. Tomando en cuenta la secuencia de estos
promotores y todas las sefiales necesarias para la transcripceién y la traduccién (cajas —10
y ~35, region operadora, RBS (SD}, ATG, etc.) se disenaron dos juegos de
oligonucledtidos, formado cada uno por un 84amero vy un 94amero; el primer oligo
corresponde al extremo 5’y el segundo al extremo 3’ de los promotores Pry. En ambos
juegos, los nltimos 26 nucledtidos de ambos iniciadores son complementarios uno del
otro, de tal manera que forman un hibrido estable de 26 pb con una Tm de 76°C ¥y con
extremos 5° salientes de 58 y 68 nucledtidos de longitud. Para facilitar la manipulaciés de
los fragmentos de PCR y la clonacidon de los promotores, se introdujeron sitios de
restriccion en los extremos 5 de ambos oligonucledtidos de cada juego; el olige que
corresponde al extremo 5 lleva un sitio EcoRI y el oligo del extremo 37 lleva un sitio
BamHI, tal y como se puede ver en las Figuras 11y 12.

Para el diseflo de los oligonucledtidos utilizados para obtener ambos promotores
Pru, ademas de tomar en cuenta las caracteristicas mencionadas lineas mas arriba,
también se imcluyeron en su secuencia de nucledtidos los siguientes cambios
importantes:

1- Mutacion puntual prmup-1 gue aumenta la fuerza del promotor Pey. Esta mutacion
involucra el cambio de T; por Cs en la caja -35 de este promotor (Gussin et al,
1983).

2- Mutacion puntual X3 que inactiva al promotor P localizado en la misma secuencia del
promotor Pu, pero que lranscribe en direccion opuesta. Esta mutacion involucra el

cambio de Az por Ga en la caja -35 de este promotor {Gussin et al.. 1983).
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3- Ademaéas de los sitios de restriccion EcoRl y BamHIl en los extremos 5 y 37

respectivamente, alrededor del codon de inicio de la traduccién (ATG) se adicionaron
otros sitios de restriccién gue ademas de facilitar la manipulacién in vitro, permiten
obtener fusiones transcripcionales o traduccionales de estos promotores a un gen de
interés, en este caso al gen reportero lacZ.

Oligonucleotido PRIEIUPE (84amero)

€ TGATAGCGGTGCAACCATTATCACCGCCAGAGGTA-
EcaRI

-AAATAGCCAACACGCACGGTGTTAGACATTTATCCCTTGCGG ¥

Oligonucledtido PREAUES [O94amero)
¥ GCCACAATCTGTAAATAGGGAACGCCACTATCTAAATTGCATAAGTG-

o e St eufmef Syl et o

-TGTAGCTACAGCTGGTTCCTCCAGATCTACCATGGGCCCCTAGGCGE ¥
Barmntil

Figura 11. Secuencia de los oligonuclettidos disefiados para construir el promotor
Prumur. Las mutaciones introducidas estan resaltadas en color: rojo para
la mutacion x3 y azul para prmup-1. Los extremos complementarios es-
tan subrayvados en verde y los sitios de restriccion en violeta.

Oligonucleétido PRMWTS (84amera)
¥ TGATAGCGGAATTCCGTGCAACCATTATCACCGCCAGAGGTA-
EcoRI

-AAATAGCCAACACGCACGGTGTTAGATATTTATCCCTTGCGE

Oligonucledtido PREMWT3I (94amero)
¥ GCCACAATCTATAAATAGGGAACGCCACTATCTAAATTGCATAAGTG-

-TGTAGCTACAGCTGGTTCCTCCAGATCTACCATGGGCCCCTAGGCGC ¥
BarnHI

Figura 12. Secuencia de los oligonucleotidos disefiados para construir €l promotor
Pemwr. La mutacién x3 esti remarcada en rojo. Los sitios de restriccion
estan subrayados en violeta y los extremos complementarios en verde.
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Asi, se llevaron a cabo las reacciones de PCR con ambos juegos de
oligonucledtidos y utilizando una concentracion de aproximadamente 125 pmolas de
cada uno de ellos, para obtener suficiente producto de PCR para llevar a cabo la
clonacion de los promotores. Después de que Jos oligos de ambos juegos se alinearon y
los extremos 5’ salientes se polimerizaron sobre si mismos, se gbtuvieron dos fragmentos
de DNA de doble cadena de 152 pb de longitud cada uno, los cuales contienen los
promotores FPemur V Pruwr. LOS promotores construidos se esquematizan en la Figura 13,
E1 promotor FPamup lleva las dos mutaciones tomadas en cuenta, mientras que el promotor

Prvwr Unicamente lleva la mutaciéon x3.

Mutacion x3
EcoRI Oxl 417

CTATCACREAATTOORTECAACCAT TATCACCEOCAGAGET aAsasTane CAAG
GATAGTOCCTTALGECACETTARTA &’E’A@T@@@@GT@T@@A TTTTATCG GTTE

fomin e n e a =

3

Or2 -35 O3 -10

A@@Cﬁa@@@?@?*“ GaCiTT TATCGCT TCOCETCATA PT”%"&"%@@"’ ATTCL
TCCETCCCACALT AT CIGTAS ATAGEEAACGUCACTAT CTASATTGOATAAGT

Mutacion prmup-1i
Sall Avdl
HindU Smal
Clal  Hincll Xbal Kpnl Xmal BamHl
CACATCGATGTCGACT TCTAG ATG GTACCCGGGGATCCCGTCGITTT
GUGTACCTACAGCTCS &zaTC TAC CATGGBECCCCTAGRGCAGCAAAA

ACAACGTCGTGACTGEGAAAACCCTEROST TACCCAACTTAATCEOCT TGCAGCACA
TETTGCAGCACTGARCCCT TTTMCCGCAATGGGT TGAATTAGCGRAACGTCGTGT

24amem piprim

Figura 13. Promotor Pry mutante (Prvur} obtenido por medio de PCR. Los sitios
donde estan ubicadas las mutaciones x3 y prmup-1 se¢ indican con
flechas. La unica diferencia de este promotor con el promotor Prmwr,
es que este Ultimo no lleva la mutacion prmup-1.

Para comprobar que los promotores construidos por medio de PCR son

funcionales y pueden controlar la expresion de un gen determinado, ambos se fusionaron

en fase al gen reportero lacZ presente en los plasmidos, pMC1403 y plnt3.. Se utilizaron
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estos plasmidos debido a que el gen lacZ presente en estos vectores carece de la region
promotora, del codén de inicio de la traduccién y de los primeros siete codones
estructurales, por lo que no se produce proteina B-Gal activa y en consecuencia las
clonas con estos plasmidos presentan fenotipo blanco en presencia del sustrato
cromogénico XGal. Bajo este esquema, la clonaciéon de los promotores construidos Pruup ¥
Prvwr frente al gen lacZ inactivo permitio comprobar que éstos son funcionales debido a
que permiten la transcripcién y traduccién de este gen, v por lo tanto se obtiene enzima
B-Gal activa (fenotipo azul en presencia de XGal). Para obtener las fusiones génicas, los
productos de PCR de 152 pb se digiriecron con EcoRI-BamH! y los {ragmentos de
restriccién de 135 pb que contenian los promotores, se separaron por electroforesis en gel
de acrilamida y se purificaron como se describe en materiales y métodos. Los promoteres
se ligaron con los plasmidos pMC1403 y plnt3: digeridos con las mismas enzimas de
restriccion y después el DNA se utilizd para transformar la cepa XL1-Blue (LacZ). Las
clonas se seleccionaron por la resistencia del plasmido (ApR) y por presentar fenotipo azul
en presencia de XGal.

Del analisis cualitativo de la actividad de (-Gal en las transformantes ApR, se
obtuvieron varias clonas positivas {fenotipo azul) de las cuales se seleccionaron algunas
para terminar de caracterizarlas. Para esto, se purificaron los plasmidos de 10 de las
colonias seleccionadas, v se analizaron por patron de restriccidn con EcoRl y BamHI.
Después de comprobar que los plasmidos obtenidos presentaban el fragmento de 135 pb
correspondiente a los promotores Prvur 0 Pruwr (datos no mostrados), se verificé que la
secuencia de nucledtidos fuera correcta. La secuenciacidn se hizo por medio de PCR,
utilizando termosequenasa vy €l oligonucledtido pfprim como iniciador. Las secuencias
deterrninadas fueron las esperadas e iguales a la mostrada en la Figura 13. A pesar de
que en todos los plasmidos analizados la secuencia de nucleédtidos fue la esperada para
los dos promotores construidos, en algunas clonas la fusion con el gen lacZ quedoé fuera
de fase. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8 en la pagina siguiente.

De entre los plasmidos analizados con la fusién del gen lacZ a cada uno dc¢ los
promotores construidos, se seleccionaron uno con cada uno de los promotores. Los
plasmidos se denominaron pBRPuyr10, al que Heva el promotor con ambas mutaciones,
v pTSPevmwt8, al que solo lleva la mutacion que inactiva al promotor Pr. Para terminar la
construccion de los casctes de expresion, a los dos plasmidos scleccionados se les

adicionaron 1os cascles removibles de resisiencia a antibioticos construldos en este
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trabajo y obtenidos de los plasmidos pBPSCat2, pBPSKan2, pBPSGen4 y pBPSCat4,
descritos en el articulo Le Borgne et al., 2001 {ver paginas 78-79).

Tabla 8. Resultados de la determinacion de la secuencia de algunas
clonas con los promotores Prvur ¥ Pavwr

? Datos:.‘ob'fenidos de le? Secugflciacién

Plasmido: Ciona: t F];rllgltgo Mut}g:wn igix‘lrlnﬁg?ﬁ , Fusm;;lc?zl gen
pMC1403+Pawwr | 10 t Laol iviemen | QK. ] 0.X. | 0.K.

! 14 | Azl walico E G.K. Q.K. Fuera de fase

! 18 Jj_Blanco !{ O.K. - 0.X. ; Fuera de fase

Nt 3+ Pryvwr l 7 | Azul internso O.X. - - - I O.K. ]

- 'L 8 | Azl inten i oK. | --- | 0.K.

i_ 14 | Blanco l C.K. - Fuera de fase

& La mutacién prmup-1 solo se introdujo en el promotor mutante Prvur

C.2. CONSTRUCCION DE LOS CASETES PARA REGULAR L& EXPRESION GENETICA UTILIZANDO

LOS PROMOTORES #u DEL BACTERIOFAGO LAMBDA

La construccion de los casetes para regular la expresion genética, se concluyd
adicionando marcadores de resistencia a antibiéticos a los promotores construidos. Los
marcadores adicionados permiten seleccionar la sustitucion del promotor silvestre de un
gen determinado por uno de los promotores construidos, Prvmup 0 Pruwr. Para esto, se
utilizaron los casetes de resistencia escindibles precedidos por un MCS del vector
pBluescriptlIKS+ (MCS-rAnbR) presentes en los plasmidos mencionados anteriormente.
Los MCS-rAnbR se obtuvieron de estos vectores como fragmentos Sacl y después de
rasurarios con DNA-polimerasa del fago T4, fueron clonados en el sitio EcoRI/DNApol T4
de los plasmidos pBRPruurlQ v pTSPruwr8; este sitio se cred con los oligonucledtidos
empleados en la construcciom de los promotores v esta localizado justo arriba de ellos.
Las clonas con los plasmidos modificados fueron seleccionadas por la resistencia
codificada por los casetes adicionados (CmR ¢ GmR o KmF) v por la resistencia de los
vectores (ApR). De los plasmidos obtenidos, algunos fueron analizados por patrén de

restriceidon con diferentes enzimas, para verificar que la direccion cn que quedaron
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clonados los MCS-rAnbR fuera la correcta, esto es que el MCS haya quedado en el
extremo 5’ (datos no mostrados). De los plasmidos que se analizaron y presentaron el
patron de restriccion correcto, se selecciond uno con cada uno de los casetes de
resistencia. Los plasmidos seleccionados s¢ nombraron: pBRPrvurCat2, pBRPruurGen4,
pBRPrvupKan2 v pBRPruurCaté4 a los que llevan el promotor mutante; y pTSPruwrCat2,
pTSPruwrGen4, pTSPrvwrKan2 y pTSPruwrCat4 a los que Ilevan el promotor silvestre. La

estructura general de los casetes de regulacion de la expresion genética se muestra en la

Figura 14.
Cat2-P Cat4-P
Mcs1|
MCS1|
” ~
-~ Y
L4 Y
- ~
F g - ~ ~

. ~, ’ ~
Sacll, BstXl, Notl, Eagl, Xbal, Spel, Clal, Sall, Hindl}/Hincll, Xbal,
Bamill, Smal, Pstl, EcoRl, EcoRV, Kpnl, Aval, Smdl [ Xmal, BamHI

HindHlI, Clal, Sall, Xhol, Apal, Kpnl

Figura 14. Estructura general de los casetes de regulacion genética. Se especifi-
can los sitios de restriccion presentes en ambos lades; P representa a
cualquiera de los promotores Prvur 0 Prvwr 0 PL.

Con la adicién de los casetes de resistencia a antibiéticos removibles junto con el
MCS, los casetes de regulacién de la expresion genética quedaron delimitados en ambos
lados por varios sitios de restriccién. Esta disposicién permite obtener los promotores
junto con el marcador de seleccion por medio de digestiones sencillas o dobles, para

fusionarlos transcripcional o traduccionalmente a un gen determinado.

C.3. CONSTRUCCION DEL CASETE DE REGULACION DE LA EXPRESION GENETICA CON EL

PROMOTOR £ DEL BACTERIOFAGO LAMBDA

Q2
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La construccion del casete de expresién con el promotor P, se realizé de manera
diferente a la utilizada para construir los casetes con los promotores Pgy silvestre y
mutante; la estrategia que se siguié se esquematiza en la Figura 15. El promotor A, de
lambda fusionado al gen lacZ se obtuvo del vector pLEXLacZ. Este plasmido se digirio
totalmente con AfIII-EcoRV y los extremos cchesivos generados se rellenaron con DNA-
polimerasa del fago T4; los fragmentos de restriccién se separaron por electroforesis en
gel de agarosa. Finalmente, el fragmento de 1563 pb que lleva casi la mitad 5 del gen
reportero lacZ bajo la regulacién del promotor P, se recuperd del gel como se describe en

materiales y métodos.

Afill/DNA-pol EcoRV

Fragmento con el promotor

257 lacZ e .
AN 35 lacZ s P, obtenido del pLEXLacZ
~
A
\\ \
~ \
\. Y
Smal A
Xmal BamHI Ecc‘)RV
Plasmido plnt3e N
asmido plIn TETTTT— o TR T s
[ -—p— o e W ma pxt ,: _:-: _“.-::: 7 -: .:El‘ ‘lacZi:E.;E.; .'_-;- -;. -: -::'I':-:“‘:
-~ ’ - ~
- ~
-’ ~
- ~
” ~
s ~
” Y
Sacl{DNA-pol Sacl/DNA-pol

Casete de resistencia
escindible

L.J
EL

loxP loxP

Figura 15. Estrategia seguida en el disefio y construccion del casete de regu-
lacion de la expresién genética con €l promotor P de lambda.

El fragmento con la fusion P.-lacZ’ fue clonado en el plasmido pInt3. digerido con
Smal-EcoRV; con esta digestion, se elimind un fragmento de 1110 pb que contenia la
mitad 5’ del gen lacZ sin promotor. De esta forma, no solo se obtuvo la fusién del
promotor A, al gen reportero lacZ, sino que, ademas, esta fusion génica se tiene en un
vector termosensible, con lo cual se facilita la obtencién de inserciones/sustituciones
cromosomales. Después de seleccionar varias clonas por mostrar fenotipo azul en XGal,

se purificaron los plasmidos de algunas de ellas y se verificé que presentaran el patron de
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restriccién esperado con la enzima FHindlll (datos no mostrados). Todos los plasmiZos
analizados fueron correctos v se¢ seleccioné uno de ellos, denominado plntPL14, para
adicionarle los casetes de resistencia a antibiéticos removibles (MCS-rAnb®} v terminar de
construir los casetes de regulacion de la expresién genética con el promotor P.. La adicion
de los marcadores de seleccidon al plasmido pIntP.14, se realizé utilizando la misma
estrategia de construccidon ilevada a cabo con los plasmidos que portan los promotores
Pruur v Prvwr (ver Pag. 91). La estructura final de los casetes obtenidos se muestra en la
Figura 14. Los plasmidos gue llevan los casetes de expresiéon sc nombraron pTSPL.Cat2,
pTSPL.Gend, pTSPLKan?2 v pTSPLCat4.

Con la construccién de este grupo de plasmidos, se obtuvo un conjunto de
casetes de regulacion de la expresion genética que sirven para la sustitucion in vitro del
promotor silvestre de un gen en particular por uno de los promotores de lambda, y cuya
expresidon se desea inducir o reprimir debido a la presencia o ausencia de la proteina cl
(ver Tabla 5). El otro componente del sistema para regular la expresion genética de forma
simultanea y concertada, es la construccion genética que permite expresar al gen ol de
forma regulada; ésta, se obtuvo a partir de la cepa GI724 como se describe en la siguiente

seccion.

C.4. OBTENCION DEL SISTEMA GENETICO PARA EXPRESAR EL GEN QUE CODIFICA LA

PrOTEINA REGULADORA Cl DEL BACTERIOFAGO LAMBD A

Para expresar el gen cf de forma regulada, se decidio utilizar la fusién génica P~
cI donde la expresién del gen que codifica la proteina cl esta regulada por triptofano; en
ausencia de triptofano, el promotor se induce con lo que se transcribe el gen cf que
codifica el represor de lambda, mientras que en presencia de este aminoacido el promotor
se reprime y no se sintetiza cl. Esta fusién génica se encuentra insertada en el locus
cromosomal ampC de E. coli GI724, ampC::Py,-cl, (LaVallie et al., 1993 y 2000). Para
obtener esta construccién v poder utilizarla en otros fondos genéticos, se intentd
amplificarla por medio de PCR utilizando los oligos AMPC1 y AMPC2, los cuales son
especificos para la region cromosomal hacia arriba y hacia abajo del gen ampC (ver Fig.
16). Después de realizar varios intentos para amplificar este fragmento haciendo varias
modificaciones en las condiciones de PCR, no se obtuvieron resultados positivos. Como se
desconocian los detalles de como sc realizd esta construcciéon y no se encontrd

informacion al respecto, sc decidio amplificarla en dos partes utilizande oligonucledtidos
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especificos para el gen ol Los oligos se disefiaron de acuerdo a la secuencia del gen o
silvestre, y se tomé en cuenta que hibridaran en la parte media de este gen y que,
ademas, introdujeran el cambio del codén AGA por €GA. Este cambio no afecta a la
proteina cl, debido a que ambos tripletes codifican para el mismo aminoacido (arginina);
en cambio, sirvid para crear el sitio de restriccidon para la enzima BstBI, el cual se utilizd

para obtener la fusion génica completa (ver Fig.16}. Los oligonucleétidos diseniados
fueron:

A GGG ATG TTC TCA CCT GAG CIT AGA ACC TIT CCA C
secuencia Lo F" T OCC TAC AAG AGT GGA CTC GAA TCT TGG AAA GGT G
Gly Met Phe Ser Pro Glu Leuw Arg Thr Phe Pro

T
PRI R

Oligonucleotido e
CIZEND GGG ATG TTC TCA OCT GAG CIT {GA ACC

Oligonucledtido GGA CTC AA GCC TGG AAA TGG TTT CCA
CISEND Pto Giu Leu Arg Thr

Las reacciones de¢ PCR para obtener los dos fragmentos de la fusion génica
ampC::Pyy-cl, se hicieron mezclando cada uno de los oligonucledtidos especificos para cf
con cada uno de los oligonucledtidos especificos para ampC, para tener en cuenta las dos
posibles direcciones de insercién de la fusion Pup-cf dentro de este gen. De este
experimento, solo se obtuvieron productos de PCR en las reacciones con los oligos
AMPC1-CI3END y AMPC2-CISEND de aproximadamente 1.7 y 1.85 kb, respectivamente.
Este resultado demostrd que el gen < estd insertado en direccidon contraria a la del gen
ampC (ver parte inferior de la Fig. 16}). En el fragmento de ~1.85 kb se encuentra el
promotor Plrp v la mitad 5’ del gen o v en el fragmento de ~1.7 kb se encuentra la mitad
3’ de ol Ambos productos de PCR se clonaron directamente en el vector pCR-Blunttl-
TOPO. De los plasmidos obtenidos con ambos fragmentos, se seleccionaron algunos de
ellos para caracterizarlos por patrén de restriccion y determinar la direccidn en que
quedaron clonados los fragmentos. Se selecciond un plasmido con cada uno de los
fragmentos clonados en la misma direccion, para ligarlos v obtener la construccion
completa, y al plasmido obtenido se le denominé pBPSCI. Finalmente v para comprobar
que la fusién génica obtenida por medio de PCR era correcta, se determind su secuencia
de nucleotidos. Los resultados obtenidos demostraron que la fusiéon génica Pys-cl €s

correcta y que codifica para la proteina represora silvestre {datos no mostrados).
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Oligo AMPC1 Oligo AMPC2
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Oligo CISEND
Oligo CIBEND ~ 1.85 kb
- .
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Figura 16. Esquema de la estrategia utilizada para obtener la fusién génica
ampC:: Peps-¢l por medio de PCR. Se indican los oligonucledtidos
que se utilizaron para amplificar los dos fragmentos del gen cl.

De esta forma, la construccion ampC::Pyp-cl presente en el plasmido pBPSCI se
puede utilizar para regular la expresion del represor ¢l de lambda en cualquier cepa de E.
coli, después de hacerle las modificaciones adecuadas para cada caso. Por ejemplo, para
integrar la fusion génica Pupy-cf en alghn locus cromosomal diferente a ampC, es necesario
agregarle las secuencias homologas al nuevo locus cromosomal seleccionado en ambos

lados, en lugar de las secuencias de ampC.

C.5. REGULACION DE LA EXPRESION DEL GEN L4¢Z & PARTIR DE LOS PROMOTORES #Y Fiu

SILVESTRE Y MUTANTE DEL BACTERIOFAGO LAMBDA

La validacion de los sistemas para la regulacion de la expresion genética que se
construyeron en esta parte del proyecto, se realizé utilizando las fusiones de los
promotores de lambda al gen reportero lacZ, que se hicieron durante la construccion de
los casetes de expresiéon génica. De tal manera que las mediciones de actividad de la

enzima B-galactosidasa expresada a partir de las fusiones del gen que la codifica con los
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promotores Prm v P, deberan reflejar el nivel de regulacién obtenido con los casetes de
expresion génica v la proteina cl.

En los objetivos particulares de este proyecto, se planted obtener fusiones génicas
con los casetes de expresion construidos a nivel cromosomal. Para esto, el cromolor Fue
del gen lacZ presente en el cromosoma de E. coli se intercambiaria por medio de un
evento de recombinacién homéloga doble por cada uno de los promotores de lambda.
Para obtener el intercambio de una regién especifica de DNA por otra, es necesaric que
los fragmentos de DNA que se van a intercambiar tengan en ambos lados secuencias
homoélogas. En este caso, para tener las construcciones adecuadas para sustituir el
promotor Pu. por uno de los promotores heterélogos utilizados, se selecciond la region
cromosomal localizada hacia arriba del gen lacl (regién uplacl), para adicionarla en el
MCS1 de los casetes de regulacion de la expresion genética presentes en los plasmidos
pBRPryurKan2, pTSPruwrCat4 v pTSPLGen4 (ver Fig. 14). De esta forma, se tienen las dos
regiones necesarias para que se lleve a cabo el evento de recombinaciéon homéloga doble
entre las secuencias del cromosoma y las secuencias correspondientes presentes en los
plasmidos antes mencionados, regién uplacl y lacZ.

La regién uplacl se obtuvo por medio de PCR, utilizando DNA cromosomal de E.
coli W31 10T+ como templado y los oligonucledtidos uplac3 y uplac2 como iniciadores:

Oligo uplac3 = ¥CAG CAG GCT GGA TGT CAG GGT GTT G¥
Oligo uplac2 = SCGA TGG TGT CAA GCG CCA ACG TAA ATG C¥

El producto de PCR de 1067 pb que contenia la regiéon cromosomal uplacl, se clond
directamente en el vector pCR-Bluntll-TOPO. Para determinar la direccién de clonacién
de este fragmento en los plasmidos obtenidos, se analizaron por patrén de restriccidon con
Pstl y de ellos, se seleccioné un plasmido con el fragmento uplacl clonado en el sentido de
las manecillas del reloj, al que se denominé pCRuplacl. La adicién del fragmento uplacl a
los plasmidos pBRPruyrKan2, pTSPruwrCatd y pTSPLGen4, se realizé obieniendo esta
region como fragmento HindIlI-Xhol del vector pCRuplacl y clonandola en el MCSI1
ubicado hacia arriba de los promotores presentes en estos tres vectores. De los plasmidos
obtenidos, algunos fueron seleccionados para caracterizarlos por patron de restriccion
con Hincll, con lo que se confirmo la clonacién de la regién uplacl (datos no mostrados).
Asi, para llevar a cabo la sustitucion del promotor P por los promotores Prvur 0 Pruwr ©

P., sc sclecciond un plasmido con cada uno de ellos; los plasmidos obtenidos se
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nombraron pINTPrvuplacZ, pINTPruwrlacZ y pINTPLlacZ. La estructura general de estos
plasmidos se muestra en la Figura 17.

Region de Region de
homologia 2 homologia 1

MCS
R oralm\/

4

F— 29 —4

Figura 17. Esquema que muestra los principales componentes de los plasmidos
construidos para sustituir el promotor silvestre de lacZ, por alguno de
los promotores de lambda presentes en los casetes de regulacion de la
expresion genética. El origen de replicacion no se muestra, y las cajas
raliadas a los lados de 1a region uplacl corresponden al MCS1.

Finalmente, estos plasmidos se utilizaron para intercambiar el promotor Pe. del
cromosoma de E. coli GI724, por los promotores de lambda. Para esto, la cepa se
transformé con cada uno de los vectores y las células transformantes se recuperaron en
LB+Ap + la resistencia codificada en el casete de expresion (Ap+Cm o Ap+Gm o Ap+Km); y
de las transformantes obtenidas se selecciond una clona con cada uno de los plasmidos.
Las colonias seleccionadas se crecieron siguiendo el método reportado por Le Borgne et
al. {1998), para promover el evento de recombinacién homologa doble y obtener la
sustitucidon del promotor silvestre del operdon de lactosa por los promotores FPrvup 0 Pruvwr
o P.. Lamentablemente, a pesar de que se hicieron varios intentos por obtener las clonas
derivadas de E. coli GI724, en las que se debié de llevar a cabo el intercambio de los
promotores, no se obtuvieron resultados positivos. Si tomamos en cuenta que, €n
nuestras condiciones experimentales, diferentes cepas de E. coli RecA* utilizadas para
obtener integraciones y/o sustituciones cromosomales muestran diferencias significativas
en la eficiencia con la cual llevan a cabo este proceso y que, ademas, cuando utilizamos
construcciones diferentes en una misma cepa también se presentan diferencias (ver Tabla
1, Pag. 72), no consideramos extrario los resultados obtenidos con esta cepa.

Debido a que los resultados obtenidos con la primera estrategia planteada para
caracterizar 10s casetes de expresion genética no fueron los esperados, decidimos utilizar
las fusiones del gen lacZ con los promotores de lambda presentes en los plasmidos
PINTPrmuplacZ, pINTPruwrlacZ y pINTPlacZ, para hacer las determinaciones de

B—galactosidasa. Las condiciones de crecimiento, preparacion de las muestras y mediciéon

98



Rasultados

de la actividad enzimatfica se detallan en materiales y métodos. Los resultados de la
medicién de la actividad enzimatica de $-—Gal expresada a partir de los casetes de
expresion construidos, se muestran en la Tabla 9; las unidades especificas se calcularon

de acuerdo al método reportado por Miller {1992).

Tabla 9. Determinaciones de la actividad enzimatica de B-galactosidasa expresada
a partir de los casetes de expresion genética construidos.

Actividad de p-Gala
(U/min/mg de proteina)
Cepa: T No. de Copias + ¢lb - cle
del plasmido
GI724 0 615+130 721+162
GI724/pLEX* ~ 200 650+75 698+126
GI724 /pMC1403* 20-30 734+150 711+136
GI724/pInt3* 6-10 685+135 624+189
GI724/plLEXLacZ =~ 200 733+111 183,775+10,914
GI724/ pINTPzuuslacZ 20-30 4,505+175 5,211+232
GI724/ pINTPruwrlacZ 6-10 609+100 636+109
LGI724/pIN’I‘PLlacZ 6-10 719+165 654+131

2 Los resultados corresponden al promedio de cuatro mediciones hechas en muestras obtenidas a
partir de dos experimentos independientes.

b Actividades de B-Gal de las muestras tomadas antes de adicionar triptofano, para inhibir ia
sintesis de la proteina cl.

¢ Actividades de B-Gal en las muestras tomadas 4 hrs. después de adicionar triptofano.

* Plasmidos control: el pLEX solo lleva el promotor P, y los otros dos vectores llevan el gen lacZ sin
promotor.

Como se menciond lineas arriba, los experimentos realizados para determinar la
regulacion de la expresion del gen lacZ a partir de los promotores de lambda P. y Pru,
tanto mutante como silvestre, v a través de la proteina c¢l, se llevaron a cabo con las
construcciones presentes en pilasmido. En los resultados presentados en la Tabla 9, se
observa que cuando la cepa GI724 se crece en condiciones de induccién (I/R-M), presenta
actividades especificas de fi-Gal muy similares e independientemente de que lleve los
plasmidos utilizados como control (pLEX, pMC1403 v pInt3:s) o los vectores que llevan el
gen lacZ fusionado a los promotores Pewwr v P en plasmidos de bajo numero de copias

(PINTPuaw tlacZ v pINTPlacZ). Ademas, no sc obscrvaron diferencias significativas c¢n
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presencia 0 ausencia de la proteina reguladora cl. En cambio, cuando esta cepa leva
fusionado este gen reportero a los promotores Pevur vy P en plasmidos de mediano y alto
namero de copias, si se observaron diferencias en las actividades especificas de B-
galactosidasa.

La expresion de lacZ a partir del promotor A en el plasmido control pLEXLacZ
multicopia, ~200 copias/célula, fue reprimida en presencia de cl; mientras que la
expresion de este gen en condiciones de induccion, debidas a la ausencia de ¢l después
de 4 hrs. de haber adicionado triptofano, se vio reflejada en un incremento de tres
ordenes de magnitud en la actividad especifica de esta enzima (Tabla 9). La expresion
genética a partir del promotor Pemupr presente en el plasmido pINTPzuurlacZ de mediano
numero de copias, 20-50 copias/célula, no mostré diferencias en presencia o ausencia de
cl; estos datos, ademas de lo reportado por Gussin et al. {1983) de que la mutacion
prmup-1 aumenta la fuerza de este promotor debide a que el cambio de TA a CG acerca
la secuencia de este promotor al consenso, de -gtT E2Tatt- a —gflilBoCatt-, nos
sugieren, v salvo la confirmacion experimental posterior, que el aumento en la expresion
genética a partir de este promotor se debe a que el cambic favorece la formacion del
complejo cerrado con la RNA-polimerasa. Lo anterior, también se ve apoyado por el hecho
de que la cepa de E. coli XL1-Blue transformada con este plasmido, a pesar de no
expresar la proteina cl, presenta actividad de B-Gal similar a la presentada por la cepa
GI724 transformada con este plasmido (datos no mostrados).

La expresion genética a partir de los promotores Prvwr v P en los plasmidos de
bajo ntimero de copias, pINTPruwrlacZ y pINTPLlacZ con 6-10 copias/célula, se mantuvo
reprimida tanto en presencia de ¢l como cuando se inhibié la sintesis del represor por la
adicion de triptofano. Resuitados similares fueron obtenidos por Mieschendahl et al
{1986) al tratar de expresar el gen de la citrato-cintasa {gltA} a partir del promotor F;
para regular la expresion genética a partir de este promotor, ellos también utilizaron la
fusiéon del gen of al promotor de triptofano clonado en el mismo vector de expresion del
gen gltA. Células de E. coli transformadas con esta construccion, no produjeron citrato-
sintasa ni en presencia ni ausencia de triptofano, y concluyen que la concentracion de ¢l
cs eclevada por lo que el promotor A se mantuvo reprimido; en cambio, cuando
expresaron ¢l a partir de una copia de la fusidn Pyp-ol integrada en cromosoma, lograron
inducir la produccién de la enzima después de adicionar triptofano. En nuestro caso,

parece ser que la concentracion de la proteina reguladora cl también es elevada, por lo
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DISCUSION

La modificacion a nivel cromosomal de microorganismos para ser utilizados como
maqguinarias biosintéticas de compuestos con aplicaciones industriales, médicas,
medioambientales, etc. es una alternativa muy importante utilizada para la construccion
v optimizacidn de este tipo de cepas. Con esta estrategia, la modificacion y transferencia
de genes de manera dirigida, de y hacia un locus cromosomal especifico, no sélo permite
la modificacion fina de una cepa, sino que evita problemas asociados al uso de
plasmidos. Entre estos inconvenientes, destacan la permanencia de los marcadores
utilizados para verificar la obtencidon de la modificacién deseada, en particular los que
confieren resistencia a antibidticos, la pérdida de los plasmidos y la carga metabdlica
adicional impuesta por la presencia de estos elementos extracromosomales. Ademas, el
estudio de la regulacion de la expresion de un gen determinadoe en monocopia e integrado
de manera estable en el cromosoma bacteriano, permite obtener resultados mas claros y
confiables, va que evita problemas ocasionados por la dosis génica, tales como titulacion
de moléculas efectoras o represoras, etc.

Uno de los sistemas genéticos construido y descrito en este trabajo, permite
eliminar eficientemente los genes de resistencia a antibiéticos utilizados para seleccionar
la insercién en el cromosoma bacteriano de modificaciones genéticas especificas. Este
sistema comprende dos herramientas: La primera consiste de cuatro vectores que portan
los casetes escindibles de resistencia a antibidticos, los cuales se construyeron colocando
un sitio loxP v sitios de restriccion multiple (MCS) en ambos lados de los genes cat (CmF),
ntpll (Km®) v aacCI (GmR). Los MCS colocados a ambos lados del gen que codifica la
resistencia a antibidtico, sirven para manipular in vitro los casetes escindibles y los sitios
loxP, permiten remover el gen de resistencia por medio de un evento de recombinacion
sitio-especifica (Fig. 1, Pag. 61). La segunda herramienta es el plasmido pJW168, en el
cual la expresion regulada del gen cre, esta bajo control del promotor Pi.cuvs {Fig. 2, Pag.
61). Como este vector no puede replicarse a temperaturas superiores a 37°C, una vez que
¢l gen de resistencia se ha escindido de la cepa modificada, ¢l vector se elimina facilmente
por crecimientio del cultive a temperaturas mayores de 37°C.

Para validar el funcionamiento de nuestro sistema, se construyeron cepas LacZ  y
GalE- por medio de inscrciones y sin dejar marcadores de resisiencia en ¢l cromosoma.

La cstrategia utilizada para interrumpir estos genes en E. coli W3110T' utilizando el

103



Dhseusiin y- Conclusiones

casete de resistencia Cat2 o un sitio loxP, se esquematiza en la Fig. 3, Pag. 62. Después
de intercambiar los genes silvestres cromosomales por los interrumpidos en plasmido por

-

recombinacién homoéloga, se eliminaron el marcador de resistencia y el vector =W A8,

¥

Asi, después de que ¢l casete Cat2 y el plasmido pJW168 han sido eliminades de la cepa
modificada, la tinica pieza del sistema que permanecce en los loci galE v lacZ del genoma
bacteriano, es un sitio loxP hibrido de 34 pb, el cual es suficiente para interrumpir estos
genes (ver Fig. 4, Pag. 63).

El sistema reportado aqui, ademés de utilizarse con éxito en diferentes cepas de
E. coli, también se ha empleado para modificar cepas de Klebsiella, Salmonella, Proteus,
Rhizobium, Pseudomonas, Vibrio, Erwinia, Acinetobacter, Aeromonas y otros
microorganismos (datos no mostrados). Si se toma en cuenta lo anterior, ademés d= cue
las eficiencias de escision del marcador de resistencia obtenidas fueron cercanas al 90+
% (Tabla 1, Pag. 64) y la eliminacién del vector de expresion de Cre fue del 100% (Tabla 2,
Pag. 65), el sistema descrito constituye una buena alternativa para modificar el genoma
de microorganismos.

Una posible limitacidon a la utilizacion repetida del sistema Cre/loxP en la misma
cepa, podria ser la acumulacién de los sitios loxP que permanecen en ¢l genoma
modificado después de eliminar el marcador de resistencia, cuando se ha seleccionado la
clona que lleva la modificacion genética deseada. Esto podria permitir la recombinacion
entre estos sitios, provocando la delecion o inversidon de diferentes segmentos del
cromosoma, en funcion de la orientacién relativa y la distancia entre los sitios loxP. Este
inconveniente puede evitarse utilizando medio minimo para seleccionar las mutantes, ya
que en este medio es muy poco probable que una clona pueda sobrevivir después de
sufrir un rearreglo de este tipo.

Otra alternativa para circunscribir la posible limitacién en el ntumero de
modificaciones que se podrian realizar en una cepa, es la utilizacién de sitios loxP
mutantes reportados en la bibliografia, loxP511, los cuales no recombinan con los sitics
loxP silvestres aun en presencia de Cre {Albert et al., 1995; Hoess et al., 1986). Ademas, y
dada la especificidad de cada recombinasa por sus seccuencias blanco, una opcion
interesante seria utilizar dos o mas de los sistemas de recombinacion sitio-especifica
conocidos, para obtener varias modificaciones genélicas en la misma cepa (Tabla 1).

En la segunda etapa de este proyecto de doctorado, se construyeron los vectores

con los casetes de regulaciéon de 1a expresion genélica, asi como el vector de expresion de
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la proteina reguladora cl, plasmido pBPSCI (Figs. 14 v 16). El diseno v construccion de
estas herramientas moleculares se llevé a cabo con la finalidad de regular de manera
simultanea vy concertada diferentes genes en el cromosoma bacteriano; basicamente,
genes del metabolismo central de E. coli, con la finalidad de modificar sus vias
metabdlicas y redirigirlas hacia la produccién de algin compuesto o metabolito de
interés. Entre las modificaciones que se requieren realizar para alcanzar el objetivo
particular mencionado, esta la de obtener la modificacién del nodo del fosfoenolpiruvato-
piruvato (PEP-PYR) para dirigir los esquelctos de carbonoe hacia la sintesis de compuestos
aromaticos, pero sin comprometer el crecimiento de la bacteria. La utilizacién de los
promotores de lambda, Prv y P regulados por la proteina cl puede permitir esto. A pesar
de que los datos obtenidos de la caracterizacion preliminar de los casetes de regulacion
de la expresidén genética construidos no fueron los esperados (Tabla 9), no se elimina la
posibilidad de utilizarlos para lograr los fines planteados en los objetivos. Como se
menciono en la seccidon de resultados adicionales, los datos obtenidos ademas de ser
similares a los reportados por Mieschendahl et al (1986}, los podemos cambiar
modificando la construccion utilizada para expresar a la proteina reguladora cl. Para esto
y como continuacion de este proyecto, se plantea la obtencidén de un sistema genético que
permita regular la expresion del gen cf de manera diferente a la utilizada en este trabajo,
de tal forma que se tengan concentraciones bajas de este regulador; lo anterior, se puede
lograr modificando la fusién génica presente en el plasmido pBPSCI (ampC::Pupy-cl). Una
opcion viable seria disminuir la fuerza del promotor P, a través de la modificaciéon de la
secuencia de los hexameros -35 y/6 -10 por medio de mutagénesis dirigida y de acuerdo
a lo reportado por Movle et al. (1991). Esta estrategia ya ha sido utilizada con éxito en
nuestro grupo para obtener promotores derivados del FPi.. con diferentes fuerzas
{(Hernandez, 2001}. Otra opcion, seria modificar el tamano de la secuencia que separa las
secuencias ~35 y —-10, partiendo de los datos reportados por Dombroski et al. {1996), con
lo cual también se puede modificar la fuerza del promotor.

Después de realizar las modificaciones necesarias para tener la expresion
adecuada de la proteina reguladora cl, la estrategia que en un principio puede plantearse
es la siguiente: colocar el gen pykF o/y pykd bajo regulacién del promotor Pru y, los
gencs tktA v aroGY que codifican las enzimas involucradas en la sintesis del primer
intermediario de la via de aromaticos (DAHP) bajo regulacion del promotor P, (ver Figs. 18
y 19).
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Figura 18. Efecto de la regulaciéon de la proteina cl sobre las vias metabolicas de
una cepa de E. coli, cuando ciertos genes de la via glicolitica y para
sintesis de compuestos aromaticos son puestos bajo la regulacion de
los promotores Py Pru.

Bajo este esquema, en presencia de cl, la via glicolitica (EMP} deberia estar
funcionando para permitir el crecimiento adecuado de E. coli, mientras que en ausencia
de ¢l esta via deberia estar funcionando al minimo. Paralelamente, en presencia de ¢l la
via de sintesis de compuestos aromaticos estaria inactiva, mientras que en ausencia de cl
se activaria fuertemente a través del promotor P, dirigiendo el carbono hacia la sintesis

de estos compuestos.
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Figura 19. Vias metabolicas de una cepa de E. coli en ausencia de I y con algunos
genes de la via glicolitica y de la via de sintesis de aromaticos puestos
bajo la regulacion de los promotores A v FPru.

La modificacion de genes en cromosoma, asi como la insercién cromosomal de
genes homdlogos y/o heterdlogos tanto silvestres como modificados, se ha transformado
en una de las estrategias mas utilizadas, tanto para realizar estudios genéticos basicos
como para el desarrollo de estrategias con fines aplicados. Las estrategias que se han
desarrollado son muy diversas, y asi, encontramos aquellas que utilizan los sistemas de
transposicion de algunos transposones como Tn1545 (Peredelchuk and Bennett, 1997);
las que utilizan los sistemas de integracion del bacteriofago lambda (Peredelchuk and
Bennett, 1997; Yu and Court, 1998); y las mas recientes y novedosas que en lugar de
utilizar plasmidos para introducir a la célula huésped el DNA que se quiere integrar en

cromosoma, utilizan PCR para obtener la construccidn genética que se quiere integrar en
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el cromosoma como DNA lineal, v con el electrotransforman la cepa que se va a modificar
(Datsenko and Wanner, 2000; El Karoui et al., 1999; Yu et al., 2000). La utilizaciéon de la
técnica de PCR en estos sistemas los hace muy interesantes, ya que evita el proceso, a
veces largo, de clonacién y/o modificacion y facilita la obtencién de las construcciones
genéticas deseadas en un tiempo muy corto. El inconveniente de estos sistemas es que
debido a que el DNA lineal es muy susceptible a degradaciéon por la actividad
exonucleolitica intracelular presente en cualquier cepa, por lo que esta via debe ser
nactivada para modificar el microorganismo con el producto de PCR que lleva la
construccion genética deseada (Yu et al., 2000). Otra alternativa, es incluir sitios Chi en
el DNA lineal, ya que éstos bloguean la degradacion del DNA y estimulan la
recombinacién (El Karoui et al., 1999).

Los sistemas disponibles para obtener modificaciones y/o integraciones en el
cromosoma bacteriano son numerosos y diversos, por lo que es necesario hacer una
evaluacion de ellos para seleccionar el mas adecuado para obtener la(s) modificacién(es)

requeridaf(s), v en algunos casos se pueden utilizar varios sistemas a la vez.

CONCLUSIONES

La integracién de marcadores a nivel del cromosoma de la bacteria y en sitios
especificos, es un tipo de evento altamente demandado en las estrategias de modificacidon
de cepas por medio de genética microbiana. De igual forma, también resulta deseable la
ausencia de cualquier tipo de plasmidos en los microorganismos utilizados en los
procesos de producciéon. En nuestro laboratorio, hemos disefado sistemas genéticos
orientados a optimizar ciertos procesos fisiologicos microbianos y para ello se han
desarrollado herramientas y sistemas genéticos orientados a resolver los problemas
sehalados como parte de este tema en particular. Como resultado del presente trabajo

experimental, podriamos sefialar las sigutentes conclustones:

&3 Las herramientas y el sistema genético que sc diseflaron y construyeron en este
lrabajo, permiten obtener cepas de E. coli y olros microorganismos con
modificaciones especificas e¢n ¢l cromosoma y sin dejar marcadores de sclecciéon, ¢n

particular los de resistencia a antubioticos.
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Debido a que la recombinasa Cre escinde eficientemente el gen de resistencia
delimitado por sitios loxP, el mismo marcador de resistencia a antibidticos puede ser

reutilizado mas de una vez en la misma cepa.

La reutilizacion de un mismo marcador para seleccionar varias modificaciones en la
misma cepa, expande el uso de genes de resistencia a antibidticos gue permiten
seleccionar adecuadamente las células modificadas, sobre todo porque los genes
que codifican resistencia a antibiético y que permiten seleccionar adecuadamente
las células que los expresan a partir de una copia integrada en cromosoma, no son

muchos.

Algunos de los sistemas genéticos desarrollados en este trabajo, llevan el origen de
replicacién del plasmido pSC101, v debido a que la replicacién a partir de este
origen depende de la proteina RepA funcional, la cual en este caso es termosensible,
estos sistemas permiten la obtencién de cepas libres de plasmidos después de

concluir el proceso de obtencion y seleccion de la modificacion genética deseada.

Por otro lado, el hecho de poder modificar un microorganismo sin dejar en su
genoma marcadores de resistencia a antibioticos utilizados durante el proceso de
modificacion genética, facilita la aprobacion para que dicho microorganismo sea

empleado en procesos de produccion a escala industrial.

La construccion de las nuevas familias de plasmidos para obtener modificaciones
genéticas mediante la integraciéon cromosomal locus especifico, aumento las ventajas
obtenidas con el primer grupo de plasmidos (Balbas et al, 1996). Las nuevas
caracteristicas relevantes en estos vectores son: la presencia del origen de
replicacion del plasmido pSC101, que debido a que depende de la presencia de la
proteina RepA termosensible para replicarse, permite obtener integraciones
cromosomales por recombinacién homologa doble sin requerir el uso de cepas
cspeciales; los casctes de resislencia a antibidticos escindibles, c¢liminan la
necesidad de contar con otros marcadores de scleccion para obtener modificaciones

multiples en una sola cepa. y la eliminacién de los genes de resistencia permite
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Anb
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cAMP
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cat
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cre

Cre
DAHP
DNA
DNA-pol
dNTPs
D.O.xnm

E4F
ED
EMP

Anexo A Abreviaruras

ABREVIATURAS

gen que codifica para la enzima gentamicina acetil-transferasa (GmR)
antibiotico(s)

ampicilina

enzima B-galactosidasa

gen que codifica la enzima f-lactamasa {ApR)

AMP-ciclico

proteina receptora de cAMP (proteina activadora de catabolitos),
actiia como regulador positive cuando se activa por AMP ciclico.

gen que codifica la enzima cloranfenicol acetil-transferasa (CmkR)
cloranfenicol

gen que codifica la proteina Cre

recombinasa sitio especifica del bacteriéfago P1
3-desoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato

acido desoxirribonucleico

enzima DNA-polimerasa

desoxi-nucleotidos trifosfato

densidad éptica determinada a una longitud de onda especifica (x)
eliminacién de un fragmento del cromosoma bacteriano o de algiin
gen determinado

Escherichia

critrosa-4-fosfato

via metabolica de Entner-Doudoroff

via metabolica de Embden-Meyerhof-Parnas

replicones de bajo numero de copias que son auto-transmisibles por
medio de conjugacion. Entre ellos, los mas importantes son los que
llevan porciones del cromosoma de E. coli, como €l F’ que porta el
operon lacy los genes proAb

2ramos

P24




galE

IAA
I/R-M

INV

lack

lacZ

LB
loxP

MCS
mRNA
MM

mob

NADPH
Nal
Neo

Anexo A: Abrevisturas

gen que codifica la enzima UDP-galactosa epimerasa o GalE, la cual
participa en el metabolismo de galactosa

gentamicina

acido indol-3-acrilico

medio minimo formulado para condiciones de induccién, v utilizado
para los estudios de la expresion genética a partir de los promotores
P/ Pru del bacteriofago lambda

inversion del fragmento del cromosoma comprendido entre los genes
especificados para cada caso v.gr. INV(rmnD-rmnkE)

isopropil B-D-tiogalactopiranosido, inductor gratuito de la expresion
del operdn de lactosa

kilo-base o 1,000 pares de bases

kanamicina

bacteriéfago lambda

gen que codifica la proteina represora del operdén de lactosa. El
promotor de este gen lleva una mutacidén puntual en la caja -35 que
cambia en la posiciéon 5 una C por una T; este cambio provoca un
incremento en la expresion a partir de este promotor v que se traduvce
en aproximadamente 10 veces mas concentracion del represor.

gen que codifica la enzima B-Gal, la cual esta involucrada en el
metabolismo de lactosa

medio de cultive Luria-Bertani

secuencia de 34 pb donde se lleva a cabo la recombinacidén sitio
especifica mediada por la recombinasa Cre del fago P1

sitio de clonacidn mltipie

RNA mensajero

medio minimo

fragmento de aprox. 1700 pb que contiene la region onT del plasmido
RP4. Esta region permite movilizar por conjugacion cualquier
plasmido que contenga este fragmento

dinuclesdtido-fosfate reducido de nicotin-adenina

acido nalidixico

NCoOmicina

[
rAh




NTP
ntpll
ONPG

ori
OTTYREK
oriT

P

P

pb
PCR
PEP

pir

Proevs

PP
Ppc
Pps
PTS
PykA
PykF
PYR

R6K

RBS
Rif

Anazxo A: Abre i furas

nucleétidos trifosfato

gen que codifica la enzima aminoglicésido 3-fosfotransferasa (KmR)
ortonitrofenil-b-D-galactosido, sustrato cromogénico para la enzima
B-galactosidasa (

origen(es) de replicacion del DNA

origen gama de replicacion condicionada del plasmido R6K

origen de transferencia del replicon RP4

plasmido

promotor

pares de bases

reaccidén en cadena de la polimerasa

fosfoenolpiruvato

gen que codifica la proteina pi {n), la cual es necesaria para la
replicaciéon de los plasmidos con el origen de replicacién gamws del
replicén R6K

promotor lac con la mutacién UV5, que consiste en el cambio de TAs
por ATs en la caja —10; estos cambios incrementan la fuerza de este
promotor, debido a que favorecen la interaccion independiente de
CRP-cAMP de la RNA-polimerasa con este promotor.

via metabélica de las pentosas fosfato

entzima fosfoenol-piruvato carboxilasa

enzima fosfoenol-piruvato sintasa

sistema de la fosfotransferasa

isoenzima piruvato cinasa A (tipo I}

isoenzima piruvato cinasa F (tipo ]

piruvato

resistencia

replicon silvestre de E. coli que confiere resistencia a estreptomicina y
ampicilina

sitio de union a ribosoma

rifampicina
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Anexo A: Adreisfmras

R/I-M medio minimo formulado para condicicnes de Represion, v utilizado
en los estudios de la expresion genética a partir de los promotores

P/ Pay del bacteriofago lambda

RP4 replicon silvestre de E. coli
S sensibilidad
sacBR genes de Bacillus stearothermophylus que le confieren sensibilidad a

sacarosa a cualquier cepa Gram-negativa que los porte

sD secuencia Shine-Dalgarno, es parte o toda la secuencia de
polipurinas SAGGAGG? localizada en el RNA-mensajero hacia arriba
del coddn de inicio v es complementaria a la secuencia en el extremo
3’ del RNA-ribosomal 165

Sm estreptomicina

T4Pol DNA-polimerasa del fago T4

TCA ciclo de los acidos tricarboxilicos

Tet tetraciclina

Tm temperatura media de alineamiento o temperatura a la cual al menos

la mitad de las moléculas de DNA complementarias, se encuentran

apareadas.
Tn transposon
Tp trimetropin
w.t. forma silvestre
XGal 5-bromo-4-cloro-3-indolil pB-D-galactopirandsido, sustrato crcr . 32-

nico para la enzima B-galactosidasa
Zeo Zeocina
insercion o fusién de una construccién genética en un locus
determinado
simbolo para denotar la interrupcién de un gen en el lado

especificado
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Avexe B. Kegisiras en ZMBL-NSDB

FaMILIA DE PLASMIDOS PLOX 1-RANB®

s

E M % L European Bicinformatlcs instltute

Labsorsrixsirar Europion e arkogin M okiculxin « B Molscu iz Blglopy Labxrabiry = Elm thumhmfﬂrﬂummh

Ref:D543178 /111308
BEATRIZ PALMEROS D6-TLIN-(X)
fnstitute de Biotecnologia, TTNLAM.
Microbislogia Molecular
Av. Universidad 2001, Colonia Chamilpa

Cuernevaca, 52210, Morelos
FMEXICDO

Cear Colleague,

Thank vou for your direct submission to the Nuclentide Sequence Database. Please
find attached, a copy of the database entry made from the data which you submittecd

We ask that you check the entry carefully andd report any errors using our WWwW
update form, URL: http:/ /www3.ebi.ac.uk/Services/webin/update/update html

If vou do not have access o the WWW please e-mail our database staff to request an
update form, update@ebiac.uk. We do not accept updates sent by disk or surface

mail.

If this data 15 to be published, it is imporiant that vou contact us with compleie
ritation mformation at the lime of publicetion, as this s the anly way that we can
gurarantee Hmely reflection of the publication statug in your entry.

Yours sincerely

EMBL Nugleotide Sequence Database

Accession No(s):

AJ401047 AVE4DIN47 is not confidential
AJa01048 AVEADIOSS is not confidential
AJa01049 AVE401049 is not confidential
AJH050 AVE401050 is not confidential

EMIBL. Outataton SBI

Hirkton Hall, Hmoron Network addmszax
Cambnoge CE1C 150K data submlssions: bt b s B Lk
Tetaphone +44 (U1} 1223 454490 ganaral anqguisas: datHDy oy ac.uk

Tatalfar 44 (U} 1223 454472




Anexe B: Kegistros en FMBL-NSDE

FaMILLA DE PLASMIDOS PBPS-RANB®

D543065

E M L Eurcpean Bioinformatics Institute

Ercweumbcn] e Sl 24 Bk ooks Wbl ofalio - Europart Moleilkar SRokepy Lib raiory = Kyl ik Lo tosium 30 Wokelie ook

Ref:DR43065/131594
BEATRIZ PALMERQS 14-JUIN-00
Instituto de Biotecnelogia, U.N. AM.
Microbiolegia Melecular
Av. Univergidad 2001
Culonia Chamilpa
Cuernavaca, §2210. Merelos
MEXICO

Dear Colieague,

Thank vou for fy-:u:t:r submission to the Nucleotide Sequence Tatabase. Enclosed is a
copy of each of your entries as listed belosw.

Please check the entry(ies) carefully and report any errors using our WWW update
form, LRL: hitp: / fwww3.ebi.acuk/ Services /webin/update / update htm1

If vou do not have access to the WWW please 2-mail our database staff to request an

update torm. update@ebi.ac.uk. We do not accept updates sent by disk or surface
mail.

Please note that the status of the entryiies) is confidential. If it is now ap%mpriate ta
relemse the data to the research community, please conkack us and we will make it
available immediately. It is your responsibility to provide the database with the
complete citation details as socn as they become available.

Yours sincerely

EMBL Nucleoiide Sequence Datzbase

Accession Noisk

AJH03982 CVE4N3982 is confidential until 25-0CT-2000
AJ403583 CVI403983 Is confideniial unbl 25-0CT-2000
AJ4Q3951 CVELDSYS4 is confidentlal untl 25-0CT-2000

EMBEL, Outstmion EBI

Himdon Hall, Miextan hetnork addresans

Carrbeidge CB10 150,UK duts submisslone: daletubn Dobi.oc.uk
Telaphant v44 [D) 17223 £B4480 general poquiries: datesib & ebiac.uk
Talelax +44 [Q) 1223 454472



Anese 5. Registros en BMBL-NSDE

FaMILLA DE PLASMIDOS PBRINTSs-R

CBO0ES

E M @ L European Bioinformatics Institute

Labormicire Suromien o Beologie I i ol ik = Europaan Mokesaiae B0 ogy Latomory = Rur e Slsce. Lokt S e

ReZD543084 /111186
BEATRIZ PAIMEROS {5-TUIN-0D
Institute de Biotecnolegia, UN.AM.
Microbiologia Molecular
Av. Universidad 2001, Celonia Chamilpa
Clrernavaca
62210 Moreles
MEXICO

BDear Colleague,

Thank vou for your submissicn to the Nuclectide Sequence Database. Enclosed is a
copy of each of your entries as listed below.

Please check the entrylies) carefully and report any errors using our WWW update
form, URL: hitp:/ / www3.ebi.ac.aik/Services /webin/update/ update himl

If you do not have access to the WWW please el our database staff to request an

update form, update@ebl.ac.uk. We do not accept updates sent by disk or surface
mail.

Please note that the status of the entry(ies) is confidential. If 11 18 now appropriate to
refease the data to the research cummu:g:i;', please contact us and tve will make it
available immediabely. It is your responsibility to provide the database with the
complete citation details as soon as they become available.

Yours sincerely

EMBL MNucleotide Sequence Database

Accession No(s):

AJ2r8278 CVE278273 is combidentzal nntal 25-0CT-2000
AJ278279 CVE27E279 in confidential until 25-0<CT-2000
AJ27R280 CVE278280 is confidential until 25-0CT-2000

EMBL, Cutstano ER

Hivoctan Hall, Hamdon Natwork addrasaaa
Cambnoge CB10 18D UK Aptey SitsRons: datasubsCabt. s Lk
Tolaphons (0] 1227 438400 gereral By datalin G obi.og Lk

Teletax +44 {0} 1223 484472



Avoxo B: Regisiros en BMBL-NSUB

FamiLla DE PLASMIDGS pPBRINT-Ts&ANB"

EPSLR0EE

E M B L European Bioinformatics institute

L pdppruiping Eurcysbin de Biologls Mokouls b -~ Sumoasn BiEI L e Hﬂgmw-wumwmﬁ'w

Ref: 1543085 /111187

BEATRIZ PALMEROS 05-TUM-00
nstitute de Biokecnoiogia, TIN. AM.

Micrabiologia Molecu

Av. Universidad 2001, Colonia Chaemilpa

Cuernavaca

#2210 Morelos

MEXILCO

Dear Colleague,

Thank yon for your direct submmission to the Nurleotide Secuence Database. Flease
find attached, z copy of the database entry made from the data which you submitted.

We ask that you check the entry carefully and report any errors using our WWW
update form, URL: hittp:/ /www3.ebi.ac.uk/ Services/ webinf update /update html

If you do not have access ta the WWW please e-mail our database staff to request an
update form, update@ebiacuk. We do not accept updates sent by disk or surface
mail.

If this data is to be published, it is itnportant that you contact us with complets
citation information at the time of publication, as thig is the only way that we can
puaranteg timely reflection of the publication status in your entry.

Yours sincerely

EMBL Nuciectide Sequence Database

Accession Nels):

AIZ7E281 ACI2782K] is not confidential
AJ278282 ACLI78282 is not confidential
AJI7T8283 ACL278293 is not comfidential

EMBL. Outstation EBL

Hinxton Hall, = ncton Nehaork pddriesass

Gambikigs CB10 150,UK dala submiss!one: datsaubs e ebi.ac. uk
Telephone +44 {0} 1223 484403 gena anepres: caralit: @ sbl.me.uk
Tolatay +24 {0} 1223 494472




Anexe O Solicifndes de Flésmidos

Subject: Re: request of plasmids
Date: Mon, 01 May 2000 19:43:51 -0600
From: Sui-Lam Wong <slwong@ucalgary.ca>
To: bolivar@ibt.unam.mx

Dear Dr. Bolivar:

I have read your recent article in Gene 247:255-264, 2000
Entitled “ A family of removable cassettes designed to obtain
antibiotic-resistance-free genomic modifications of E. coli and other
bacteria”. I am interested to apply this system to study gene
disruption in B subtilis and would greatly appreciate your kind
assistance if you can send me the following three plasmids (or strains
carrying these plasmids).

1. pLox1
2 pJW168
3. pLoxGen4

My mailing address is as follows:

Dr. Sui-Lam Wong

Department of Biological Sciences
University of Calgary

2500 Urniversity Drive, N.W,
Calgary, Alberta T2N 1N4
Canada

Thank you very much for your attention

Sincerely vours,

Sui-Lam Wong

Associate Professor

Department of Biological Sciences
University of Calgary

Calgary, Canada



Anexo . Selicigudas Je Flismidas

Subject: plasmids described in Palmeros et al
Date: Tue, 16 May 2000 13:27:43 -0700
From: "Radany, Eric" <eradany@msx.ndc.mc.uci.edu>
To: "bolivar@ibt.unam.mx" <bolivar@ibt.unam.mx>

Dear Professor Bolivar:

Your elegant system for excision and re-use of antibiotic markers described
in Palmeros et al, Gene 247 (2000} will be of great use to us in some

current studies. I would be pleased to obtain from you the three antibiotic
resistance casette-donating plasmids as well as the pJW168 excision plasmid.

I will not give these materials to others.
Sincerely,

Eric Radany, PhD, Assistant Professor
UC Irvine College of Medicine

Med Sci I Room B135
Irvine, CA 92697-2695 USA
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Anexe O Solcitudes do Frismidos

Subject:
Date: Thu, 18 May 2000 19:51:20 -0500
From: "Ferrandez, Abel" <FerrandezA@mail.medicine. uiowa.edu>
To: "bolivar@ibt.unam.mx" bolivar@ibt.unam.mx

Dear Prof Bolivar,

I found really interesting your work recently published on Gene (2000)
247:255-264. As far the research I'm currently developing involves serial
mutations of gene clusters, it would be really interesting for me to use a
system providing me the possibility of removing antibiotic resistance

markers from former mutants. Therefore, [ would really appreciate if you

could send me the following plasmids described in the above-mentioned paper:
pLoxCat2, pLoxKan?2, pLoxGen4, and pJW168. [ thank you in advance for your

interest. I'm looking forward to hearing from you soon.

Sincerely yvours.

Abel Ferrandez

Abel Ferrandez, Ph.D.

The University of lowa

Department of Microbiology

51 Newton Rd. 3-401 BSE

Towa City, IA 52242

PH. 319-335-7856

FAX. 319-335-7679

e-mail: abel-ferrandezguiowa.edu
ferrandeza@mail.medicine. uiowa.edu



Anexe O Solicitudes do Flhsmidos

Subject: vectors
Date: Wed, 24 May 2000 16:33:39 -0700
From: "Miro Pastrnak” <pastrnak@scripps.edu>
Te: <bolivar@ibt.unam.mx>

Dear Dr. Bolivar,

We are extremely interested in cobtaining your set of plasmids published in

Gene 247(2000): 255 (pdJW 168, pLoxCat2, pLoxKan2, pLoxGen4). We are searching
for a very efficient way to knock-out several genes in E. coli. Our goal is

to develop in vivo methods for site-specific incorporation of unnatural

amino acids, and we are interested in modifying the genomic copies of the

amino acid transport genes in a common cloning strain. We will gratefully
acknowledge your contribution and we will not distribute the vectors to

others without vour written approval.

Thank you in advance, and we look forward to hearing from vou.

Sincerely,

Mireo Pastrnak

Peter G. Schultz Laboratories

The Scripps Research Institute, SR202
10550 North Torrey Pines Road

La Jolla, CA 92037

Phone: 8538-784-9318

Fax: 858-784-9339
pastrnak{@scripps.edu



Apexe O Sobcigades do Flismidos

Subject: constructs
Date: Mon, 19 Jun 2000 15:46:12 +0800 (WST)
From: Wayne Reeve <reeve@possum.murdoch.edu.au>
To: bolivar@ibt.unam.mx

Dear Francisco Bolivar,

I have recently read your extremely interesting article in the journal

Gene 247:255-264 (2000). Our laboratory would be interested in using some
of the plasmids detailed in your paper for our work with the root nodule

bacteria. Would you please be able to send the constructs:

pLoxl1
plox1Cat2
pLox1Kan2
pLox1Gen4
pJW168
pKNG101
pKNGlac
pKNGgal

Hoping that you can help. Thanking you
Cheers

Wayne.

Dr. Wayne Reeve

Centre for Rhizobium Studies
Division of Science & Engineering
Murdoch University

Perth, WA 6150

Australia

Phone 61-8-9360263 1 Fax 61-8-93606486
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Anoxe Ot Solrcitudes do Frismidos

Subject: pLox Vectors
Date: Thu, 29 Jun 2000 16:11:01 +0100
From: Amrita Kumar <akumar@microbio.emory.edu>
To: Bolivar@ibt.unam.mx

Hello Dr. Bolivar,

I am a post doc here at Emory University in the laboratory of Prof.
Charles Moran. We use Bacillus Subtilis as our model organism to study
sporulation in bacteria. Recently, i read your paper on using the Lox/Cre
system to insert tags in the genomes. [ am very interested in this work and
would like to try your vectors in Bacillus. As such, I would very much
appreciate if you could send us the pLOXCat4 /pLOX1 vector(s). At the same
time, I would also appreciate the plasmid pJW168 for expressing the Cre gene.

Please let me know if you would like any further information. I look

forward to hearing from you.
Thank you for your cooperation.
Sincerely,

Amrita Kumar

3010 Rollins Research Center
1510 Clifton Road

Atlanta, GA 300322
USA
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Anexo O Soficiudes do Flhsmidos

Subject: Materials request
Date: Wed, 5 Jul 2000 19:51:29 -0400 (EDT)
From: Chaitanya Jain <jain@mcbi-34.med.nyu.edu>
To: bolivar@ibt.unam.mx

Dear Dr. Bolivar,

I recently read a paper from your laboratory describing the
construction of a family of removable cassettes to obtain
antibiotic-resistance-free genomic modifications of E. coli and other
bacteria. The tools that you have described in this Gene paper could be
useful to many people who study prokaryotic organisms, including myself.
I wonder if I may request you for some of the materials described in this
paper, specifically: pJW168, pLoxCat2, pLoxKan2, pLoxGen4, and as a
control for chromosomal integration, the R6K plasmid, pKNGlac.

My mailing address is:
Dr. Chaitanya Jain
Skirball Institute, lab #3, 3rd Flr.
NYU Medical Center
540 First Avenue
New York, NY 10016.
Thank you in advance for considering my request. If possible, I

will be grateful if you could e-mail me sequence files for these plasmids,

if these have been generated.

Sincerely yours,

Chaitanya Jain
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Anoxe C. Solcrtudes de Flismidos

Subject: Lox cassettes
Date: Fri, 28 Jul 2000 11:26:36 -0500
From: Susan Egan <sme@ukans.edu> (Susan Egan)
To: bolivar@ibt.unam.mx

Dr. Francisco Bolivar,

I recently read your paper describing the construction of several
antibiotic resistance cassecttes that can be used to construct gene
replacements and subsequently excised using Cre acting on the lox sites.
I'm sure you have read the recent reports by Kenan Murphy and Donald Court
{J. Bactericl. 180:2063, Gene 246:321, and PNAS 97:5978) describing a very
efficient method for constructing gene replacements using E. coli strains
that express the lambda red recombination genes. I have used the Murphy
system to construct several gene replacements, and have been very happy
with the technique. I am interested in combining this recombination
system with your Cre-lox system to make unmarked deletions. T was
wondering whether you would be willing to send me the three different (CmR,
KmR, and GmR) cassettes you describe in Gene 247:255. Also, the simplest
method for making the replacments with the lambda red system is to
synthesize 60 nt oligos with 40 nt of homology with the gene to be
replaced, and 20 nt of homology to the cassette you wish to integrate into
the chromosome, and then using the oligos to PCR amplify the cassette. The
product then has a small amount of homology to the ends of the gene of
interest, enough to construct replacements. To use your cassettes for
this, I would need to know the DNA sequence of the 20 bp at either end of
your cassettes.

Thank you in advance for your consideration of my request.

Sincerely,

Dr. Susan Egan

L e o A R e e e

Dr. Susan M. Egan

8031 Haworth Hall

Dept of Molecular Biosciences
University of Kansas
Lawrence, KS 66045-2106
Phone: 785-864-4294

fax: 785-864-5294



HAnexe O Selvrpdes da Flismidos

Subject: loxP AnbR plasmids
Date: Tue, 1 Aug 2000 12:28:59 -0700
From: de crecy-lagard <vcrecy@scripps.edu>
To: bolivar@ibt.unam.mx

Dear Professor Bolivar

My bame is avlereie de Crecy-Lagard. I am Assistant Professor at The
Scripps Resarch Institute in the Lab of Prof. Schimmel.

I am by heart an E. coli geneticist and I think I am the ony one at Scripps
who knows how to do a P1 transduction. I was working around the line you
published to consiruct tool but not at a very efficient pace. [ am happy

that you condtructed your tools I would be intersted in getting your three

plasmids decscribed in the Gene paper (pLoxCat2 , ploxKan?2 and ploxGen4)

Also I would like to know in more details then decribed in your paper your
experience in doing multiple deletions

Thank you in advance for your help

Sincerely yours

valerie de crecy

The Scripps Research Institute, BCC-379
10550 N. Torrey Pines Road

La Jolla, CA 92037

Tel: (858) 784-8974,

Fax: (858) 784-8990,
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HAnexe O Solicitudes o Fihsmidos

Subject: Plasmids request
Date: Tue, 08 Aug 2000 15:02:24 -0700
From: "Francois Baneyx" <banecyx@cheme.washington.edu>
To: Francisco Bolivar <bolivar@ibt.unam.mx>

Dear Dr. Baolivar:

I read with great interest your recent paper (Gene 247:255-64 [2000]) on the

use of the lox-cre system for introducing antibiotic-free deletions in E.

coli. Since we routinely need to accumulate multiple mutations in the E.

coli genome, the plasmids that you describe in the above-referenced paper

would be very helpful for our work. I would therefore be very grateful if

you could send me pLoxCat2, pLoxKan2, pLox(Gien4, pJW168 and pKNG101, and

their maps or sequences (as clectronic txt files), if available.

Thank you in advance for this courtesy. [ look forward to hearing from you.

Best wishes,

Francois Baneyx

University of Washington

Department of Chemical Engineering, Box 351750
Seattle, WA 98195-1750

USA

Ph: (206) 685-7659

Fax: (206) 685-3451

E-mail: bancyx@cheme. washinglon.edu
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Anexe O Soficrtudes de Fiismidas

Subject: Cre/loxp system
Date: Fri, 11 Aug 2000 15:29:41 -0700
From: JianGen Gong <jgong@diversa.com>
To: "F.bolivar" <bolivar@ibt.unam.mx>

Dear Dr. Bolivar:

This is Dr. JianGen Gong, a Research Sientist, at Diversa Corpration USA. We
are trying to develope a streptomyces host for expression of small molecule.

[ have read your recent paper published in Gene 247 (2000)255-264, with a
great interest. I am wondering if you could provide us with the following

strains and plasmids described in your recent paper. Strains: SY327 1-pir,
W3110 and 294-cre. Plasmids:pMS2,pLOX1, pJW168, pJW168DEB and plnt3. It
would greatly facilit our reseach if your could kindly provide us with

those strains and plasimds. I'd like to ensure you that those plasmids will

be used for reseach purpose only and will not be distributed to other

reseachers without your permission.

I look forward to hearing from you.

JianGen Gong. Ph.D
Molecular Diversity
Diversa Corporation
10665Sorrento Valley Road
San Diego, CA 92122

USA



Anexe O Soltciindes do Lsmidas

Subject: Plasmid request
Date: Sun, 27 Aug 2000 15:33:22 -0500
From: "Barry L. Wanner" <blwanner@bilbo.bio.purdue.edu>
To: bolivar@ibt. unam.mx
CC: wild@oncology.wisc.edu

Dear Dr. Bolivar,

I am writing for samples of the plasmids pJW168 (laclq Puv5-Cre ori-ts
bla), pLox1, pLoxCat2, pLoxKan?2, and pLoxGen4 which you described in Gene
247 (2000) 255-264.

We would like to use them to construct unmarked gene disruptions in E. coli

for basic research purposes.

Thank you

Sincerely,

Barry L. Wanner

Professor

Purdue University

Dept. Biol. Sci.

West Lafayette, IN 47907-1392

Ph: {765} 494-8034

Fax: (765) 494-0876

Email: BLWanner@bilbo.bio.purdue.edu

hitp: / /www.bio.purdue.edu/Bioweb/people /faculty /wanner.html
http:/ /www.biochem.purdue.edu/~bmb/faculty/wann.html




Anexe Cr Soinittovdasy do Fibsmnidas

Subject: cre/lox system
Date: Thu, 2 Nov 2000 10:32:17 -0700
From: kofoid@biology.utah.edu (Eric Kofoid)
To: bolivar@ibt.unam.mx

Dear Dr. Bolivar

I read your recent paper in Gene with considerable interest. John Roth and

I have been using a similar FRT/FLP based system in Salmonella with
reasonable success. I would like to compare your system with ours and also
use it to minimize the accumulation of FRT sites, as the latter would
encourage rearrangements. Could you please send me the following plasmids,

either as DNA or as strains carrying them?

ploxl, pLoxCat2, pLoxKan2, pLoxGen4, and pJW168.

Also, what promoters are used to drive the antibiotic resistance genes? Are

they constitutive or regulated?

Many thanks,

Eric Kofoid.

Eric Kofoid

Dept. Biology, U.of Utah
SLC, UT 84112 USA
kofoidi@biology.utah.edu

"Being certain of the conclusion assists
in finding the proof”
Galileo

B

801/581-3340 (lab)
801/585-6207 {fax)
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Ansxe O Solicitudes de Fismidos

Subject: request
Date: Mon, 13 Nov 2000 15:49:06 -0500
From: Elizabeth <Elizabeth.Pradelgmedecine.univ-mrs.fr>
To: holivar@ibt. unam.mx

Dear Dr. Bolivar,

Almost 2 months ago I wrote an email to you requesting for some
strains. As I didn't get any answer, [ resend you the message:

I'm a senior researcher and I've joined Jean-Marie Pages’ lab in Marseille,
France, last February to study multidrug efflux pumps in the nosocomial
pathogen Enterobacter aerogenes (Ea). I'm a bacterial geneticist and
molecular biologist and I used to work on E. coli during my thesis
(periplasmic acid phosphatases) and 1st postdoc (LPS). Then, for 6 years |
‘ve beenn working on iron uptake and iron regulation in Bordetella pertussis
at the Pasteur Institute in Lille, Northern France.

In my present project, I've already cloned and sequenced some Ea genes
involved in active efflux (acrAB operon and toiC) and I need to inactivate
them to characterize the corresponding Ea mutants. Thus I'd be very
grateful if you could send me the following plasmids or strains bearing
them, that you described in your very interesting Gene 247:255-264 (2000)

article:

pKNG101
pLoxCat2, pLoxKan?2, pLoxGen4
pJW168

In advance, I thank you very much for your help in my new project.

Best regards

Elizabeth Dr Elizabeth Pradel
INSERM CJF 9606

Faculié de Médecine

27 Bd Jean Moulin

13385 Marseille cedex 05
France

Tel: 33 (0)4 91 32 46 07
Fax: 33 (014 91 32 46 06



Anage O Shlizindes de Flbsmidas

Subject: plasmid requests
Date: Wed, 15 Nov 2000 13:31:24 +0100
From: Klas.Flardh@icm.uu.se (Klas Flardh)
To: bolivar@ibt.unam.mx

Dear Dr. Bolivar,

I am working in the microbiology-programime of Dept. of Cell and
Molecular Biology, Uppsala University (headed by Kurt Nordstrom, and
since a few weeks Gerhart Wagner).

For my work on developmental biology and cell division in
Streptomyces coelicolor, I'd be extremely grateful if you kindly

could send us the plasmids pLoxCat2, pLoxKan?2, pLoxGen4, and pLox1
(from the recent Gene paper 247:255}. This would be extremely helpful
both for my work and for the E. coli groups in the department.

Many thanks in advance,

Sincerely,
Klas Flardh

Klas Flardh, PhD

Department of Cell and Molecular Biology
Uppsala University

Biomedical Center

Box 596

SE-751 24 Uppsala

Sweden

tel +46 18 4714058
fax +46 18 530396

e-mail: Klas flardh@icm.uu.se
http://www.icm.uu.se/mikrobio/research/streptomyces/klas himl




Anexe " Salicitades de Flasmides

Subject: ENEP Iztacala
Date: Mon, 27 Nov 2000 17:32:12 -0600
Fromi: <octavio.garcia@correo.unam.mx>
To: <beatriz@ibt.unam.mx>

Mi nombre es Octavio Garcia, pertenezco al laboratorio de genética de la ENEP
Iztacala, y asisti al congreso de bioquimica en Acapulco donde pude ver el

trabajo que estan realizando Uds. en materia de mutagénesis bacteriana v
realmente me encuentro muy interesado en el sistema desarrollado por ustedes, en
especifico el mostrado en su cartel "Obtencién de modificaciones cromosomales

en E. coli con la eliminacion posterior del marcador de selecciéon”. El motivo

de mi interés es debido a que nosotros estamos interesados en la expresion del

gen de Aerolisina de Aeromonas hydrophila y la obtencién de una cepa mutante
mediante el sistema desarrollado por uds. nos seria de gran utilidad. Espero
podamos tener comunicacién pronta, ya que como le decia me es muy interesante

ese sistema y me parece factible aplicarlo en nuestro proyecto.

Agradezco de antemano su atencidén.

Atte. Qctavio Garcia
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Anaxe O Soficitudes de Fiésmidos

Subject:
Date: Tue, & Mar 2001 01:05:09 +0100
From: "lau pierre” <laupoui@immegen.cnrs.fr>
To: <bolivar@ibt.unam.mx>

Dear Dr.Bolivar,

After reading the very nice article you published last yvear in Gene about removable
cassettes to obtain genomic modifications of E.coli, I am writing to ask

you if the pl.OX1 is available from your lab. We are working on MHC class | expression
and would like to clone our rat cDNA between LoxP sites. We would

then be very grateful if you could provide us with the the pLOX]1 vector.

Looking forward to your reply.

Best regards.

Pierre Lau
UPCM-CNRS UPR 2163
Hopital Purpan

Place du Dr Baylac
31300 Toulouse

France
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