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El presente trabajo de investigacion se enmarca dentro del desarrollo de 

herramientas moleculares que permitan lograr la modification de genes a nivel del 

cromosoma bacteriano, y se inicio como una respuesta a la necesidad de eliminar 10s 

problemas asociados a la presencia de plasmidos multicopia y tambien a 10s genes de 

resistencia a antibioticos que permanecen en el genoma de las bacterias modificadas 

geneticamente. Este hecho, ademas de que implica la dificultad para seleccionar 

modificaciones adicionales que se requieran incorporar a un microorganismo previamente 

modificado, tambien dificulta la aceptacion de estas cepas en procesos de production, no 

solo por la presencia de genes heterologos, sino tambien por el increment0 en la 

posibilidad de que se lleve a cabo la dispersion y transferencia horizontal de estos genes 

(Mikkelsen et al., 1996). 

E n  este trabajo se desarrollo un conjunto de herramientas moleculares que 

permiten modificar directamente genes en el cromosoma bacteriano, sin dejar 

marcadores de resistencia a antibioticos 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 

recombinacion ZoxP (Sauer, 1994b), asi como en la utilization de plasmidos que solo 

pueden replicarse en un  fondo genetico determinado o bajo condiciones de crecimiento 

especificas (Kaniga et al., 1991; Kornberg and Baker, 1992; Miller and Mekalanos, 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 10s genes cat, aacCl y 

ntplI que codifican para la resistencia a cloranfenicol (Cm), gentamicina (Gm) y 

kanamicina (Km), respectivamente. A1 mismo tiempo, se construyo el vector pJW168 para 

expresar la recombinasa Cre de forma controlada. El sistema genetico se caracterizo, se 

probo y se valido interrumpiendo 10s genes lac2 y galE de Escherichia coli por la insertion 

in uilro de uno de 10s casetes construidos (Cat2). Una vez que 10s genes interrumpidos se 

insertaron en el cromosoma de la cepa W3110T' de E. coli por medio de recombinacion 

homologa doble, 10s genes de resistencia fueron eliminados eficientemente por medio de 

recombinacion sitio-especifica despues de expresar la recombinasa Cre. De esta manera 

10s marcadores de resistencia a antibiotico fueron removidos, mientras que 10s genes lac2 

y galE quedaron interrumpidos por un sitio IoxP remanente y sin la permanencia del gen 

de resistencia a antibiotico. Asi, el sistema CrelloxP del fago PI permitio eliminar el 

marcador de resistencia a antibibtico despuis de utilizarlo para seleccionar las celulas 

con la(s) modificaci6n(cs) deseada(s). Esie sistcma aenetico se ha utilizado con csito para 



obtener remociones, interrupciones genicas e inserciones cromosomales en varias cepas 

de E. coli y en otras especies de bacterias Gram-negativas. 

En este trabajo, tambien se planteo un nuevo enfoque en la rnodificacion y 

mejoramiento genetic0 de cepas que se utilizan en procesos industriales para la 

obtencion de al&n compuesto de origen biologico. Ademas de las modificaciones que se 

incorporan a un microorganismo para interrumpir una(s) via(s) metabolica(s) que 

compite(n) por intermediaries metabolicos necesarios para la sintesis del compuesto de 

interes; en este esfuerzo se contemplo una forma de redistribuir 10s flujos de carbono en 

las vias deI metabolismo bacteriano, modificando la regulacion de la expresion de uno o 

varios genes involucrados en algunos de 10s pasos clave del metabolismo central de E. 

coli, como por ejemplo 10s genes pyA y py!& que codifican las isoenzimas que catalizan la 

conversion del fosfoenolpiruvato a piruvato en la via glicolitica. 

Utilizando 10s promotores IZ y PRM y el represor cI del bacteriofago lambda (Gussin 

et at., 1983; Roberts and Devoret, 1983), asi como 10s casetes removibles de resistencia a 

antibioticos construidos en la primera parte de este trabajo, se disefiaron y construyeron 

un grupo de casetes que permiten sustituir el promotor silvestre de uno o mas genes 

especificos por uno de 10s promotores del bacteriofago lambda, con la finalidad de regular 

la expresion de dichos genes a traves de la proteina reguladora cI (Ptashne, 1992). La 

caracterizacion y andisis de la expresion genetica a partir de 10s casetes de expresion 

construidos, se llevo a cab0 utilizando como modelo a la proteina P-galactosidasa. Para 

esto, el gen estructural lac2 se fusiono in uitro con cada uno de 10s promotores 

construidos, y se cuantifico la actividad enzimatica de P-Gal en condiciones de induccion 

y represion. Como resultado de este trabajo, se construy6 un grupo de herramientas 

moleculares para modificar y controlar pasos clave en el metabolismo de E. coli, con el 

proposito de redirigir 10s flujos de carbono hacia la sobreproduccion de metabolitos con 

interes industrial. 

La informacion y 10s resultados experimentales obtenidos y presentados en este 

trabajo, se utilizaron para escribir y publicar tres articulos en revistas internacionales 

con arbitraje. Asi mismo, hay informacion relevante que no ha sido publicada y que 

tambikn forma parte de esta tesis, y con la cual se piensa integrar a1 menos otro articulo. 



Re- 

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 modifications 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 specific 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, aacCl and ntpII genes, which encode for resistance 

to chloramphenicol (Cm), gentamycin (Gm) and kanamycin (Km), respectively; and also, 

pJW168 vector was constructed to express the Cre site-specific recombinase. To test and 

validate the constructed system, the lac2 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. coS 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 lac2 

and galE gene remained interrupted by the retained 1oxP 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, wc also generated new approach to the genetic modification and 

improvement of strains to bc used in the production of diffcrent compounds at  an 

industrial scale such as aromatic compounds. enzymcs. therapeutic agents. proteins. etc. 



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 PL and PRM promoters and the cI 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 cI regulatory protein 

(Ptashne, 1992). We have utilized the protein p-galactosidase as  model to evaluate the 

genetic expression from the constructed cassettes. For this, the lac2 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 f3-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. 





Hasta la primera mitad de este siglo, el conocimiento general que se tenia de 10s 

sistemas biologicos era a escala macromolecular. El descubrimiento, en la decada de 10s 

50s, de la estructura de doble helice de la cadena del DNA (Watson and Crick, 1953), 

llevo a la determinacion de que la information genetica en todo ser vivo esta dada en la 

secuencia de pares de bases en esta molecula; este hecho, sefialo el inicio formal del 

conocimiento de 10s sistemas biologicos a nivel molecular (Biologia Molecular). Las 

implicaciones de la estructura del DNA dilucidadas en 10s atios siguientes, junto con el 

descubrimiento de 10s procesos en 10s cuales esta involucrada esta molecula, asi como la 

identificacion y aislamiento de enzimas que tienen como sustrato al DNA, culminaron con 

el desarrollo de la ingenieria genetica o tecnologia del DNA recombinante, al inicio de 10s 

afios 70s (Cohen et al., 1973). 

Desde su inicio, la tecnologia del DNA recombinante se constituyo como una 

herramienta de investigacion poderosa que ha coadyuvado a revolucionar el estudio y el 

manejo de 10s 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 celula viva a nivel molecular. Debido a que es 

posible aislar fragmentos de material genetico que llevan genes especificos, unirlos a un 

vector molecular e introducirlos a una celula receptora donde pueden mantenerse y 

replicarse en grandes cantidades, ahora no so10 es factible realizar un  andisis estructural 

y funcional detallado de 10s genes por separado, sino que tambien se pueden realizar 

modificaciones especificas en ellos. Asi, la Ingenieria Genetica puede definirse como el 

conjunto de tecnicas y herramientas moleculares que permite el aislamiento, 

caracterizacion y modificacion de genes, con la finalidad de efectuar el andisis genetico 

de un  organism0 o lograr su mejoramiento para un fin determinado. 

Como se menciono, la tecnologia del DNA recombinante se ha utilizado para el 

aislamiento de genes especificos y la expresion de estos en una gran variedad de celulas 

huesped para producir proteinas y diversos compuestos con aplicaciones en el irea 

medica, industrial, farmaceutica y alimenticia, tales como insulina, hormona del 

crecimiento, aminoacidos, interferon, etc. Ademas, esta metodologia permite producir 

proteinas con modificaciones especificas en su estructura-funcion, para lo c u d  por lo 

general se utiliza uno de 10s dos metodos siguienies: A. En primer lugar, se identifica y 

aisla cl gcn quc codifica la protcina dc intcres para alterarlo in uitro por medio de tkcnicas 



de mutagenesis sitio-dirigida; y finalmente, el gen modificado se introduce en un  huesped 

adecuado para expresarlo y obtener la nueva proteina que lleva 10s cambios deseados. B. 

Por medio de ingenieria genetica, se combinan secciones de genes que codifican para 10s 

motivos que les confieren caracteristicas diferentes o mejoradas a las proteinas que 10s 

portan, con la finalidad de obtener proteinas hibridas que ahora presentan propiedades 

nuevas. 

Desde el punto de vista de la investigacion basica, la facilidad con la que se 

pueden aislar y amplificar regiones delimitadas del genoma de cualquier ser viva, ha  sido 

muy util para dilucidar, entre otras cosas, el funcionamiento basico de las vias 

metabolicas y la regulacion de la expresion genetica durante el ciclo de vida de las 

celulas. En microorganismos, 10s 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 10s 

mecanismos de control especificos para cada gen (Neidhardt, 1987). Debido a que el 

control de la expresion genetica es un  proceso complejo que involucra varios pasos, la 

capacidad de realizar modificaciones especificas en el material genetic0 para alterar la 

regulacion genetica de al@n(os) gen(es) en particular, ha permitido estudiar el papel de 

este gen o genes y su efecto sobre el funcionamiento global de la celula. 

Por otra parte y desde el punto de vista de la investigation aplicada, a traves de la 

modification o ingenieria genetica de vias metabolicas ha  sido posible alterar el 

metabolismo celular, obligando a las celulas a sobre-producir metabolitos de interes, 

tales como compuestos aromaticos, enzimas, etc. (Bogosian et al., 1990; Flores ef a[., 

1996). En 10s ultimos aiios, las tecnologias utilizadas para la produccion de algunos 

f&rmacos, asi como de compuestos quimicos empleados como materia prima para generar 

otros productos con valor agregado mayor, tienden a ser sustituidas par el empleo de 

organismos y en particular microorganismos modificados geneticamente como 

maquinarias biosinteticas. Lo anterior ha permitido cambiar 10s metodos y estrategias de 

produccion a nivel industrial, 10s cuales en este caso, conllevan el empleo de condiciones 

de fermentacion altamente especificos. Asi, 10s procesos quimicos tradicionales estan 

siendo sustituidos par procesos nuevos, que ademas de emplear microorganismos 

recombinantes, pretenden scr una alternativa mas amigable para el ambiente, porque 

miuimizan y en algunos casos climinan la produccion de 10s compuestos contaminantes 

generados en 10s proccsos de sinlcsis quimica. Rcsumicndo, muchos de 10s esquemas de 



produccion novedosos utilizados actualmente se sustentan en la aplicacion de la 

ingenieria genetics, mediante el aislarniento de genes especSicos, su caracterizacion, 

modification y expresion en organismos homcilogos o heterologos, desarrollando 

microorganismos con capacidades biosinteticas nuevas o mejoradas. 

A pesar de que 10s pasos requeridos durante la clonacion de un  gen en particular 

(purification de cromosoma o plasmido, restricciones y modificaciones, hibridaciones, 

inmuno-detecciones, sintesis de oligonucleotidos, etc.) se han vuelto rutinarios y se 

cuenta con numerosas enzimas de restriction-modification del DNA e infinidad de 

estuches que permiten manipular el material genetic0 de cualquier organismo, el disefio y 

desarrollo de estrategias y proyectos de clonacion molecular y expresion de genes en 

diferentes huespedes y en diferentes loci cromosomales, aun son retos especificos que 

hay que resolver de forma individual para lograr el desarrollo exitoso de cualquier 

proyecto de investigacion, tanto basico corno aplicado. 

Lo que se ha descrito lineas arriba, de alguna manera sustenta el hecho de que 

muchos de 10s avances significativos alcanzados en diferentes actividades cientificas, son 

el resultado del disefio y utilization de herramientas y metodos novedosos. En este 

sentido, el Comite de 10s Premios Nobel ha reconocido 10s esfuerzos redizados en el 

desarrollo de tecnicas y herramientas, precisamente porque estas poseen un enorme 

poder de transformacion sobre al@n campo de la investigacion que influye directamente 

en varios aspectos de la Ciencia. Algunos de 10s cientificos e investigadores galardonados 

con Premios Nobel en diferentes &reas son: A. En Quimica en 1993, Kary B. Mullis por 

inventar el metodo de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), y Michael Smith por el 

metodo de mutagenesis sitio-dirigida basada en oligonucleotidos; en 199 1, Richard R. 

Ernst por su contribucion al desarrollo de la espectroscopia de resonancia magnetics 

nuclear de alta resolution (NMR); en 1982, Sir Aaron Klug por desarrollar el microscopio 

electr6nico c r i ~ t a l o g ~ c o  y elucidar la estructura de complejos biologicamente 

importantes formados de acidos nucleicos y proteinas; en 1980, Paul Berg por estudiar la 

bioquimica de 10s acidos nucleicos pero en especial el DNA recombinante, y Walter 

Gilbert y Frederick Sanger por desarrollar 10s metodos para deterrninar la secuencia de 

bases en el DNA; en 1960, Willard F. Libby por el metodo para determinar la edad 

utilizando carbono-14; en 1952, Archer J.P. Martin y Richard L.M. Synge por inventar la 

cromatografia de particicin. B. En Fisica en 1986 a Ernst Ruska por su trabajo en optica 

electr6nica y por disenar rl primer microscopio elcctronico; en 1953 a Fredcrilc Zernike 
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por demostrar el metodo de contraste de fase, per0 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 metodo de radioinmunoensayo 

(http: I lwww.nobel.se/index.html). 

Un ejemplo del papel que tienen las tecnicas y herramientas en el desarrollo de las 

ciencias, es  la publicacion 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/vol29 1 /issue55070, la c u d  provoco un 

impact0 enorme en el h b i t o  cientifico debido a las repercusiones que tendra, a corto y 

mediano plazo, en el conocimiento sobre la especie humana. Estos primeros resultados, 

se lograron gracias al esfuerzo conjunto de diferentes grupos de investigation 

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 genetica 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 helice del DNA por Watson y Crick hace 

apenas 50 afios. Entre estas metodologias destacan: la secuenciaci6n 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 tecnica de micro-hileras (microarrays); la 

secuenciacion capilar; el desarrollo del algoritmo de computo BLAST que s ine  para 

alinear secuencias y comparar genes; GRAIL y ESTs (Expressed Sequence Tag) para 

encontra genes y genes expresados; 10s programas de interpretacion automatica de 

datos de secuencia, phred, y para ensamblar secuencias, phrap (Roberts et al., 2001). 

Ademas, de otras tecnicas como: la deteccion de secuencias de DNA especificas por medio 

dc hibridizacion DNA-DNA (Southern blotting) o DNA-RNA (Northern blotting); deteccion 

de proteinas con anticuerpos especificos (Wcstern blotting y ELISA); despliegue de 

proteinas en hgos (Phagc display), ctc. 



Los mktodos y las herramientas como t d ,  generalmente e s t b  sujetos a una 

evolucion y un mejoramiento permanentes, por lo que su refmamiento se welve un 

aspect0 importante del quehacer cientifico y tecnologico. A su  vez, 10s intentos de 

mejoramiento de las herramientas y mitodos cientificos revelan, muchas veces, nuevos 

fenomenos que demandan el planteamiento de hipotesis nuevas que a su vez enriquecen 

el campo del conocimiento particular en el que se aplican. Asi, queda claro que la 

evolucion conjunta del avance cientifico y el desarrollo de tecnicas y herramientas 

utilizadas en la solucion de problemas planteados por el conocimiento, ademas de que se 

potencian y retrodimentan entre si, contribuyen de manera incuestionable en el progreso 

de la Ciencia y la Tecnologia. 





~~ECOMBINACION AOMQLOGP~ 0 BENERALIZADA. 

La transferencia de informacion genetica de un organismo a otro, ya sea por 

conjugation, transduccion o transformacion, es un fenomeno que ocurre en la 

naturaleza. Este fenomeno, aunado a la habilidad de recombinar dicha informaci6n 

dentro de una de las moleculas de DNA del organismo receptor, por lo general el 

cromosoma o algin plasmido, permite a 10s seres vivos mantener y expresar de forma 

estable la inforrnacion genetica recien adquirida. Estas caracteristicas, intrinsecas a 

cualquier celula, se utilizan en el laboratorio con la finalidad de modificar geneticamente 

un microorganismo y lograr un proposito especifico. 

La recombinacion entre dos mol6culas de DNAs homologas, como se menciono 

antes, es un proceso presente en cualquier c6lula viva y su funcion ha sido asociada, 

principalmente y entre otros fenomenos, con la evolucion de 10s cromosomas, ya que 

continuamente suceden rearreglos de secuencias del genoma o genes o partes de genes 

tanto intra- como inter-cromosomicamente (Hawley, 1988). Ademas, la recombinacion 

disminuye la divergencia de secuencias de DNA repetidas, guia la segregation adecuada 

de 10s cromosomas en la division celular y promueve la reparacion del DNA dai3ado. En 

general, en organismos procariotes se encuentra intimamente relacionada con 10s eventos 

de replication y reparacion del DNA (Mahajan, 1988; Radman, 1988), mientras que en 

eucariotes ocurre durante la meiosis, oogenesis o espermatogenesis (Giroux, 1988). 

El evento de recombinacion homologa o general es el resultado de una serie de 

procesos enzimaticos especificos que ocurren entre moleculas de DNA del mismo o 

diferente origen, y depende fundamentalmente de la presencia de secuencias identicas o 

con una homologia extensa y de cierta longitud minima, 100 pb o mayores en procariotes 

y mas de 300 pb en eucariotes (Shen and Huang, 1986). Durante la realization 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 recombinacion homologa y en otras vias de 

recombinacion relacionadas, como son RecBCD, RecE, RecF, RecT, SbcA, SbcB entre 

otras. La recombinacion generalizada no es un  proceso a1 azar, sino que involucra el 

intercambio fisico de segmentos homologos entre 10s DNAs participantes. El mecanismo 

de este proceso se basa en la complementariedad de las hebras sencillas de 10s DNAs; 

cuando la complcmentar~edad de bases es reconocida por ciertas proteinas involucradas 

en cl proceso de la rccomb~nacii,n, el lntercambio dc 10s segmentos inicia con el 



romphiento de las hebras de DNA, continha con el entrecmmmiento de las secuencias 

homologas y fializa con la fdomacion de la uniQn entre ellas; Se han propuesto varios 

modelos para explicap el proceso por el cual se lleva a eabo la recombinacion homQloga, 

un0 de ellos e s  el modelo de Holliday mostrado en la Fi,.ura I. 

Apareamiento de 
secuencias homcilogas 

Ruptura de las hebras 
de DNA 

a 
Migraci6n del intercarnbio 

de hebras de DNA 

Intercambio de las 
hebras de DNA 

Figura 1. Modelo de Holliday que esquematiza 10s posibles mecanisrnos molecu- 
iares involucrados en la recornbinacion homologa. Tomada de Lloyd 
and Low. 1996. 

Las caracteristicas importantes de la recombinacion homologa entre ddos moleculas 

de DNA o en un solo DNA y que son relevantes para el trabajo experimental, est5n las 

sisientes: 1. La recombinacion ocurre en sitios especificos presentes en la(s) rnolecula(s) 

de DNA participante(s); 2. La recombinacion es rcciproca; arnbos productos resultantes 

son hibridos ya que una parte de su secuencia proviene de una secuencia parental y la 

otra padc dc la segunda sccuencia parental; 3. La recornbinacion es  conservativa; cl 



intercambio de las cadenas sencillas de DNA se logra por el rompimiento y union precisa 

de las moleculas, sin quitar ni a a d i r  un solo nucleotido en el punto de intercambio; 4. 

Como las moleculas participantes comparten una region de homologia, las hebras 

complementarias forman una region heterologa doble (heteroduplex) en el sitio donde 

ocurre el intercambio de las hebras sencillas; 5. L a  recombinacion hom6loga es mas 

eficiente cuando ocurre entre trechos largos de DNA, que cuando ocurre entre DNAs 

cortos o que tienen poca homologia entre ellos; y 6 .  La frecuencia de recombinacion no es 

constante en todo el genoma y esta influenciada por efectos tanto locales como globales. 

La recombinaci6n homologa doble se utiliza con exit0 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; Y u  et al., 2000; Zhang et al., 1998). Para esto, el segment0 de DNA o construcci6n 

genetica que se desea insertar en el genoma de la celula huesped se coloca entre 

fragrnentos de DNA homologos al sitio de integration seleccionado (secuencia blanco) y 

que tengan el t a m ~ o  adecuado para que se lleve a cab0 el evento de recombinacibn de 

manera eficiente. La ventaja principal de utilizar este proceso como sistema de 

modificacion genica, es que permite determinar el sitio donde se realiza la insercion de la 

modificacion deseada. 

La recornbinacion sitio-especifica es un proceso de intercambio genetic0 reciproco 

muy eficiente, y que a diferencia de la recornbinacion homologa se lleva a cabo entre 

secuencias de DNA muy cortas, las cuales en algunas ocasiones muestran poca 

homologia en sus secuencias. Este tip0 de recombinacion genetica se lleva a cabo por 

medio de la participacion de una o mas proteinas especificas para cada sistema, y no 

requiere de la participacion de la proteina RecA u otras proteinas involucradas en la 

recombinacion generalizada. Este tipo de recombinacion ocurre en sitios muy especificos 

y bien definidos presentes en 10s DNAs participantes (sitios de recombinacion), 10s cuales 

tienen una region corta de secuencia identica. Como en la recornbinacion homologa, el 

intercambio genetico sc realiza par una ruptura precisa en 10s sitios blancos de 

recombinacion y la union dc las hebras de DNA sin perdida ni gallancia dc un solo 

nucle6tido (Craig, 1988; Nash, 1996). El cjsmplo clasico de rccombinaciiin silio-cspecifica 



en procariotes, esta dado por la integration y escision del genoma circular de ciertos 

bacteri6fagos, como lambda, dentro del cromosoma bacteriano. Sin embargo, la lista de 

funciones en las que e s t h  involucrados diferentes sistemas de recombinacion sitio- 

especifica incluyen: el mantenimiento y estabilizacion de plasmidos en alto numero de 

copias (plasmido 2 pm de Saccharomyces cerevisiae); la resolucion de cointegrados 

generados durante el establecimiento de transposones como Tn3; el control del rango de 

huesped del fago Mu; la expresion de genes para la fijacion de nitrogen0 durante la 

diferenciacion de cianobacterias (Anabaena); la expresion de 10s genes que codifican para 

10s antigenos flagelares de Salmonella typhimurium; la resolucion fie1 de 10s dimeros 

replicativos del fago PI. En la Tabla 1 se mencionan algunos de 10s sistemas de 

recombinacion sitio-especifica conocidos. 

Tabla 1. Sistemas de recombinacion sitio-especifica 

Recombinasa: Origen: Funcion: Sitio blanco: 

- 
Int Fagos $80, P22, P4 

1 RES / Transposon yF y Tn3 I Resolvasa / res 1 
/ RES / Tn21, Tn501, Tn1721 ( Resolvasa I res I 

I Plasmido RP4 (sistema mrs) / Resolvasa / res I 
(  re ( Fago P1 1 Recombinasa I loxP I 

Kluyueromyces waltii Recombinasa kw 

PIP 

R 

1 PI5smido ColEl 1 Recombinasa I cer I 

Saccharomyces cereuisiae 

Zygosaccharomyces rouxii 

Hin 

Aunque la car.acteristica distintiva dc la recombinacion sitio-especifica es realizar 

la recombinacion reciproca entrr dos secuencias de DNA dc tamaiio millimo, 10s 

Recombinasa 

Recombinasa 

Fago Mu 

E. coli 

FRT 

RSs 

1 inu I Salmonella typhimurium 
- 

Invertasa 

Invertasa 

lnvertasa 

inu 

inu 



rearreglos promovidos entre 10s DNAs participantes par este mecanismo son diferentes. 

Debido a lo anterior, su uso no solo ha permitido eliminar fragmentos muy grandes de 

DNA y mejorar la expresion genetica (Backman, 1987), sino que tambien son muy utiles 

para obtener inserciones, deleciones e inversiones (Sauer, 1994b). Ademas, la utilizacion 

de diferentes sistemas de recombinacion sitio-especifica para manipular el genoma, de 

unos d o s  a la fecha se ha  incrementado considerablemente porque permiten manipular 

el DNA tanto in uiuo como in uitro, y por que estos sistemas son funcionales en 

organismos tan diversos como bacterias, levaduras, plantas, insectos y c6lulas de 

mamiferos (Kilby et al., 1993). 

A pesar de que se han caracterizado y descrito varios sistemas de recombinaci6n 

sitio-especifica, solo algunos de ellos se utilizan extensamente en la modification del 

genoma de diversos organismos y entre ellos destacan: a).  El sistema FRT/Flp de S. 

cereuisiae utilizado para activar genes en celulas de mamifero (O'Gorman et al., 1991), 

para generar mutaciones multiples y reciclar marcadores en levadura (Storici et al., 

1999), para generar deleciones y amplificaciones de fragmentos genomicos 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 seleccion en levadura (Sauer, 1994a), para insertar y recuperar DNAs 

especificos del cromosoma bacteriano (Hasan et al., 19941, para manipular animales 

transgenicos (Metzger and Feil, 1999; Schmidt et al., 2000), para insertar modificaciones 

genicas en levadura (De Antoni and Gallwitz, 2000) y eucariontes superiores (Brecht et 

al., 1999); c). El sistema attP/Int del bacteriofago h que se ha utilizado para promover 

deleciones de fragmentos especificos de DNA (Zubko et at., 2000), para generar 

inserciones cromosomales multiples (Diedrich et al., 1992; Peredelchuk and Bennett, 

1997); d). El sistema res/RES del transpason y6 utilizado para obtener deleciones 

(Higgins et al., 1996); e). El sistema mrs (multimer resolution system) del plasmido RP4 

utilizado para escindir genes insertados en el cromosoma de Pseudomonas putida y otras 

especies Gram-negativas (Kristensen et al., 1995), asi como para remover el marcador de 

resistencia despues de seleccionar la interruption de diferentes genes en el cromosoma 

de E. coli (Denome et al., 1999). 



ELS  LO* D@L BA PI. El sistema de recornbinaci6n sitio-especifica 

Crel1ox.P del badenofago P1 h e  descrito en 10s 80's (Abremski et aL, 1983; Sternberg 

and Hamilton, 1981). Este sistema es funcional durante el ciclo de replication de este 

fago, ya  que la recombinasa Cre es la responsable de resolver 10s dhe ros  heplicativos que 

se f o m m  durante la duplicaci~n de su material genetico. Los dos elernentos que 

componen este sistema son: una secuencia de DNA con% y asimitrica o sitio de 

recombinacion designado loxP (locus of crossover in PI) y una proteina de 38 m a ,  la 

recornbinasa Cre (cyclization recombination]. Cada sitio loxP consiste de una secuencia 

de 34 pb, cornpuesfa de dos secuencias invertidas repetidas de 13 pb separadas por una 

region central asirnebica de 8 nucle6tidos (Fig. 2). 

Figura 2. Secuencia nucleotidica de un sitio l o 3  

La recombinacion inter- o intramolecular entre dos sitios l o 3  localizados en DNA 

superemollado, circular o lineal, irnicamente requiere de la presencia de la proteina Cre, 

y a diferencia del sistema de lambda (IntluWj, no requiere factores adicionales ni del 

huesped 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 molecula de esta proteina se 

une en cada una de las secuencias repetidas invertidas mas 4 pb de la region 

espaciadora. Despues de que un  dimero de Cre se une a un sitio lo*, otro dimero de Cre 

localiza y se une a un segundo sitio lox?', corta el DNA en la region espaciadora y despues 

de llevar a cabo el intercambio de las hebras, vuelve a unir el DNA. El evento de 

recornbinacion es independiente de la orientacion relativa de 10s sitios loxP sobre el DNA 

(Hoess et al., 1982 y 1986). Asi, la recornbinacion entre dos sitios loxPlocalizados en la 

misma molecula de DNA y dispuestos con la misma orientacion, provoca que el fragment0 

de DNA localizado entre ellos se escinda como una molecula circular; 10s productos de 

este evento de recombinacion llevan un sitio loxP completo cada uno (Fig. 3) .  En cambio, 

el evento de recombinacion entre dos sitios loxP localizados en la misma molEcula de DNA 

y dispuestos en orientacion contraria provoca que el fragment0 de DNA comprendido 

entre cllas sc invicrta (Fig. 4). 



Fima 8. RecornbinaciQn entre dos sitios EoxP con la misma direccion. 

Figa~a 4. RecombinaciQn entre dos sitios loxP con direccion contraria. 

La recombinasa Cre, ademas de llevar a cab0 la recornbinacion entre sitios lo* 

localizados en la misma molecula de DNA (recornbinacion intramolecular), puede llevar a 

cab0 la recombinacion entre sitios loxP localizados en moleculas de DNA diferentes; en 

este ultimo caso, una de las moleculas de DNA participantes queda insertada dentro de la 

otra mol~cula (recombinaci6n intermolecular). 



La regulacion de la expresion genetica, es un proceso que se lleva a cab0 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  organism0 y 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 union a ribosoma, sitios de empalme en el RNA 

mensajero de eucariotas, etc.) y proteinas (v.gr. sitios de procesamiento postraduccional, 

como 10s de glicosilacion y fosforilacion), las cuales son reconocidas por las moleculas 

involucradas en cada uno de 10s pasos que inician con la transcripcion de un  gen y 

terminan con la sintesis y procesamiento de la proteina codificada por dicho gen. Hasta 

hace poco tiempo, la mayoria de 10s estudios realizados sobre regulacion genetica se 

habian hecho a nivel de las sefiales presentes en el DNA y a nivel transcripcional 

(Makrides, 1996). Con respecto a la ultima etapa de la expresion genetica, conocida como 

traduccion, 10s conocimientos eran limitados, per0 ultimamente se han incrementado 

considerablemente. Esto, quiza se debio al hecho de que 10s eventos que actuan en 10s 

niveles superiores de la cascada de la expresion genetica (regulation transcripcional) 

usualmente tienen efectos mas notorios, mientras que 10s eventos que ocurren en 10s 

ultimos niveles de la expresion de genes (regulacion traduccional) son mas sutiles, per0 

no por eso menos importantes. 

Para obtener la expresion eficiente de cualquier gen en E. coli, es necesario 

colocarlo bajo el control de las senales que reconoce la maquinaria de transcripcion y 

traduccion del huesped, ademas de que se requiere que las senales de inicio de la 

transcripcion y de la traduccion sean adecuadas para obtener el nivel de expresion 

requerido, y esten en la posicion correcta con respecto al inicio de la secuencia 

codificadora (Yasueda and Matsui, 1994). La combinacion adecuada de las sefiales 

necesarias para que se lleve a cabo la transcripcion y la traduccion de un gen, asi como la 

presencia de las moleculas reguladoras, casi siempre permiten obtener su  expresion a 

niveles altos. El diselio y construccion de un sistema genetic0 para expresar un gen en E. 

coli, debe de incluir a1 menos las siguientes sefiales: 1. Region codificadora o gen 

estructural de la proteina de interes; 2. En el extremo 5' las regiones reguladoras para el 

inicio dc la transcripcion y la iraduccion: Promotor, Secuencia Shine-Dalgarno (SD) y un 

codon de inicio de la traduccion, gencralmcntc ATG aunque tambien puede ser GTG o 

TTG. a una distancia adccuada dcl SD: v 3. En cl estremo 3' las regiones rcg~ladoras 



I 
I para la teminacibn de la transcripci~n y al menos un c o d ~ n  para el termino de la 
I 
I haduccion (TAAt, TGA o TAG). Los elementos necesarios para que se  lleve a cab0 la 
I 

expresibn de un  gen se muesb-an en la Figura 5, donde se utilka el promotor hibrido P b  
I 
I como ejemplo. 

ngma 5. Representaci~n esquematica de los elementos necesarios para la expre- 
sion optima de un  gen. Como ejemplo, se muestran las caracteristicas 
del promotor hibrido tm. La flecha indica la dkeccion de transcripcion. 

El pa@raoto~ es la secuencia que reconoce la RNA-poherasa en el DNA, como 

s e a  para iniciar la sintesis del RNA mensajero (transcripcion). En E. coli 10s promotores 

se encuentran ubicados entre 10-100 pb arriba del RBS. Cada promotor contiene dos 

secuencias de seis nucleotidos cada una, las cuales estkn ubicadas akededor de 35 y 10 

pb arriba del sitio de inicio de la transcripcion, caja -35 o WlPGWCA3' y caja -10 o 

5TATMTg3' (Pribnow box), las cuales eskin separadas por 16-18 pares de bases. La 

"fuerza" de u n  promotor es directamente proportional a la semejanza que tiene con 

respecto a la secuencia consenso reportada. Sin embargo, la fuerza real del promotor in 

uivo e s  el resultado de interacciones mas complejas que existen entre regiones del DNA 

hacia arriba y hacia abajo del promotor. De acuerdo con su regulaci~n 10s promotores 

pueden ser: 1. Constitutivos, 10s que siempre permiten la transcripcion del(os) gen(es) 

bajo su control y 2. Regulados, 10s que unicamente permiten la expresion genetica en 

condiciones ambientales y metabolicas especificas. La regulacion de la transcripcion a 

partir de 10s promotores tip0 2, se Ueva a cab0 por la unicin de proteinas especificas en 

determinadas secuencias localizadas dentro o muy cerca del promotor, las cuales actuan 

como activadores (regulacion positiva, +) o represores (regulaciwn negativa, -). 

Hacia abajo del promotor se localiza una region de 39-54 nucleotidos conocida 

como el sitio de uni6n a ribowma (RBS), la c u d  comprende: un trccho de polipurinas o 

secuencia Shine-Dalgarno (SD), una secucncia rica cn A+T que separa el SD del codon dc 

inicio dc la traduccion, y el codon de inicio dr. la traduccion, gcneralmentc AUG o mcnos 



frecuentemente GUG o UUG. La secuencia consenso del SD, 5'MdWAW3', es 

complementaria a una secuencia altamente conservada en el extremo 3' del RNA 
ribosomal 16'3, 3"-:P;"':.,m,m ' 

w.,,,,,5, y pexmite la formacion de un complejo entre el RNA 

mensajero y la sub-unidad ribosomal 30.5, con lo que se establece el primer paso en la 

sintesis de proteinas o traduccion (Hiittenhofer and Noller, 1994). L a  distancia que hay 

; del SD a1 codon de inicio de la traduccion tiene una longitud que varia dentro de un 

rango de 5 a 13 nucleotidos, y se ha  determinado que esta distaneia afecta la eficiencia 

del inicio de la traduccion (Chen et al., 1994). Debido a que la formacion de estmctura 
I 

secundaria en el transcrito del mRNA puede reducir la eficiencia del inicio de la 
I 

traduccion, las regiones alrededor del SD y del codon de inicio de la traduccion deben de 

tener una secuencia de nucleotidos que evite o al menos disminuya la posibilidad de que 

se forma una estructura de horquilla que impida la interaction 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 estructura secundaria en el mRNA (Schauder et al., 1989). 

Como se menciono anteriormente, ademas del promotor y el RBS localizados hacia 

aniba de la region codificadora, hacia abajo de esta region en su  extremo 3', e s t b  

ubicados uno o mas csdcnes de t6rminca de la traducci6n y en posicion mas distal, el 

terminador de la traarscripci6n (TT). De 10s tres codones de termino, TAA (UAA en el 

mRNA) seguido por T (U) es el mas eficiente en E. coli (Poole et al., 1995). En organismos 

procariotes, el termino de la transcripcion se lleva a cab0 por dos mecanismos diferentes: 

1. La que depende de la proteina hexamerica Rho, la cual causa la liberacion del 

transcrito de RNA; y 2. La terminacion F31o independiente que depende de sefiales 

codificadas en el templado, especificamente una region con sirnetria 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 tip0 de terminador protege el mRNA de degradation 

exonucleolitica y por consiguiente, aumenta la vida media del transcrito (Ehretsmann et 

al., 1992). 

Como se reviso en p k a f o s  anteriores, la replacion de la expresion de genes 

homologos o heterologos en un hucsped como E. coli, depende de la combination de 

diferentes sefiales y factores involucrados en estc proceso; en consecuencia, la selection 

adecuada de cada uno dc cstos elemcntos, permitra obtcner 10s niveles de regulation 

gcnetica requcridos para la cxprcsion dc genes de inter&. Debido a quc uno de 10s 



elementos clave es el promotor, las caracteristicas que en general se toman en cuenta 

para seleccionar el adecuado son las siguientes: que sea suficientemente fuerte para 

permitir que la proteina de interes represente entre el 10 y el 30% de la proteina total; 

que se  encuentre bien controlado para que la actividad de transcripcion basal sea 

minima; y que se pueda inducir facilmente y a un costo minimo. Generalmente, se 

recomienda el uso de un  promotor regulado e inducible (tipo 2, Pag. 21), el c u d  permite 

que la cepa huesped crezca a una densidad celular alta antes de inducir la expresion de 

10s genes que codifican el producto deseado (Gold, 1990). Existen diferentes promotores 

que regulan de forma eficiente el inicio de la transcripcion, por lo que se emplean para 

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

Tabla 2. Algunos promotores homologos y heterologos utilizados 
para regular la expresion de genes en E. coli 

Promotor: Origen: / Regulador: 1 Inductor: 7 

Ptad 

P C ~ ~ I I  

Ptrc 

Algunos promotores inducibles como P I  y PI,,uv,T, e s t h  controlados 

negativamente por la proteina represora codificada por el gen l ady  positivamente por la 

Promotor T7 

PR 
- - 

PL 
I 

proteina CRP o proteina receptors de AMP-ciclico (CAMP), tambien conocida como CAP 

(proteina activadora de catabolitos). La proteiila CRP en presencia de AMP-ciclico forma el 

complexo CRP-CAMP y sc unc su secuencia blanco. con lo que estimula la intcraccion de 

Promotor 
sintetico 
Promotor 
sintetico 
Promotor 
sintetico 

la RNA-polimcr,rsa con el promotor ac t i~ando la transcripcien. El represor impide la 

Fago T7 

Fago lambda 

Fago lambda 

- producto del gen lacI 

- product0 del gen lac1 

IPTG o lactosa 

IPTG o lactosa 

- producto del gen lacI 
- cI silvestre o cIrss57 
- cI silvestre o c11~fi~i. 

- cI silvestre o cItss~7 

IPTG o lactosa 
Choque termico 
Choque termico 

Choque termico 

- product0 del gen lacI IPTG o lactosa 



transcripcion a partir de estos promotores uniendose a la region operadora, con lo que 

evita que la RNA-polimerasa lleve a cab0 la transcripcion. La induccion de la expresion 

genetica a partir de estos promotores se lleva a cab0 en presencia de lactosa, inductor 

natural de este promotor, o en presencia de compuestos quimicos de bajo peso molecular 

como el IPTG, inductor gratuito, 10s cuales se unen al represor impidiendo que se una a1 

operador. El promotor PlaC~vs se obtuvo por mutagenesis del promotor Pia,; la mutacion 

UV5 cambio la secuencia de la caja -10 del promotor silvestre a la secuencia consenso, 

5'TATAATg3', con lo cual se increment0 la fuerza de este promotor, debido a que 10s 

cambios favorecen la interaccibn de la RNA-polimerasa con el promotor nuevo (Reznikoff 

and Abelson, 1980). 

Los promotores sinteticos hibridos Ptnd y Ptadi se construyeron con las secuencias 

de las cajas -35 del promotor Pr, y -10 del promotor 4,~~s separadas por 16 pb, por lo 

que s u  regulacion es similar a la que tienen 10s 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 lad, por lo que se inducen con lactosa o IPTG; 

como carecen del sitio de union para CRP-CAMP son insensibles a represian catabolica. 

La transcripcion a partir de 10s promotores Prac1 y PE,II es dos y tres veces mas eficiente 

que la mostrada par el promotor Pi, cuando se induce. Otro promotor hibrido, Pt,, es un 

derivado del promotor P,,I que en lugar de tener las cajas -10 y -35 separadas por 16 pb, 

lleva la region espaciadora consenso de 17 pb; sin embargo, la actividad transcriptional 

de este promotor es similar a la del promotor Piac,. 

El promotor del operon de triptofano, Pi,, 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 el acido indol-acrilico (IAA) que inactiva a1 

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 10s promotores derecho e izquierdo del 

fago lambda (PL y h) que e s t h  controlados por la proteina represora cI silvestre o la 

rnutante sensible a temperatura (CI,~S!;~). El promotor PL es un promotor muy fuerte e 

inducible. y a diferencia dc otros promotores inducibles esta completamente reprimido 

por el represor ci: la induccion dc cstc promotor se lleva a cabo eliminando la protcina 



represora, ya sea par aumento en la temperatura cuando es termosensible o por 

proteolisis inducida con acido nalidixico en cepas RecA+. La replacion mas fina de la 

expresion genetica a partir de promotores inducibles es la que se logra cuando el represor 

tambien esta regulado, ya sea que este codificado en el vector de expresion o insertado en 

el cromosoma, para evitar el efecto de titulacion del represor. Mas adelante se comentara 

con mas detalle el funcionaniento y uso de 10s promotores del bacteriofago lambda. 

Un sistema de expresion genetica util, es el que emplea una combinacion de uno 

de dos promotores del bacteriofago T7, 10s promotores de 10s genes 9 y 10, y la RNA- 

polimerasa que reconoce estos promotores. La RNA-polimerasa del fago T7 esta codificada 

par el gen Ty es un monomero de aproximadamente 98.8 kDa que ademas de reconocer 

de forma especifica 10s promotores de este fago, una secuencia de 23 pb altamente 

conservada, es mas activa que la RNA-polimerasa de E. coli. Coma 10s promotores de T7 

no son funcionales en 10s huespedes utilizados para expresar genes, debido a que su 

secuencia no es reconocida par la RNA-polimerasa endogena, 10s sistemas de expresion 

basados en estos promotores incluyen un sistema genetic0 para producir RNA-polimerasa 

de T7 activa. El sistema mas utilizado, involucra la induccion de la expresion de una 

copia del gen I insertado en cromosoma y bajo la regulacion del promotor Pla,uvs; asi, la 

expresion genetica a partir de alguno de 10s promotores del fago T7 unicarnente se lleva a 

cab0 despues de inducir la expresion de la RNA-polimerasa exogena que reconoce de 

forma especifica a estos promotores e inicia de inmediato la transcripcion (Studier et al., 

1990). 

Actualmente, e s t h  disponibles varias regiones de inicio de la transcripcibn y de la 

traduccion que pueden utilizarse en diferentes huespedes para regular la expresion de 

uno o mas genes. Tambien, 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 

regulation dada par una combinacion de determinado promotor, con cierto RBS y cierto 

terminador de la transcripcion. Asi, la construccion y funcionalidad de'  vectores 

quimericos 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 

determillado, normalmcntc se coloca junto con algun gcn cuyo product0 esta involucrado 

en la transcripci61z cn un vcctor apropiado para introducirlos dcntro del huesped de 



expresion. Existe una gran cantidad de vectores, mtre 10s que se puede seleccionar aquel 

que reuna las caracteristicas necesarias para cubrir 10s requerimientos de cada caso. 

Dependiendo del vector u'dlizado, la construccion se puede mantener como elemento 

exhracromosomal o htegrarse dentro del cromosoma del huisped. Cuando se desea que 

haya integration en el cromosoma, es necesario que en la construcci~n exista una 

secuencia hom~loga a una secuencia presente en el cromosoma del huesped; la selection 

de esta secuencia, se hace tomando siempre en cuenta que no codifique para alguna 

proteina indispensable para el crecimiento del huisped. 

B R O M O T O ~  R I' P- MW, BA~RI&ABO ILRMBDA- El bacteriofago lambda para replicarse 

necesita de manera obligada infectar a su celula huisped, E. coli Inmediatamente 

despues de infectar a la bacteria, puede seguir uno de dos modos de desarrollo: el litico o 

el lisoginico. En el primero, las celulas infectadas producen muchas copias del f&go y 

entonces se lisan liberando numerosas particulas virales infectivas. En el segundo, el 

cromosoma del fago se integra dentro del cromosoma de la celula huesped donde 

permanece en estado latente y se duplica pasivamente como parte del cromosoma 

bacteriano. El estado del fago dentro de la bacteria est& controlado por una region 

promotora, la cual regula que continue la expresion genktica de las funciones de lisis o 

istas se repriman y se inicie el establecimiento de lisogenia. La inhibition del mod0 de 

replicacion litico y el mantenimiento del estado lisogenico, se lleva a cab0 en la region 

operadora tripartita OK que es  la regi6n en el cromosoma del fago donde la proteina 

represora cI se une para controlar la transcription divergente a partir de 10s promotores 

PR y R?M (Fig. 6). 

Figura 6. Region promotora E'<M/Az y operador tripartida ON del fago lambda. 



Durante el estado lisogknico del fago el unico gen que se expresa es el del represor 

cI, el cual en realidad es un  regulador de la expresion genitica tanto positivo como 

negativo. Este represor tambien controla otros promotores liticos (PL y PI) y uno de ellos, 

el promotor PL, esta regulado de manera muy fuerte y efectiva por cI (Ptashne, 1992). 

E l  represor cI, como ya se menciono, es una proteina bi-funcional que actua como 

regulador positivo y negativo de la expresion genetica; este regulador ademas de 

interactuar con OR, tambien interactua con la region operadora OL; la estructura de este 

segundo operador es igual a la de OR (Fig. 6), solo que se encuentra ubicado en la region 

que contiene a1 promotor R, el cual tiene la misma direction relativa que la que presenta 

el promotor PR en su region promotora. La union de la proteina c1 en dos de las tres 

regiones del operador OR,  OR^ y 0 ~ 2 ,  mantiene inducida la expresion de su propio gen a 

partir del promotor PRM y reprime la expresion del gen cro a partir del promotor PR; de la 

misma manera, la unicjn de cl en las regiones OLI y OLZ del operador OL mantiene 

apagados todos 10s genes de lambda que e s t h  bajo el control del promotor R. L a  union 

del represor cI en forma de dimeros a 10s sitios de 10s operadores OR y OL, esta 

determinada por la afinidad de esta proteina por la secuencia de nucleotidos de las tres 

regiones que forman estos operadores (OH, 0 ~ 2  y  OR^, y O L ~ ,  O L ~  y 0~3) ;  la afiiidad por el 

sitio 01 e s  mayor que por el sitio 0 2 ,  y la afinidad por este ultimo es mayor que por 0 3 .  

Debido a la alta afinidad del represor cI por la secuencia presente en 0 1 ,  la union de esta 

proteina e n  este sitio es 10 veces mas fuerte que la que se da en 10s otros dos, por lo que 

primer0 s e  une a este sitio y entonces por cooperatividad, facilita la union de otro dimero 

de cI en 0 2  y finalmente en 0 3 .  

El papel de la proteina cI como regulador positivo o negativo esta determinado por 

la forma en que se da la interaccion espacial y temporal de esta proteina con 10s 

operadores OR y OL: A). La union del represor cI en OR, reprime a1 promotor PR y facilita la 

interaccion con 0 ~ 2 ;  la union de cI en el segundo operador aumenta la afinidad de la 

RNA-polimerasa por el promotor PRM por lo que este se activa. B). La union de cI en OLI 

impide la expresion a partir del promotor Pr.. La forma en que cI puede actuar como 

regulador negativo y/o positivo de la expresion genetica se esquematiza en la Figura 7. 

Para iniciar la transcription a partir de 10s promotores liticos, PL, A y PR, para que 

lambda pase del estado lisogenico a1 estado de lisis, es necesario inducir la expresion 

genetica a partir de estos promotores. Lo anterior se l ava  inactivando la proteina 

rcprcsora ci. con lo cual se transcribe cl gcn cro a partir dcl promotor A?. El producto de 





En nuestro laboratorio estarnos interesados en el desarrollol caracterizacion y 

refinamiento de herramientas moleculares para ser utilizadas en el aislamiento y la 

manipulacion del material genetico. En este sentido, nuestro grupo ha  construic3c -Lin 

conjunto de plasrnidos derivados muchos de ellos del vector pBR322, que fue el primer 

vehiculo molecular de clonacion multiproposito, que permiten introducir en la bacteria el 

D N A  clonado y estabilizarlo de forma extracromos6mica (Bolivar et al., 1977). Entre estos 

derivados, destacan tres familias de plasmidos que permiten integrar material genetico 

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 integracion del 

material genetico por recombinacion homologa doble se lleva a cab0 en el locus la:Z. L a  

insercion cromosomal del D N A  clonado y en varios casos modificado, permite contender 

con 10s problemas de regulacion debidos al efecto multicopia y a la perdida de 10s genes 

de interes como consecuencia de la segregacion de 10s plasmidos, asi como mejorar la 

viabilidad de las celulas modificadas, eliminando la carga metabolica extra impuesta por 

el mantenimiento de varias copias del plasmido (Minas and Bailey, 1995). 

Por otro lado, otras lineas de investigacion importantes del laboratorio e s t h  

dirigidas hacia el aislamiento y caracterizacion de genes en E. coli, entre 10s que destacan 

genes del metabolismo de nitrogen0 y carbon0 (Castatio et al., 1992; Ponce et al., 1995j, o 

el gen que codifica la enzima penicilino-acilasa (Merino et al., 1992); asi como la 

produccion de proteinas heterologas como proinsulina (Balbas et a [ ,  1988; Olmos et al., 

1994), interferon a (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  &rea de investigacion que cubre el diseiio y construccion de 

metodos y herramientas que permitan optimizar el manejo y la expresion del material 

genetico, tanto in vitro como in vivo. 

El mejoramiento de 10s sistemas geneticos utilizados hasta ahora, asi cone el 

diseiio e implementation de mejores sistemas, ha permitido obtener avaiic-s en el 

desarrollo de otras de las &reas de interes del grupo: el estudio y modificacion de la 

regulacion de genes cromosomales de la ellterobacteria E. coli y de Bacillus subtiiis, con la 

finalidad de enlender y a su vez modificar sus vias metabolicas. En consecuencia, el 

planteamicnlo de la manipulacion gcnetica de un microor~anismo para 10s fines del 

grupo, no se limita a la modificacion estructural de loci determinados, sin0 quc tambicn 



implica la expresion controlada de genes especificos de E. coli y B. subtilis. De esta 

manera, 10s esfuerzos dirigidos hacia la rnodificacion directa del metabolismo celular, 

principalmente de E. coli, se engloban dentro del &rea de investigation y desarrollo de la 

Ingenieria de Vias Metabolicas que constituye otra de las lineas de investigacih clel 

gmpo. 

La ingenieria o rnodificacion de vias metabolicas consiste en la identification, 

caracterizacion y rnodificacion de aquellas etapas del metabolismo celular que regulan la 

sintesis de al&n metabolito de interes comercial; en general, estas etapas son las que 

limitan la biosintesis del compuesto. Esta disciplina inicialmente realiza un andisis 

cuantitativo de la distribucion de 10s flujos de carbono en las vias metabolicas asociadas 

a las etapas criticas en la biosintesis del compuesto de interes y, posteriormente, con la 

ayuda de la Ingenieria Genetica, modifica algunas etapas estrategicas para reciistr?ku.ir 

10s flujos de carbono (Bailey, 1991; Stephanopoulos and Vallino, 1991). En cofi3ecuencia, 

el objetivo que se persigue durante el desarrollo o mejoramiento de una cepa de 

produccion, es incrementar 10s flujos de carbono, energia y poder reductor hacia la 

sintesis del metabolito de interes. 

Cuando E. coli crece aerobicamente en medio minimo con glucosa como fuente de 

carbono, cubre sus requerimientos de energia y precursores a traves 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 10s acidos tricarboxilicos (TCA) que oxida acetil-Cn.4 a 

C02; 3. La Via de Entner-Doudoroff (ED) que produce piruvato y gliceraldehido-3-fosfato; 

y 4. la Via de las pentosas fosfato (PP) que oxida la glucosa a C02 y gliceraldehido-3- 

fosfato con produccion de dinucleotido-fosfato reducido de nicotin-adenina (NADPH). Uno 

de 10s pasos importantes en la distribucion de 10s esqueletos de carbono dentro del 

metabolismo central de E. coli, es el nodo de fosfoenolpiruvato-piruvato (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 utilizkndolo como donador de p - . ~ , o s  

fosfato durante el transporte y fosforilacion de carbohidratos; las enzizc.zi pir-u\;ato 

cinasas I y I1 (PykA, PykF) y fosfoenolpiruvato carboxilasa (Ppc) consumen 30.7 'YO; otras 

vias consumen el 16 'YO, y solo un 3.3 % se utiliza como precursor para la sintesis de 

compueslos aromaticos. El consumo de PEP para sintcsis de aromaticos es minimo, si se 

compara con el consumido por otras vias; este hecho se debe principalmente a que 10s 



requerimientos celulares por estos compuestos son relativamente bajos, por lo que la 

celula mantiene u n  flujo de carbono limitado hacia esta via biosintetica. 

Glucosa Via de las - pentosas 

vias ~T><<cJ.**.<- 
L L -  \>d&b~-..'-w2 

O d a c e t a t o  P5mmt@ 
via Ppc via PykA F 

Figura 8. Distribution del fosfoenolpiruvato en E. coli. Los porcentajes fueron 
calculados de datos reportados por Holms (1986). Tomada de Valle 
et al., 1996 

En nuestro grupo, el estudio, modifcacion y redistribucicjn del metabolismo de 

carbono en la via glicolitica, tiene como uno de sus objetivos especificos modficar el nodo 

del fosfoenolpiruvato-piruvato (PEP-PYR), con la fmalidad de incrementar la 

disponibilidad de PEP para utilizarlo en la via de sintesis de compuestos aromaticos o 

proteinas recombinantes. Uno de 10s pasos criticos para la sintesis de compuestos 

aromaticos es la condensacion 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), que 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 modifcacion de algunas 

reacciones enzimaticas involucradas en el metabolismo de este compuesto. Para esto, se 

inactivo el sistema de fosfotransferasa (PTS) en E. coli JM101, y se seleccion6 una cepa 

derivada de eUa que fuera capaz de crecer utilizando glucosa como fuente de carbono 

(PTS-Glc'). Posteriomente, se inactivaron 10s genes que codifican para las isoenzimas 

piruvato cinasas PykA y PykF v se illcrcmento la expresian de la enzirna PEP-sintasa que 



reconvierte el PYR en PEP (Pps++). En estas condiciones de estudio, la cepa con las 

mutaciones PTS-Glc', PykA- F'ykF-, produjo cinco veces mas DAHP que la cepa sin 

ninguna modificaci6n (Flores et al., 1996; Gosset et al., 1996; Ponce et aL, 1995). 

Eigura 9. Representacion esquematica de las p ~ c i p a l e s  vias 
metabolicas 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 modifcaciones realizadas se logro aumentar la concentration de 

DAHP, tambien es evidente que no es posible realizar varias modificaciones geneticas sin 

alterar las capacidades biosinteticas de las c&lulas, y sin que la reduccion de 10s recursos 

metabolicos necesarios para el crecimiento balanceado de la bacteria afecten su velocidad 

de crecimiento, coino lo senalan Bailey (1991) y Seo (1985). 



Tabla 3. Tiempos de duplication ( t ~ )  obtenidos para E. coli silvestre 
y las cepas mutantes en PTS y pyk. Tomada de Ponce, 1996. 

I Cepa t o  (min). I % de incrementob 1 
J I 

J M  10 1 silvestre 
I 1 

58.8 + 2.10 

J M l O l  pykA 

I I 

J M l O l  pylcApykF / 82.2 + 0.60 

J M l O l  PTS Glc' 

J M l O l  PTS pykA 

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

69.3 + 3.95 

39.8 

I I 

Como se desprende del ejemplo mencionado en el p&rrafo anterior, la Ingenieria de 

Vias Metabolicas requiere realizar numerosas modificaciones en el genoma de las cepas 

de produccion para mejorar la biosintesis de al&n metabolito de inter& industrial y, en 

condiciones ideales, se desearia que estas modificaciones no comprometieran el 

crecimiento de las cepas. Las modificaciones geneticas, normalmente, ademas de requerir 

el uso de plasmidos tarnbien involucran deleciones y/o integraciones especificas en el 

cromosoma, asi como de modificaciones en la expresion de un gen o genes especificos de 

una via metabolica. Con la finalidad de seleccionar modificaciones geneticas, asi como 

eventos de integracion en el cromosoma, en este y en muchos otros er.'c-ques de 

manipulacion genetics, se tienen que utilizar marcadores de seleccion que s e a  detectar 

facilmente, 10s cuales por lo general son genes que codifican resistencia a antibioticos. 

Normalmente, al final del proceso de construccion de una cepa, estos marcadores 

permanecen en el huesped y si el evento de integracion se repite varias veces, la cepa 

modificada adquiere varios genes de resistencia a antibioticos. Debido 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, 10s genes de resistencia rcprcsentan 

una carga metabolica adicional. Tambien es importante tomar en cuenta quc urla cepa 

portadora de multiples gencs de resistcncia a antibioticos esik sujeta a muchas 

rcstriccioncs cuando se pretcndc utilizar en proccsos industrialcs para la produccicin de 

17.9 

106.4 5 2.79 

98.5 + 1.62 

___Ip 

80.9 

67.6 

139.8 J M l O l  PTS pykF 141.0 + 0.06 



proteinas o metabolitos (Colwell, 1991; De Lorenzo, 1992). Por lo tanto, es deseable 

contar con sistemas eficientes para integrar genes y/o fragmentos de DNA en sitios 

especificos del cromosoma y que simult&~eamente permitan evitar la generacion de cepas 

con resistencias a multiples antibioticos. Lo anterior se puede lograr eliminando el 

marcador empleado para seleccionar las celulas que adquirieron la modificacion deseada, 

a traves de un evento de eliminacion. 

Como ya se ha  sefialado, una manera de eliminar regiones especificas del genoma 

se realiza par medio de eventos de recombinacion promovidos par las recombinasas sitio- 

especificas de 10s sistemas utilizados en la actualidad (ver Tabla 4). Algunas de las 

recombinasas que se han utilizado con este fin son: la recombinasa Cre del bacteriofago 

P1 (Sauer, 1987; Sauer and Henderson, 1988 y 1989; Dale, 1990), la recombinasa FRT 

de levadura (P6sfai et al., 1994; Cherepanov and Wackernagek, 1995) y, en menor grado, 

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 bacteriofago P1 (Medbeny et al., 

1995). 

Tabla 4. Sistemas de Recombinacion sitio-especifica. 

Recombinasa: 

Cre 

Con base en lo anterior, es posible pensar en construir casetes de selection que 

lleven genes que codifiquen para la resistencia a al@n antibiotic0 y que tambien incluyan 

sitios loxP delimitando dichos genes. El diseiio anterior permitiria eliminar el marcador de 

resistencia promoviendo la expresion de la recombinasa Cre en un  momenta dado, para 

que despues de haber realizado y seleccionado la modificacion deseada en el cromosoma 

de E. coli, se lleve a cab0 utl evento de recombinacion sitio-especifica entre las secuencias 

loxP con la consecuente delecion del gen de resistencia. 

Como se seiialo, el planteamiento de la manipulation genetica de un 

microorganismo, para 10s fines de r~uestro grupo, no se limita a la modificacion 

cstructural de loci detcrminados, slno que tambien implica la cxpresi6n controlada dc 

gc-ncs cromoso~nalcs dc E. coii. gcnci-nl, c l  dcsa1.1-0110 o/v mcjoramiei~io de u11 PI-orcso 

Int 

F ~ P  

Secuencia blanco: 

loxP 

Microorganismo: 

Bacteriofago P 1 

attP 

FRT 

Bacteriofago h 
Plasmido 2pm de 
levadura. 



I de produccion requiere de controlar o modificar la expresion de uno o varios genes. Para 
I 

I esto, se han realizado algunos intentos para controlar esta expresion por medio de 
I 

I I promotores especificos, tales como el promotor hibrido Pt, (de Boer et al., 1983). Este 
I 
I promotor y algunos otros derivados de 61 se caracterizan por ser promotores fuertes, pero 
I 
I tienen el inconveniente de que no se pueden controlar adecuadamente., y de hecho aun 
I 
1 en condiciones de represion presentan transcripcibn de escape muy alta; esto se debe, 
I 
I 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 regibn del 

promotor es d6bil (de Boer et al., 1985). Entre las estrategias realizadas para resolver 

este inconveniente, se encuentra la sobre-expresion de la proteina represora o 

disminuyendo el numero de copias de la construccion promotor-gen, ya sea utilizando 

plasmidos de bajo numero de copias o la integracion en cromosoma; el 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 expresion alto y una regulation 

controlada de uno o mas genes en el cromosoma de E. coli, seria utilizar 10s prornotores 

que regulan la replicacion del bacteriofago lambda. Este sistema de promotores, como se 

menciono en la seccion de generalidades, se encuentra regulado de manera muy eficiente 

a traves de la interaccion que se establece entre la proteina represora c1 y secuencias 

operadoras presentes en estos promotores. PRM y PR son promotores divergentes 

localizados en una de las regiones reguladoras del ciclo de replicacion del bacteriofago 

lambda y sus sitios de inicio de la transcripcion e s t h  separados por tan solo 82 pb. 

Ademas de 10s hexheros  consensos de las regiones -10 y -35 de ambos promotores, la 

region entre 10s dos sitios de inicio de la transcripcion contiene tres segmentos 

operadores OR,, 0 ~ 2  y 0 ~ 3 ,  que son 10s sitios de reconocimiento y union del represor cl. 

La union del represor a OR, u OK.~ bloquea el inicio de la transcripcion desde PR evitando 

la transcripcion de 10s genes localizados hacia abajo de este promotor; sin embargo, y de 

manera simultanea, la union a O R 2  activa el promotor PRM (Woody et al., 1993). Este 

efecto diferencial sobre ambos promotores, se hace extensivo a1 promotor PI. sobre el c u d  

cI actua como lo hace con PR; en presencia de c1 el promotor PL es inactivo y en su 

ausencia es activo (ver Tabla 5). 

Bajo cl csquema anterior, cualquier gen que este bajo control del promotor PI. 

podril scr inducido a nivzlcs muy altos dc csprcsi6~l a1 inactivar cl. Por olro lado, corno cl 



promotor FRM funciona de manera inversa a Fi,, unicamente estara activo en presencia de 

cI e inactivo en su ausencia. Asi, si se desea activar sirnulthearnente la expresion de 

/ uno o varios genes bajo la misma sefial reguladora, el sistema cI-PRM lo permite. Si por el 

contrario, lo que se desea es reprimir la expresion genetica de uno o varios genes con la 

misma seiial, el sistema cI-4. ofrece esa oportunidad. De hecho, es concebible utilizar 

1 ambos promotores simultheamente y asi disponer de un sistema que permita prender y 

' I apagar a1 mismo tiempo genes cromosomales en E. coli (La Vallie et al., 1993 y 2000). 

Tabla 5.. Efecto del represor cI sobre 10s 
promotores PI, y PRM de lambda. 

El presente proyecto se enmarca dentro de esta consideracion, ya que pretende 

construir sistemas genkticos que permitan controlar la expresion, ya sea positiva o 

negativarnente, de uno o varios genes presentes en el cromosoma; lo anterior, permitira 

tener o no la expresion del o 10s genes especificos. Utilizando el disefio adecuado, este 

podria permitir que utilizando una sola sefial de regulacion, se lleve a cabo la expresion o 

represion de manera concertada y controlada, de genes o familias de genes. Bajo esta 

estrategia, se abre la posibilidad de modificar cepas de produccion sin cornprometer su 

crecimiento. Asi, primer0 se estarian expresando 10s genes necesarios para el crecimiento 

optimo del microorganismo y cuando se obtenga una biomasa alta. la expresion genetica 

se invertiria a traves del sistema de regulacion adecuado, para reprimir 10s genes cuya 

expresion es  necesaria para el crecimiento y en su lugar expresar 10s genes necesarios 

para la biosintesis de un compuesto especifico. Ademas, y como se menciono lineas 

arriba, en este proyecto tambien se pretende construir herramientas geneticas que 

permitan insertar y/o eliminar regiones delimitadas de DNA cromosomai dc E. coo, 

evilando, en particular, la permanencia de marcadores de resistencia a antibioticos. 

cI funcional 

PL inactivo 

PRM activo 

ausencia de cl 

R activo 

PRM inactivo 





La ingenieria de vias metabolicas requiere muchas veces modificar diferentes genes I 
cromosomales, 10s cuales e s t h  involucrados en la production de un  metabolito 1 
particular. Los procesos anteriores implican en muchos casos la incorporaci6n de genes I 
de resistencia a antibioticos. Asi mismo, la ingenieria de vias metabolicas tambien 

requiere modular la regulacion de la expresion de genes invol~~crados en la misma via 

metabolica o en otras vias que compiten por el consumo de ciertos metabolites 

intermediarios. Con base en lo antes mencionado, en el presente trabajo se plantearon 

10s siguientes objetivos: 

I. Utilizando el sistema de recombinacion sitio-especifica del fago PI,  disefiar g construir 

sistemas genirticos que permitan eliminar el marcador de resistencia a antibiotic0 

utilizado en la construccion de cepas geneticamente modificadas. 

11. Utilization de las sefiales de regulacion genetica del bacteriofago lambda, promotores 

PL y PRM, asi como el represor cI, para disefiar y construir sistemas geneticos que 

permitan regular de manera simulthea y concertada, genes cromosomales de 

Escherichia coli. 

111. Aplicacion de 10s sistemas construidos en E. coli, usando como modelo algunos genes 

cromosomales y/o genes heterologos insertados en su cromosoma 

Para la realization de 10s objetivos generales, se definieron 10s siguientes objetivos 

particulares: 

I. Coi~struir sistemas geneticos que permitan insertar y/o eliminar regiones delimitadas 

de DNA cromosomal de E. coli. 

a) U lilizando cl sistema de recombinacion Cre/ IoxP del bacteriorago P 1. construir 

casctes mutagtinicos quc codifiqucn para algui~a resistcilcia a antibibrico y ilti(: sc 

pucdaxi cscindir poi- nicdio tie i.ccombinacitin sitio-c*specific:i inducidci. 



b) Construir un sistema genetic0 para expresar de rnanera controlada la recombinasa 

Cre del bacteriofago P 1. 

11. Disefiar y construir vectores de clonacion / insertion que permitan colocar uno o 

varios genes cromosomales de E. coli bajo el control de una de las sefiales de 

regulacion genetica del bacteriofago lambda. 

a) Construir casetes que permitan poner uno o varios genes cromosomales de E. coli 

bajo el control de 10s promotores R o PRM del bacteriafago lambda. 

b) Construir un sistema que permita expresar de manera controlada al gen cI, el cual 

codifica para la proteina represora de lambda. 

111. Utilizando 10s sistemas construidos, modificar la expresion genetica de genes 

homologos o heterologos insertados en el cromosoma de E. coli. 

a) Con 10s casetes construidos en 10s objetivos anteriores, colocar el gen reporter0 que 

codifica para la enzima P-galactosidasa bajo el control de 10s promotores R y PRM. 

b) Para caracterizar 10s sistemas geneticos construidos, insertar las fusiones genicas en 

el cromosoma de E. coli para evaluar el nivel de control y de expresion del gen bajo la 

regulacion de 10s promotores del fago lambda. 





Las cepas de E. coli y 10s plasmidos utilizados y construidos en  este trabajo se  

describen en  las Tablas A y B, respectivamente. La cepa XL1-Blue de E. coli se utilizo 

para la propagacion y amplification de vectores del tip0 de pBR322 (origen de replicacion 

ColE1) y derivados termo-sensibles del pSC101, asi como en 10s experimentos de 

clonacion y construccion de 10s plasmidos. Las cepas lisogenicas del fago lambda pir, 

S 17- 1 hpir o SY327 hpir, se utilizaron para el enriquecimiento de plasmidos que llevan el 

origen de  replicaci6n condicionada del plasmido R6K ( 0 r i f ~ 6 ~ ) .  La cepa 294-Cre que lleva 

el gen de  l a  recombinasa Cre bajo regulation del represor termosensible ~ 1 8 5 7  integrado en 

el locus cromosomal l a d ,  s e  utiliz6 para cornprobar el funcionamiento correct0 de las 

secuencias loxP presentes en cada uno de 10s casetes de resistencia escindibles 

construidos en este trabajo. E. coli W3110T' s e  utilizo para obtener las modificaciones 

cromosomales sin marcador de resistencia (insercionlinterrupcion para lacZ, y delecion- 

insercion/interrupcion para galE). La cepa GI724 se utilizo para la expresion del gen 

reporter0 lac2 fusionado a 10s promotores PL y PRM, tanto silvestre como mutante, del 

bacteriofago lambda. 

~ ~ 
~~ ~ ~- ~ ~ . ~ . - 

Fuente o 
Cepas de E. coli: GENOTIPO Y'FENOTIPO RELEVANTES a 

-. Referencia: 
supE44, hsdRl7, recAl, endAl, gyrA46 (NalR), th~,  relAl, 
lac F'ltraD36 proAB' ladl lacZaM15, TnlO (Tet'i)]. Cepa 
transformable a eficiencias altas y deficiente en 10s 
sistemas de recombinacion homotoga. Modifica per0 no Sambrook et 
restringe el DNA transformado, por lo que se utiliza para,  al., 1989 
propagar plasmidos, fagos filamentosos y fagemidos a 1  
gran escala. El F' de esta cepa permite la selection de 1 
colonias blancas/azules en XGal y permite la super- 1 
infection con el bacteriofago M13. I 

F-, k ,  supE44, hsdR17 ( r ,  m*), endAl, thl-1. Sambrook et I ai., 1989 

k.~, h ,  supE44, hsdRl7, endAl, thi-1, la&:cl~57-Cre. 
Derivada de la cepa MM294, a la cual se le inserto en el Buchholz et 
locus cromosomal la& el gen cre bajo el control del al., 1996 
represor sensible a temperaturas mayores a 37°C (c1!..831). 
PisdRM', 1-ecA, titi, pro, [RP4-2-Tc::Mu::Kn?::Tn7, Tp", 
Srn':, i~itcgrado cn cromosoma]. Cepa que llcva un fago De I,orcnzo, i, i~rr- cn cstado liso~i.nico, cl cual codifica para la proteina ; 

I'i (n) ~icccsarin par-a la rcplicacibtl tic pI;ismrdos con rl 
1994 

or is<^^> ( 1 ~ ~ ~  r(~plic;%c1611 K A I I I ~  clel rc3]~licci1l 130li (OI-!..~<,>I,) 



CONTINUAC~ON DE LA TABLA 2% 

.. .- - 
I 

-. .. .... .- .-. -- 

Cepas de E. coli: I ~ E N O T I P O  YFENOTIPO RELEVANTES a 

SY327 hpir I F ~ ,  araD, A(1ac-pro), argE(Am), recA56, nal.4, RiF Derivada I 

p-~~ ~~~ 

W3110 . 
~~ ~~p ~~ 

de la cepa SY327, la cual fue lisogenizada con el fago Apir. Kaniga et al., 
I 9 9 1  Cepa altamente transformable despues de someterla a 

tratamiento con CaC12, pero-gue no moviliza lasmidos. 
~~ --. 

. . . . . 
F ~ ,  h-, INV (mnD-mnE) 1, RecA', Trp~,  Lac'. 
-~ -. ~- ~~~ 

W3 110T' Como la cepa W3110, solo que el fenotipo T r p  se restauro 
a Trp' por medio de transduccion generalizada con el laboratorio 

- .~ bacteriofago -- PI. .... 

W3110T' CmR Derivada de la cepa W 3  110T+ que tiene 
lacZ:Cat2 el gen cromosomal la& por la insercion 

~ escindible de resistencia ~- a cloranfenicol ~ - -  Cat2. . 

W3 110T' la&: CmS Derivada de la cepa W3 110T' lacZ::Cat2 que tiene 
interrumpido el gen cromosomal lacZ por la 
de una  secuencia loxP despues de la escision del casete 

. .- : Cat2. . ~.~ .. - 
W3 110T' CmR Derivada de la cepa W3110T' que tiene interrumpido 

Este trabajo 
- galE: :Cat2 . ~ - ~ -  A e n  cromosomal -. -. galE por la insercion del casete Cat2. -. . . - 

W3110T' Cms Derivada de la cepa W3 1 10T+ que tiene interrumpido -I 
! 

galE:: loxP el gen cromosomal galE por la permanencia de 
-- ~ ~-~~~ ~- ... -- loxP despues de!a escision del-casete Cat2. 

GI724 F ~ ,  k ~ ,  laclq, lacPL8, ampC::Pt,,cl, mcrA, mcrB, INV ( m n D -  
mnEj. Cepa utilizada para amplificar el vector de 

1 expresion pLEX y sus  derivados, asi como para la 
expresion optima de 10s genes clonados bajo la regulacion Invitrogen ~ del promotor A, del bacteriofago lambda presente en este 
plasmido. Ademas, esta cepa lleva integrado en el locus 
cromosomal ampC el gen que codifica el represor cl bajo 
regulation del promotor inducible Pi,,,. I I 

~ - 

G1724/pINTPi<M~r- lgual que la cepa GI724 solo que lleva el gen la& bajo 
l ac2  regulacion del promotor silvestre AZMWI. del bacteriofago Este trabajo 

lambda en plasmido. 

G1724/pINTPi~h,L13- ) Igual que la cepa GI724 solo que lleva el gen la& bajo 
l ac2  regulaciOn del promotor mutante P,M~,.  del bacteribfago Este trabajo 

i lambda en plasrnido. . ~ . ~~ ~ ~~ ~ ~ . . ~ ~ ~  

G1724/pINTPL- lgual que la cepa GI724 solo que lleva el gen la& bajo 
lacZ 1 regulation del promotor A. del bacteriofago lambda en Este trabajo 1 

; plasmido. ~~~ ~ ~ . ~. . - ~ ~ ~  I . ~ . - ~ . ~ ~ -  

= para la descripcion de algunas caracteristicas mencionadas en esta tabla, consultar el anexo de 
ahreviaturas. 



TABLA %. PL&SMIDOS ~ONSTRUIDOS UTILIZADOS DURAKTE ESTE TRABRJO. 

el. Con esta modification, el sitio XbaI presente entre 

rcsistc~?cia cs igual a la direcci6n relativa de las 
s t ,c l i rnclus  loxi? 



C~RACTERISTICAS RELEVANTES a 
Fuente o 

Referencia 
ApR Vector de expresion derivado de pBR322 que lleva 
las funciones de replicacion termosensibles del plasmido 
pSClOl (par, oriy replOlt*). 
ApR Vector para la expresion del gen cre bajo regulation 
del promotor P I ~ ~ U V S  y con las funciones de replicacion 
termosensibles del plasmido pSC 10 1. Las cepas 
transformadas con este plasmido se deben crecer a 30°C 
(temperatura en la cual se lleva a cab0 la replicacion de 
este plasmido). 
ApK Plasmido control derivado del vector pJW168 que 
lleva el gen ere inactivo debido a que le falta la mitad 3'. 
Para construirlo, el vector pJW168 se digirio con EcoRI y 
BamHI y despues de rasurar el fragmento del plasmido 
por tratamiento con DNA polimerasa del fago T4, este se 
ligo sobre si mismo. 
ApR Vector que lleva clonado el operon de lactosa 
(lacZYA), a1 cual le falta el promotor/operador y 10s 
primeros 8 codones del gen lacZ. Se utiliza para la 
clonacion e identiticacion de regiones promotoras que 
lleven las secuencias necesarias para el inicio de la 
traduccion. El analisis de 10s niveles de expresion se 
realiza cuantificando la actividad enzimatica de la 
proteina 13-galactosidasa. 

ApR Derivado del vector pMC1403, del cual se eliminaron 
33  codones del final del gen lac2 y la mayor parte del gen 
lacy por la delecion del fragmento interno NdeI de 11 19 

Hasan et al., 
1994 

Este trabajo 

Este trabajo 

Casadaban 
et al., 1980 

Coleccion del 
laboratorio 

p I n t 3 ~ ~  

pLZLC3 

pT7Blue 

pGalET 
-. 

pELCT 

-.-. . ~ ~~ ~ 

Apl< Derivado del plasmido pInt3, a1 cual se le cambio el 
origen de replicacion de pBR322 por el origen y las 
funciones de replicacion termosensibles del pSClO1 (par, 
on y replOl's). 
Ap'c, Cml< Derivado del vector plnt3 que lleva insertado 
en el gen lac2 el casete removible de resistencia a 
cloranfenicol (Cat2). 
Ap'2 Vector para la clonacion directa de productos de 
PCR, ya que esta moditicado en 10s extremos con timinas 
que complementan a las adeninas adicionadas por 
diferentes DNA-polimerasas a 10s productos de PCR. 
Apii Derivado del pT7Blue que lleva clonados 10s genes 
g s y g a n :  de E. coli coino producto de PCR. 
ApR, Cml.' Derivado del plasmido pGalET que lleva el gen 
gnlE interrumpido por la sustitucion del fragmento 
intcrno N n ~ l  d r  230 ph por el casctc removiblc de 
resistencia a cloranffnicol c a t 2 ) .  

~ -~ 

Le Borgne et 
al., 1998 

Este trabajo 

Le Borgne, 
sin publicar 

Este trabajo 



comporta como vector suicida en cualquier cepa que no 
exprese el gen pir. Ademas, como lleva 10s 
de B. stearothemophylus que confieren sensibilidad a 
sacarosa a cualquier bacteria gram-negativa (Sac-), 
facilita la selecci6n positiva de eventos de recombinacion 
homologa doble en este grupo de microorganismos. - 

SmR, CmR Derivado del vector pKNGlOl que lleva 
clonado el gen lac2 interrumpido in vitro 
del casete .. escindible Cat&.- 
SmR, CmR Derivado del vector pKNGlOl que lleva 
clonado el gen qaB interrumpido con el 

Pl&smido: Referencia: 

gen de resistencia ntpII (KmR) por digestion con Ml 
ligacion del fragment0 del vector sobre si mis 
Plasmido con dos secuencias de clonacion multiple 

pKNG 10 1 SmR Plasmido mobilizable (mob] con el origen de 
replication condicionada del R6K (orb/), por lo que se 



Plismido: 

pBRP~~upGen4 

/ casete escindible Kan2 precedido por u n  MCS. 

P I ~ ~ P R M W T ~  / A ~ R  Derivado del p1nt3, que Ueva el gen lacZ bajo / 

. 

P B R P R M U P K ~ ~ ~  

. 

~itilizar Pa rnzima ligasa. Este vector permite la 
selection directa de clonas recornbinantes por la 

lleva clonado u11 frazmento de PCR de 1067 pb que Estc trabajo 
contlenr la region crornosomal localizada hacia a r r ~ b a  

CARAFTER~STICAS RELEX~ANTES a 

ApR, GmR Derivado del p M C P ~ ~ u p l 0  a1 c u d  se le 

Fuente o 
Referencia 

adiciono el casete escindible Gen4 precedido por u n  
MCS hacia arriba del promotor PRMUP de lambda. 
ApR, KmK Derivado del p M C P ~ ~ u p l 0  a1 cual se le 
adiciono hacia arriba del promotor P R M U ~  de lambda el 

Este trabajo 

Este trabajo 



insert6 en el MCS, la region cromosomaI que esta 
hacia arriba del gen lacl. Este vector se utiliz6 para 
sustituir el promotor silvestre Plat del operon lac por el 

hacia arriba del gen lacl. Este vector se utilizo para 
sustituir el promotor silvestre Pi,, del operon lac por el 
promotor heterologo f i ~  mutante ( ~ ~ z M u I ' )  POI. 111ediu de 

del gen lacI. Este vector se utilizo para sustituir el 
promotor silvestre Pio,. del operon lac por el promotor 
heterologo PI. de lambda por medio de recombination 
homologa doble. ~ 1 ~ 

para la descripcion de algunas caracteristicas mencionadas en esta tabla, consultar el anexo dc 
abreviaturas. 

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

rutinariamente en medio Luria-Bertani liquido o solidificado con agar a1 1.5 (LR: 10 

g/litro de ir-iptona, 5 g/litro de exiracto de levadura y 5 g/litro de NaCI; Sambrook eta!., 

1989). Las ccpas derivaclas dc E. coli GI724 y translormadas con 10s pliismidos quc llevan 



10s promotores PL y PRM de lambda se mantuvieron en medio minimo M9 con 70s 

suplementos adecuados para cada uno de ellos: 1. Las clonas con el promotor PL se 

crecieron en medio minimo liquido o solidificado con agar a1 1.5 % y en condiciones de 

represion (R/I-M: 1X de sales de medio minimo M9,  20 g/litro de casaminoacidos, 10 

ml/litro de glicerol y 1 mM de MgC12); y 2. Las clonas con el promotor PRM se crecieron en 

medio minimo liquido o solidificado con agar a1 1.5 % y en condiciones de induction (I/R- 

M: 1X de sales de medio minimo M9, 2 g/litro de casaminoacidos, 5 g/litro de glucosa y 1 

mM de MgC12). Para 10s estudios de expresion de lac2 a partir de 10s promotores PL y ?RM 

de lambda se utilizo medio minimo liquido en condiciones de induccion (I/R-M). C.;z~?do 

fue necesario utilizar antibioticos para seleccionar las construcciones buscadas o 

asegurar la presencia de un  plasmido en E. coli, estos se utilizaron a las siguientes 

concentraciones: ampicilina/carbenicilina, 200/100 pg/ml; cloranfenicol, 30 pg/ml; 

estreptomicina, 75 pg/ml; gentamicina, 10 pg/ml; kanamicina, 30 o 50 pg/ml y 

tetraciclina, 15 pg/ml para seleccionar las cepas con 10s genes de resistencia a 

antibioticos en multicopia; carbenicilina, 20 pg/ml; cloranfenicol, 20 pg/ml; 

estreptomicina, 20 pg/ml; gentamicina, 5 pg/ml y kanamicina, 20 pg/ml para seleccin-- -La 

clonas con 10s genes de resistencia en una sola copia. Todas las cepas de E. coli se 

crecieron a 37'42, except0 cuando se transformaron con plasmidos con funciones de 

replicacion termo-sensibles y en 10s estudios de expresion, donde 10s crecimientos se 

hicieron a 300C. Para seleccionar las clonas con 10s genes lac2 y galE interrumpidos en el 

cromosoma, adernas de verificar la adquisicion de la resistencia a antibiotic0 dada por el 

casete escindible que se utilizo para generar las interrupciones in uitro, se determinaron 

10s fenotipos [i-Gal- y GalE en placas de LB solido con 33 pg/ml de XGal + IPTG 100 pM y 

medio MacConkey + galactosa al 2 %, respectivamente. Para la seleccion de las fusiones 

genicas de lac2 a 10s promotores ?,. y PRM de lambda se utilizaron placas de medio de 

induccion/represion con XGal a la concentracion mencionada anteriormente. El medio 

YENB libre de sales (7.5 g/litro de extract0 de levadura, 8.0 g/litro de triptona y 14.0 

g/litro de agar bacteriologico; Sharma et al., 1991) se utilizo para crecer y electroporar E. 

coli con plasmido super-enrollado, con lo que se evita la preparacion previa de las celulas 

clectrocompetentcs. 

P R O C E D I ~ ~ I ~ ~ K ~ O S  ~ E N K T I C O ~  YTECNICAS DF. DNA RECOMBINANTE 



Todas las enzimas de restriccion, DNA ligasa y DNA polimerasa del fago T4 y 

marcadores de tamafio 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 10s fabricantes. Todos 10s demas reactivos necesarios 

para el trabajo de microbiologia y biologia molecular se obtuvieron de Sigma-Aldrich 

Quimica (Toluca, MEX), Research Organics Inc (Cleveland, 01, USA), Merck-Mexico 

(Naucalpan de Ju5rez, MEX) y Difco Laboratories (Detroit, MI, USA). Todas las 

manipulaciones de DNA, por lo general, se realizaron como se describio previamente 

(Sambrook et al., 1989) 

Transformaci6n de DNA. En 10s experimentos de clonaci6n, el DNA de plasmido se 

introdujo en E. coli por el metodo de transformacion quimica es thdar  con CaC12 o 

electroporacion, per0 en la mayoria de 10s casos se utilizo el metodo de electro- 

transformacion modificado por Sharma et al. (1991). 

Purificacibn de DNA. Para el anaisis de las clonas recombinantes, el DNA de plasmido 

se preparb por medio del metodo de lisis alcalina (Rodriguez and Tait, 1983) o con 

QIAGEN Mini-isolation kit (Qiagen, Sta. Clarita, CA, USA) como lo describen 10s 

fabricantes. Para 10s experimentos de clonacion, 10s fragmentos de DNA se extrajeron de 

geles preparativos de agarosa utilizando QIAquick Gel extraction kit (Qiagen) o por el 

metodo de maceracion-congelacion del fragment0 de agarosa con la banda de DNA de 

interes, extraceion posterior con fen01 y cloroformo y recuperacion del fragment0 de DNA 

por precipitacion alcoh6lica en presencia de sal. Los fragmentos de DNA pequefios 

(iguales o menores de 250 pb) se separaron en geles de poliacrilamida al 7.5 %, despues 

de escindir 10s fragmentos del polimero con el DNA de interes, este se recupero por 

elusion a 37oC y concentracion con n-butanol. El DNA cromosomal se extrajo de cultivos 

de toda la noche usando cetiltrimetilamonio y NaCl (Wilson, 1987). 

ReacciBn en cadena de la polimerasa (PCR). Las reacciones de la polimerasa en cadena 

se realizaron utilizando Taq DNA-polimerasa (Boehringer Mannheim GmbH, Germany) o 

elongasa (Gibco-BRL. Life Technologies, Rockville, MD, USA). Las mezclas de reaccion se 

prepararon mezclando 10s siguientes reactivos en un volumen final de 50 111: 50 ng de 

DNA templado, 50 pmol de cada oligonucleotido iniciador, 0.25 mM de mezcla de dNTPs, 

1.6 mM dc CaC1, y 1-2 unidadcs de DNA-polirnerasa. Para el proceso de amplificacibn las 

mezclas sc incubaroll en Gene Amp PCR System 9600 (Perkin-Elmcr, USA) siguiendo uil 

mctodo cle trcs ctapas: 1. UI? ciclo dc prc-dcs~~at~~ral izacio~? a 9q°C durantc 3-5 min; 2. 



De 25-30 ciclos de amplification, cada uno con un paso de desnaturalizacion, 

alinearniento y polimerizaci6n, cuyos parhetros  de temperatura y duraci6n fueron 

determinados para cada caso; 3. Un ciclo de extension final de 10 minutos a la 

temperatura optima de la polimerasa que se us6 (680C para elongasa o 720C para Taq- 

polimerasa) . 
Determinacibn de la secuencia de nuclebtidos. La determinacion de la secuencia de 

nucleotidos se realizo por el metodo de Sanger modificado por Amersharn Life Science. 

Con este metodo la elongation de las cadenas de DNA cuya secuencia se quiere 

determinar, se realiza por medio de PCR y adicionando dideoxinucleotidos a la reaccion. 

Se utilizo Termosequenase Kit con Redivue 33P-dNTPs. En algunos casos, se llevo a cab0 

secuenciacion automatizada usando ABI PRISM Dye Terminator Cycle Sequencing Ready 

Reaction kit (Perkin-Elmer). 

Determinacibn de la concentraci6n de proteina. La concentracion de proteina se 

determino por el metodo de Bradford (PROTEIN ASSAY, Bio-Rad), utiiizando albumina 

serica de bovino como proteina de referencia (Sigma Co., St. Louis, MO) 

Determinacibn de crecimiento bacteriano. El crecimiento de las cepas se determino en 

funcion de la concentracion celular (turbidez), midiendo la absorbancia de 10s cultivos a 

600 nm en un espectrofotometro (Beckman DU-70, Fullerton, CA). 

Anklisis de expresi6n gen6tica. Para 10s estudios de regulacion de la expresion genetica 

a partir de 10s promotores de lambda, las cepas de E. coli que llevan estas constmcciones 

se crecieron como se describe a continuacion: 10s pre-inoculos se prepararon por 

crecimiento durante toda la noche en medio de represion con antibiotic0 y a 300C y 300 

rpm. Los extractos celulares se prepararon inoculando el medio de induccionJrepresion 

(medio minimo M 9  suplementado con glucosa y casaminoacidos) con 10s cultivos 

saturados, diluyendo de 50 a 100 veces ( D . O . ~ O O ~ ~  inicial de aproximadamente 0.1). 

Cuando el cuitivo llego a una D.O.o~o,,,,, de 0.5-0.6 (crecimicnto esponencial) se le adiciono 

triptofano a una concentracion final de 100 pg/ml. Antes, a1 momento y despues 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 

ci.1ulas sc recupcraron por ccntrifugacion y 10s paquctcs cclulares fucron rcsuspcndldos 

cn 1 . 0  mi tlc NaCl 10 mM n 4°C para laval-10s. La suspcnsii)n cclular sc ccntrifi1~0 !; 





En este articulo se reporta la construccian del grupo de herrarnientas 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 10s siguientes: 
I 
I 

1. La construccion y caracterizacion del vector pLoxl, el cual se utiliza para modificar 

cualquier gen de seleccion mediante la adicion en arnbos lados de sitios loxP y MCS. 

Mediante este procedimiento, el marcador de seleccion ademas de ser mas versatil por 10s 

sitios de restriccion adicionados, es escindible por la presencia de 10s sitios loxP que lo 

delimitan y sobre 10s cuales actua la recombinasa Cre. 

2. La construccion y caracterizacion de 10s casetes de resistencia a antibiotic0 removibles 

Cat2, Gen4 y Kan2, asi como del vector pJWl68 en el cual la expresion del gen de la 

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

3. La validation del sistema genetic0 construido, la cual se llevo a cab0 utilizando uno de 

10s casetes construidos (Cat2) para interrumpir 10s genes lac2 y galE en el cromosoma de 

E. coli y sin dejar ningun marcador dc rcsistcncia cn esta bactcria, ya ~ L I C  dcspucs dc 

inducir la csprcsihli de Cre, el gen de resistencia rue escindido por recombinaclon sitio- 

cspccirica. 
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Abstract 

Mod~fications of  microbral genomes often require the use of the antibiotic-resistance (AnbR)-encodlng genes and other easily 
;electable markers. We have developed a set of such selectable markers (CmR. KmR and GmR), which could easlly be inserted into 
the genome and subsequently removed by using the Crel1ox.P mte-spec~fic recombmation system of bacteriophage PI. In this 
manner the same marker could be used more than once in the sdmc background. whlle the result~ng strain could o r  would remain 
Anb" marker-frec. 

Three plasmids were constructed. cach containing a cassette consisting of the CmR, KmR. or GmR gene flanked by two parallel 
!oxP sites and two polylinkers (MCS) To tcst ~nsertion and excision. cassettes were ~nserted into the IacZ or p l E  genes carried 
on an or~:ilpir-dependent suicide plasmid, which contained a dominant SlnR gcnc. The cassettes were crossed into the E coli  

gcnome by homologous recombination (allcllc cxchange), in a manner analogous to that described by Posfai et al. [Nucl. Acids 
Res. 22 (1994) 2392-23981. sclccting ibr thc CmH. KmK, or GmR. for the LacZ- or G a l E  and for the SmS phenotypes (the latter 
lo assrlrc allcltc cxchaiigc i-allier than inscrt~on o r  the cnlire plasmld). When I-cquircd, aftcr selecting the strain with thc desircd 
modification. llic CinK. K ~ i i ~ .  or GlnR lni~rker was chciscd by supplying lhc Crc function Crc was ptovided by the thennosensitive 
plasmid pJW168. wh~cli was tr;~nsIiormcd Into ihc AnbH host at 30'C, and wils subscquciilly clitninsled a t  4?C Thus thc AnbR 
marker was rcmovcd. wlicrcns lhc icrc% or  g i i lE  Scnc rcriia~ncd intcrruptcd by the rctaincd l o \ P  citc. 0 2000 Elscvlcr Scicncc B.V 
All r~xhls rcscrvcd. 

- 
i \bb~cv~a t~on~ .  iiiu ('1. gcoc cnccrii~~p (in? BCCI) I I I ,~ I~ \~C!~ \C 3 I iG~n'l. Anh. i t ~ , l t h ~ o l ~ ~ [ ~ j .  [iGdI. l I -gdl ,~~l~\~dl l*~.  hi<(. SCIIL. ~ ~ l c ~ d l l l g  P-li~~li!mktsc 

(Ap1'i: bp. h.i\u l ) i \ ~ >  ( h i :  USA. hcw~?c  ~ c r o n l  .~ll>i~rn>~i: COI. gcnc cnuod~ng Cm iicuiylrr;~n\B~.;i\u (Cm"). ('h. c;~rhcntallin: ccc. a,v;ilenlly closed 
ctlrnl;~~: Cm. u h l t ~ ~ ~ , i ~ ~ ~ p h c i ~ ~ ~ o l :  CI.C. h i i ~ - \ p ~ c ~ l i ~  >cci>iilh~~iitsi.. ( I C .  gi.11~ U I I U O ~ I I I I ~ C I C  ~ ~ U I C I I I .  CSSR. C O I I \ C ~ V : I ~ ~ Y C  S Z ~ C - S ~ C C ~ ~ ~ C  iccoi~>biz~i~t~oi~: 
dNI'l'>, ~ C ~ X ) I , ~ ~ ~ I ~ ~ I L ~ I L I L I L I L I ~ ~ ~ C  I I I~IIO\~ILIIOI:  I : .  I . .~ t i i~~ i i c / i i~ i .  E I ~ B I .  ~ l h ~ d i ~ ~ ~ ~ ~  b r~ tn id~ .  ,qtili<. ~ C I I C  C I I C O ~ C I ~ ~  Lll)l'-g~li~~lob~ ~ - c I ) I ~ ~ c I . ~ ~ ~ c  (C;itlEi: 
ti#>>. ~ c # ~ l . ~ ~ n y c i ~ ~ .  I1'~l'C;. ~sopropyl ~ i - l ~ - l l ~ ~ ~ ~ g ~ ~ l : ~ c ~ ~ ~ ~ ~ y ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ l c .  kh. h~loh.thc(hi or l l ~ l l i l  hp. K I ~ .  k.n~:~~nycin: 1 ~ ~ ~ 1 " .  t,8#!101)1 x?tw ~ ~ ~ z c ~ ~ ~ l ~ t + !  !I!? lltc 
wlvc\\i,l ~ x i ~ t l c ~ .  I I ~ C  c n i ~ i ~ ~ ~ c ~ t i  C I I I I S I I I U I ~ V C  chplcwon. 1tii.Z. gi.11~ c~lc t>t l~ i>g IiGi\l. 1-B. I.~iri:~ Hcr l i~~> i  inxditl~~?: l(i\l'. DNA lisrfct h i tc  lilr CTC. MCS. 
~n?~>lI~plc <,I<~mn;, \~tcl>i. >ni. ~ n t ~ c l c ~ ~ ~ ~ ~ l c ~ ~ i :  )tp,l/, gemL, c ~ ~ ~ c ~ ~ ~ I ~ ~ I ~ :  . > ~ > , ~ x ~ < > ~ ! i y ~ , ? ~ ~ < l c  . ~ ' - ~ ~ I ~ , ~ ~ ~ ~ l ~ ~ ~ l ~ , ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ f i ~ ~ c  I Kn,''). wfl. o~<g#z~i \ )  or DNA r c p l ~ c ~ ~ l ! ~ ~ ~ ~ .  17. 
pl;tsln>d. 1'. I > I O I ~ I U I C ~ :  IPCII. ~ O I ? I I , C I : I ~ C  C I I . L I I I  IC.ICII,U,: I),,,,, ,'. 1,t~. P ~ O I ~ I ~ ~ I C I  iwlli I J V 1  IIIIII.IIIOII: 1Po11k. KICIIOW ~ / . : I ~ I I I C I I I  or I: ( ( i l i  IINA 
~pol?n~ui.>sc I. 'I. I C \ ~ \ I , L I I I  IC\I*I,IIICU. llcp, I C ~ I I C , ~ I ~ , ~ ~ I  I)I.OICII~: '. * C I ~ I I I I ~ L .  \cn\~tli.ity: S I ~ .  ~II.CPI,IIII)CIII: 1'81:. 1 i~~- l )~~i i l~-IPl) l 'A:  ti. I ~ I I I I ~ U ~ ~ I I U ~ U -  
\cn\ill\c, 1'-ll9i>i. I 4  I ) N \  I I I I~YIIICI , I \C.  I ) \ ' .  I I I I I . I ~ I I ~ I U I .  ill. \i>lil lypi., Y(;,II. i - l ~ ~ ~ t ~ i ~ ~ i ~ - 4 - ~ I ~ 1 ~ ~ 1 ~ ~ - . i - i 1 ~ ~ l ~ 1 l y l  l i - l ) - g . ~ I . ~ ~ l ~ i l i y ~ : ~ c ~ ~ ~ ~ ~ ~ l c ,  [ I, d c ~ ~ ~ ~ l c ~  I I ~ c  
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1. Introduction 

The advances in genetic engineering, both for pro- 
karyotic and eukaryotic organisms, have led to desirable 
improvements in their traits, with a tremendous potential 
For health, industrial, environmental, and agricultural 
hpplications. Despite these advances, the fact reniai~is 
:hat utliization of genetically modified organisms has 
been slowed by public conccrns (Colwell, 1991). 
4lthough experimentally unsubstantiated, such concerns 
are related mauily to thc use of beterologous genes that 
:onfer specific traits, hke antibiotic-resistance markers 
:AnbR) that mlght present uncertainty regarding the 
:nvironmental impact (De  Lorenzo, 1992). These kinds 
3f marker arc widely utilized to select specific constructs 
~ n d  genetic transformants. A clear example of tliis 
?reoccupation and deliberation IS the case of recent 
3ifficulties for the approval of a transgenic coni, because 
t was cla~med that the bacterial ampicillin resistance 
gene present in this strain represents an unacceptable 
risk (Mikkelsen et al., 1996). 

Beside the above-mentioned societal problems, there 
Ire also good scientific reasons to remove and/or recycle 
the selective markers, especially when the Improvement 
3f strains requires several modifications. If every genetic 
modificatio~i in a given strain results in an antibiotic 
marker retained in the modified organism, and if the 
:ombination of two or more mutations needs to be 
~nalyzcd, it becomes progressively more d~fficult to find 
new AnbR genes to use. Therefore. gene modifications 
without retaining AnbR genes in the liost genome should 
lvercome certain reservations expressed at various ievcls 
zgainst rnod~fied organisms carryllig such traits. 
Moreovcr, it would obvlatc thc nccd for a plctliora of 
jclcctablc markcrs in subscqucnt rounds of gciic modifi- 
:atlon into the saiiic host. 

In t h ~ s  papcr we dcscribc a gcnctlc systcln dcsigncd 
to rcriiovc unwantcd AlibK gc~ics ti-0111 rnodificd cclls by 
:onscrvatlvc site-spcc~fic rccombination (CSSR). 
Mcthods prcvlously employed to cxcisc eel-tail1 
jcq~~11cc"srorn tlic genome of ~iiaiii~iial~an, plants. 
insccts or  bactcr~al cclls i~ivolvc one of tlicsc CSSR 
systc~lis (Pbsfili ct ;11.. 1994: Saucr, 1994% Chcrcpanov 
;nid Wiickcrnagcl. 1995; Pcrcdclcliuk 2nd Bennett, 
1997). Thcsc systems arc vcry simple. as they require 
only ail enzyme rccombinasc and vcry slioil DNA 
scq~~c~leuh as  in(-gets ibr r ccomb~~i ; i t l o~~  (reviewed by 
Craig. I'ISS). Tlic CSSR systc~ns arc usefill tools for 
scncilc engineering due to ilic high specificity of ihcir 
rc>pcctivc rcc<)mbin;~scs, which cnahics dircctccl in vivo 
and il l  bitro opcratlons oli DNA ~nolcculcs. ant1 since 
they (lo not rccloirc : ~ d d ~ i i ~ n ~ : ~ l  Ltctors. they S~ i~ ic i i~ i i  
c l l ic~c~~t ly  ~ I I  ;I ~vidc \,:i~ici># 01' spccics : I I I ~  ! i c t c ro l~go~~s  
~ l l ~ ~ ~ ~ O l l l l l ~ l 1 ~ ~  ( ~ c l l l ~ l ~ ,  lL1')41>1. ~ l l l < > l l ~  IhL' h ~ ~ t - ~ h , l ~ ; l ~ -  
Icrl/ccl <'SSl< sys lc~i~s ,  111c <>I IC>  p r c ~ c r c ~ i l ~ ~ ~ l l ~  uIili,cd 
:IF<, 1!1rrc > ~ ~ l < ~ I l I >  ~ ~ < ~ l l l ~ l , , l l l l ~ :  r r c ~ ~ ~ l l l ~ i l l . l ~ ~ ~ ~  lll.,i lh<~l<>,l:: 

to the integrase family: CrelloxP from bacteriophage 
PI,  FlpIFRT from Saccharomyces cerevisiue and R/RSs 
from Zygosaccharoinyces rouxii (Kilby et al., 1993). In 
addition to these systems, two members of the 
resolvase/invertase family have also been described: 
RESlres from the 76 transposon (Higgins et al., 1996) 
and the inrs system from plasmid RP4 (Kristeusen et a]., 
1995). In this work, we used the bacteriophage PI 
CrejIoxP 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 DNA 
sequence as a circular molecule, producing two recombi- 
nation products each containing one IoxP site (Kilby 
et al., 1993). Based on thcse properties, we declded to 
clone three AnbR markers (CmR, KmR and GmR), 
between two IoxP 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 pJW168 as  the 
Cre protein-produciny element. In tliis replicon, the 
recombinase structural gene is under control of the 
P,,,,,,i promoter, which coiitains the lacl" gene. 
Moreover, this plasmid carries a temperature-sensitive 
rcplicon derived from pSCIO1, which can replicate a t  
30°C but not at temperatures above 37°C; therefore, it 
can be removed from its host by increasilig the temper- 
ature (Armstrong et al., 1984). 

2. Materials and methods 

Thc following E. coli strains, plasliiids and ~iicdla 
wcrc uscd in this work: E coli strains XLI-Bluc 
(Stratagelie. La Jolla. CA) and SY327 lL-pir (Miller and 
Mekalaiios, 1988) as tlic hosts for constructioii and 
a~iipl~ficatio~i of all plasmids with ori,.,,,:, and of plas- 
mids with oriy,,,,, rcspcctivcly. W3l10 (Jcnscn. 1993) 
was uscd for chromosomal integration studies, alid 
294-('re (8ucliliolz ct ill.. 1995) was utilized to confirm 
the excision ofAnbR gcncs from all constructed casscttcs. 
I'ias11iidspMSI(l2 (Sii;~~tIi ct al.. 9 9 5 ) .  pKNGIOI 
( Kaniga ct a].. 1091 ). pCATl9 (I-'uqua. 1902). pBSL98 
;ind {>RSL141 (Alcxcycv ct 21.. 1995). plNTts (Hasan 
ct 21.. 1994). pMi1.303 (van i la;~rcn.  i~npoblisl~cd 
r c h ~ d ~ s i .  pI1ii3 ( k ~ l l c ,  ~~~ lp~~b l i s l i cc l  rcsi~lts) :i~icl  pGalET 
( L C  Horg~~c.  u l ~ p ~ ~ b l i ~ h c d  rcsultsi wcic utill;.c(l Lo con- 
s1r11ct Ilk! ,>l:,s,lli<ls 'lcscrii>c<l l1crc. C'clls \vcrc gr<)\bll I l l  

I 1 %  I ~ I O I I I  or (111 I 1%-,IF.;II lpl:~rrs l p r ~ ~ p ; ~ r ~ ~ l  :IS dchcr~hc(l 



(Sambrook e t  al., 1989). Antibiotics (Anb) were used 
in selection media at the following final concentrations 
(pg/ml) for cells carrying multicopy plasmids: 100 Cb, 
30 Cm, 30 Km, 10 G m  and 75 Sm, respectively. For 
cells carrying the AnbR marker in a single copy or Inw- 
copy number plasmids, the final Anb conce~ltrations 
were as follows: 20 pg/ml for Cb, Cm, Km and Sm, and 
5 pg/ml for Gm; C b  was used instead of ampicillin. The 
Peal  and GalE phenotypes were screened on LB-agar 
plates containing 33 pg XGal/ml f 0.1 mM IPTG and 
MacConkey +2% galactose plates, respectively. 

2.2. Genetic procedures and recombinant DNA 
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 bluilting 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 CaCI, 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 separated by electrophoresis on a 
1.2-1.5% ayarose gel in I x TBE buffer and analyzed 
on UV trans~lluminator after staliilng witli EtdBr. 
Nuclcotidc scquclices of the PCR fragmclits wcre dctcr- 
mined by the dldcoxy mcthod as  modrficd by Amersliam 
Lifc Scicncc (TlicrmoScqucnasc Kit using Rcdivuc "P- 
didcoxynuclcotidcs) 

2.3 I. C'c,~~strii< tiu~i (!/'/)Lo.Y/ ~ ' i w r ~ r  >13i1/1 r~~,~i~,vi i i~ /e  
lo.~P-Aiih"-io.i-P ir,s,~c,rrcs 

Plasmid pMSIO1 that carrics two pill-allcl /(i.rP sitcs 
w~tliiri MCS was modified by d~gcsting to completion 
with 11~1'iI t rViicl. blunt-cnd~ng witli T4Pol and then 
sclr-ligation. Tlic rcsult in~ plc~sliiid. pLcixl has lost fl-0111 
ils MCS tlic 26 bp DNA fragment, carrying the Xi~iil 
and li1111l sitcs. flircc rcstrlclion i'lxgmcnts conlalliint, 
('InR (<r,i). Kni" ( , i i / ' l l )  a n d  (;m" ( ~ i u ~ . ( ' I )  wcrc singly 
inscrtccl inlo the unique Si~iil h~tc of pLosl ,  'l'lic i.01 

fcnc was ohtoiticd ;IS a 982 bp A%ril l)l\iA frnfmcnl 
l'rom pCAI'I'1 :~nd cloned into .Y/itil-cli:estccl pLox1. 
'flic III/'II :liiil i,oc('/ gciics \~'cic obtaiircil as  1178 hp 
i~tid 7L10 1111 ~l!/i,l DNA ~ r i ~ g ~ i i c ~ i ~ s  l'rci~~r lil3SL9S .11icI 

pBSLl4l. rchpcc\i\tl>. 'Ylichc S I ~ ~ $ ~ I C I ~ \ S ,  t<>$c\btr \bi\ l i  

. \ ~ ~ , i l - ~ l l ~ ~ ~ ~ l ~ ~ l l  171 < > X I .  \VC~SC lhllll1l-Cll<l<~,l ilhll l ; :  .l,4I1<>l . I I I L I  

co-ligated afterwards. Depending on which AnbR marker 
they carried, the respective plasmids were designated 
pLoxCat2, pLoxKan2 and pLoxGen4 (Fig. I) ,  and they 
were the sources of removable loxP-AubR-loxP markers, 
namely Cat2, Can2 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 ( W ~ l d  et al., 1998) that carries 
lac1 "P,,,,,,-cre construct and the ts Rep functions. The 
ts-replicon was excised as a 3.0 kb fragment from plas- 
mid PINT-ts (Hasan et al., 1994) by digestion with 
CluI, blunting with Pollk, and then digestmg with 
HhzdllI. The 3.0 kb lac1 gPl,,,uv,-cre fusion was obtained 
from pJW159 (Wild, unpublished results) by digestion 
with Nhel, blunting with PolIk, and then digesting 
with HindllI. 

To verify that it was the Cre recombinase that per- 
formed the excision, we have constructed a control 
plasmid, pJW168AEB, derived from pJW168, in which 
the cre gene was inactivated by digestion with 
EcoRI+BamHI, blunting with T4Pol, followed by 
self-hgation. 

2.4. Construction of nllelic exchange vectors 

2.4.1 Vectors containing tile removable Cat2 marker in 
their lacZ gene 

To target the Cat2 cassette into the lucZ gene, we 
constructed the pKNGlac vector in the following steps. 
Plasmid pIiit3 was obtained from plasmid pMC1403 
(Casadaban ct al., 1980) by digestion with NdeI and 
self-hgation of tlie 5.0 kb purified DNA fragment carry- 
ing h1i1 gcnc, ori,,,,,,,, and tlie truncated locZ' gene. The 
1061 bp Cat2 cassette was cxciscd as a Bnii7HI-Noll 
fragment from pLoxCat2 (Fig. I ) ,  bluntcd with T4Pol, 
and Ilyatcd to plasmid plnt3 cut witli EroRV, rcsultiiig 
In plasnild pLZLC3. In the last step, the 4.5 kb B(!IIIHI- 
Ndel fragment, containing /(icZ': :Cat2 gcnc interruption, 
was cxciscd from pLZLC3, bluntcd witli T4Pol. and 
ligated with the Sinol-digcstcd pKNGl0l  to obtain 
pKNGlac. This 'suicid;il' vcctor cat1 bc uscd for allclic 
cxchangc in most bacterial species sincc its (ir.i-{ functions 
only 111 bacteria engliiccrcd to produce thc PIS (n )  
replication protein. 

2.4.2 I,i.clor,s con1rii17inf the reii7o1,iihIe Cbr I I I U ~ ~ P ~  111 

i/ieii- g ~ , l / i q ~ i e  
To targcl the Cat2 c;lsscltc illto the go/E gcnc. we 

consuuctcd ilic pKNGgi~l vcctor In tlic following steps. 
I'lasmid pGi~ll i l '  was ohtaiilc~l hy cloning a 2045 bp 
I'CR I'ragmcnt carrying the 1;. coli :.<i/E ~ l n d  p i / T  gcncs 
inlo p'r7Bluc(R) \.cclor (I\iovagcn. M:rillson. WI ). Thc 
intcrllc~i 240 hp ,Vrril i'lr,~t,rncltt ofgoil i  sene on pGallTI' 
\\;r.: ~cpiaccd by tlic 1061 hp Cat? cnssctii. p r c ~ ~ ~ i r c d  ns 
I l l  sccll~ill 2.4 I .  r c~l l l l l l l~  I l l  ~pl~lsllllcl , ) l . l . (~ ' l '  I l l  1 1 1 ~ ~  I;1s1 
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Fig. 1 Physical maps of the pLoxl piasmid and AnbR gene% The pLoxl vector carnes or; and blo genes from pBR322 (Bolivar et al., 1977) and 
L-MCS and R-MCS Ranking two parallel !vxP sites (biack upward arrows) wlth Xbiil site ( X )  between them (see fig. Ib in Snaith et al., 1995). 
Depending on thc AnbR gene added ( c ~ i .  nip// or oncCI), the pLonl-denved pLoxlAnbR plasmlds are desiglrated pLonCat2 (Cm"), pLonKan2 
(KmR), or pLaxGen4 (GmR). Arrowheads ind~cate the gene or IorP onenrations. The restrictloll sites (some only in MCS and specified in legends, 
but  lot m fizure) are: A u I  (A). Alul (At) .  Aplil (Ap). Aviil (Av). Boil (Ba). BmnHI (B), Ben (Bc), B@l (RI), B ~ n l  (Bpj, C l ~ l  (C), Dml (Dr), 
EcoRI (E) ,  EcaRV (EV).  Hincll (HII) ,  Hindlll ( H ) .  Ncol (Nc),  NdeI (Nd),  Nlirl (Nh), Not1 ( N ) ,  ,Wul (Nr), NsrI (Ns), Pinll (Pmj. Pvul (Pv), 
So!I (S). Sciil (Sc). Sfil (Sf) ,  S,niil (Sm), SnliBl (Sn), Spel (Se). 5jjhl (Sp), Siul (St). Siyl (Sy), X6ol ( X )  and XlzoI (Xh). Only sclected restriction 
sites are shown. Restrict~on sites in the L- and R-MCS are (L) H. At. Pm. Sf. BI. Ba'. Se, Sc, Xh, Av', S. A'. H11'. C', and B': ( R )  N, Nd, Ns. 
Sy, St. A'. Sn. Sp. Dr. EV. C', Pv, Bg, Bc. B'. Av'. Ap, Sm. S', A', HII', Sy. Nc, Ba', and E. Asterisks indicate restrlctlon sttes present in both 
L- and R-MCS. [ M I  represents the 'blunted' Mlul sites. Plasmtds and gene mserts are drawn approximately to scale. The term cassette refers to 
the AnbR sene Ranked by two piliallel !mP sltes and variable segments of thc L- and R-MCS as present in any of the three pLoxlAnbR plasmids. 

step, the 2 .9kb SmaI-SpeI fragment, containing 
galE::Cat2 gene interruption, was excised from pELCT, 
and ligated with the S177aI+SpeI-digested pKNGl0I to 
obtain pKNGgal. This 'suic~dal' vector can be targeted 
to the galE gene to be used for allelic exchange in a 
wide variety of bactcrial species that do not produce the 
Pir (z) replication protein (see Scction 2.4.1 ). 

2.5. PCR analy.si.~ qf~I~ro1~7oso~i~ul  ~~~o~lifililrcnrio~u 

Genotiiic DNA was cxtl-acted from ovcmlght culturcs 
using cctyltrimcthylammoniu~i~ bromide, as dcscribcd 
by Wilsotl (1987). and uscd as tcmplatc for PCR 
amplification utilizing thc Gcnc Al i~p  PCR Systc~ii 9600 
(Pcrkin-Elmcr, USA). The 50 p1 reaction tiiixturc ~011- 
taiiicd olic anit of clongasc, 50 ng pcnomic DNA, 
50p1nol of cacli primcr. 0.25mM dNTPs-m~x and 
1.6 tilM MgCI,. Mixturcs wcrc licatcd at 9l"C for 3 ili111. 

the amplific;ition was c:~rricd durtng 30 cycles oi'cxtcn- 
sion (.TO s at 95°C. 45 s a t  6O'C. 2.5 1iiln at 68°C) 
followcd by :I filial cxtcnsioii (10 min at 68°C) 

3. Results and discvssiol~ 

genome. This is Important to consider, because in our 
hands, not all the available AnbR genes allowed efficient 
selection when integrated into the genome only as  a 
single copy; this is the case for the TcR and SmR genes 
(Valle, unpublished results). To test more than one 
AnhR marker, we decided to co~istruct three different 
cassettes by cloning into pLoxl the cul, nip11 and na rc1  
genes, which elicodc for CmR, KmR and GmR, respec- 
tively. 111 thc co~istructcd cassettes each AnbR gene is 
flankcd by a completc I ~ A - P  sitc, and since thc dclction 



in-vitro interruption of 
target gene by insertion 

of Cat2 cassette 

Replacement of target 
chromosomal gene by 

allelic exchange 

Selection of the modifued 
fhrornosomal gene 

Interrupted chromosomal 
gene with Cat2 cassette 

Expression of Cre and producing plasmid 
removal of CmR marker 

+ Interrupted chromosomal 
gene with single IoxP site 

Nou-replicative circular 
DNA with Anbn marker 

1:1.. 3 Gcncrtc manipul;ttioiis cmploylng AnbK nxilkc~s and lcad~ng in  rhe finill stcp lo thc dcaircd Anb~resiatiince markcr-frce) mutant atrams 
Thc objccl~vc. ;I\ chcmplilicd hcrc. u;is lo disl-npl lhc I<,<% or xo/E genea ultll tllc Car2 casscrtc. Plrrl. Ihc clot~ed 1ia.Z oinu1Egcncs wcxc in "ill-o 
~nrc~.l.uplcd by inscl-t~on of lhc Cat? I-cmovi~blc cas,cltc. Sccond. ~ c n u  rcplaccmcnl vcclors cnrrylng huch inlcrruptcd IorZ or p<tlE gcnca wcrc 
1i:tnsl'osmcd lolo F col i  W.;l Ilk Ihc :illclic cxch;~~lgc cvcnr w.is scrce~~cd Ibl Ihc gitli? 01 lllc CnlR ~h~110Iypc iind rile s ~ n ~ t ! l t a i ? ~ ~ u s  lobs of tlw 
pl;!smid. lhc i.tller was donc by i-cpicc.~ pi.blliig. kincc lnsi ol'rhl: pl.ismld 1s ;~s\uci,tlcd wilh loss of thc dominant Soi '  plienalype Third. lhc i-cmovitl 
ol Aiih" ~n;il-hct flom lhc chl-o~nohomc. .IS ;L non-~cpl~c;>l~vc cilcuiiii DNA. war ;tchlcvud hy Crc-mcd~atcd ~uctrmhinauon lcncrs~c,n) aflcr tiunrrorming 
lllc inol .>nl  \ri-.>ln\ w11h pJWl68 li,ol-th. illcl.c;!sing thc growth 1empor;~lul-i. ol' Ihc b:tctc>i.ii cullo~.c c l im~n;~lod rhc Crc rccomblniisc-prodii~ccng 
IS-\CCIOI.. N~~I.I.ow lillcd-la> hoich I~L.I>IC\UIII  I t i x l 3  siic~ 

of  the  s~i ia l l  h-i\gmcrit with a n  Xl~u l  s ~ l c  lcfl nearly intact 
the  or-~gilial MCS. they can  c;~sily be excised li-om its 
vcctor in ordcr  t o  use in subscqucnt gclictic modifica- 
l ions (F ig .  1 ). On l h c  othcr  hand. unique rccognltion 
sires for  scvcr;~l scsrl-ict~on enzymes can b c  uscd t o  
libcrntc thc  lo\-I-' casscttc f rom the vector backbone. o r  
can ; ~ l s o  he ~ ~ s c f i ~ l  for  cloning any DNA scqocncc. 
Morcovcr.  the  t ' 1 1  site located oil p lasrn~d pLonl  
bcrwccn thi: two Icrxf' bitch cn;~hlcs tlic conslruction of 
c11slo11ii7cd 1~1110v:lblc C ~ I S S ~ I I C S  hy i~l'icrtloli of s c l c ~ t i ~ b l c  
:111(I,'or scrcc~i:~l>lc iii;irkcrs. 

' 1 ' 1 1 ~  ~ C C ~ I I I ~  ~ O I I ~ ~ > O I ~ C I ~ ~  IS l>l;ls~iiid ~>.lWlOS, \vliicli 
p x ~ l u i . c \  ~ I I C  ( ' I C  S ~ C ~ ~ I ~ ~ I I I I ~ I S ~  ( I : I ~  2 ) .  ' l ' l ~ i h  ~ C C L O I -  

cxrri~,, l11c crc, ::CIK 1111t1cr l l ic ,  C < ? I > I I O I  ,>I I > < , , ,  , ,, : I \  \vcll 

a s  b(.l' gcnc cncoding the  Lac  repressor; all the  elements 
rcijuiscd for  efficient and regulated syntlicsis of  t h e  C r c  
rccombinasc. T h e  plasmid also contains  a ts-I-cplicon 
derived fi-0111 pSCIOI. a n d  the  blu gcnc (CbK o r  ApK).  
allowilig sclcctioli for  tlic prcscncc o f  t h e  vcctor ill its 
host.  As shown in Fig. 3. tlic C r c  protluct o f  the  pJWl68 
is uscd fol- tlic cxcisioll of  tlic AnbR marker ,  o ~ i c c  it is 
no longcs required. In turn, ~ r o w i l l g  the culture a t  42°C 
can ctfciciirly cli~iiillatc the  Crc-supplying plasrn~d.  Al icr  
rlic C'at2 c:~ssctic ; ~ n d  the plasmid p J W l 6 S  have bccn 
I-cinovcd l'rom llic inodiiicd cell. tlic only rcm;~ining 
piece 01' the syslcm dc\cribcd hcic  IS a s ~ n x l c  dild 
i l ~ ~ ~ u c i i o u \  loif' bile :II lhc bacterial c l l ro i~ ioso~i ic  (bee 

1.1:1, ? , l , l< l  4) 
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wt la& gene 

1acZ::CstZ gene 

1ncE :loxP gene 

galE::lorP gene 

'ig. 4. Characterization of the Anbs (reststance marker-free) and AnbR strams by PCR analysts. (A. B) Top lines represent structures of the originill 
!,cZilnd palETgencs. respectively. Mlddle Itncs rcprescnt structures after allelicenchat~ge whcn urlngpKNGiacand pKNGgdl plasmds. rebpectively 
'oaitions where eiich primcr hybndizca are indicated ahovc the top lines (and m thc mlddle ltnc of B) for oliga cml The sequences of the PCR 
,rimcis iirr as ibiloa,s: lael. 5'-gwi~;iri.~~lce;~tgagcglggtggtrillgcc-3: lrc4. 5'-cattg~accatgccgtgggltt~i1i~Iall-3': gall. S-g;igagttclggttaccgptf'~ti1gcggS3': 
312. S'-ggatgtc~ctgiictgcgcgca~.icgc1-3'. cmi. S'-ggtggt;~f;itcci~gtgatttttttcrcci1t-3' Stippicd. wavy-l~nr iiild slripcd boica rcpmscnt l<!c%. f<i/E;~nd 8017' 
:cncb. rc\pcctivcly Hi~tchcd boi (top line of 13) rcpruscots xolC intcriial N~.ril lisglncnt, shich w;t\ ~cpl.ccd with Car2 cassette. Narrow filled-in 
>OACS I C ~ T C ~ C I I I  Io.\P SIICS. Opcn arrow reprcscnr Cine mt~rkcl.  I lcavy lhorii.ontal lfncs (~ntcrroptcd at thcll- outer ends) represent thc E coli genome. 
rhicli ;idjo<ils the Iw% and poll>' gcnch Thc dbb~.~v~iiti~il> L C ~  arc its I I~  tllc C L ! ~ L ~ O I I  10 M~ilps i l l e  drawn app~.animatcly to scillc. (C) 
?IccIl-ophorctic i~nibiys~s 01' PCR pl-oducri. Thc ;tmpl~licd DNA f!;~gmcors uslzig spcc~fic piimcrs hi cach gcnc wmr icaolvcd by clccu-uphorcsis on 
8 I 2% .igaso\c gel P~-lmcr\ uacd hi ,i~npl~lici~lion arc in hold. bcrwccn p.~~~corlicscs (act  bclawi. Lancs 1 ;rod 10. molccuklr wcighl s1:tndiird.; ( I  kb 
kiddcri. 2. W31 10 wt liic% ( l ~ c l .  lac4). 3 ;and 4. W.?l 10 liic% :C;II~ (lacl. lac?). 5. W31 10 I<,<%. lo\-l'(lac1. lhc4): 6.  W3110 wl pill~l'(:aII. gal2): 
'. W31 Ill ?o/P:. (~311, zal21. 8. W3lIll ,q<dI:. Ci(l2 lrall. crnil, 9. \V3l iil:<!lP.'. I~JYP i ~ d i ,  g:nI2) 

To validatc the  use o f  tlic gcnctlc system dcscribcd in 

his papcr.  we dccidcd t o  isolatc untnarkcd mutan t  
;trains by interruption o f  tlic /uc% and ,oriil:'gcncs 111 Ii. 
,air W31 10. We cliosc thcsc gcncs bccausc both display 
tiimislakablc phcnotypcs, which permit a strarslitfor- 

~ a r d  sclcction fol- the  A n b K  it!tcg!.ation inlo  the  chroino- 

;omc. l'lic /tic%- gcnotypc c:in c;i.;ily he sclcclcd by 
wliitc' pllcnotypc on platcs containing XG;tI I- II'TG. 
~ t i d  the ,q,.oii< gcnotyl?c :11so dlspl:tys lllc '\\,hilt‘ plicno- 

y pc on M;~i.('c>~iki.\;-g.tl;~cto\c p1,itcs. As ilcscrihcd in 

<ccI to~i  2.4. Ihol11 gc~ich were il i tcr~ ~11?Ic~l 1 1 ~  i~lhctlloti t j l  

.l1c C':r12 c:l<<cllc :l!ltl lllcll lllc! \\e1c s,tl>cl<),le<l Ill :Ill 

K 6 K  rcplicon-dcrivcd plasmid, pKNG101.  T h e  rcplica- 
tion o f  this plasmid strtctly dcpciids o f  the  rr initiator 

protcln cticodcd by t h c p i r  gcnc f rom R 6 K  rcpl~coi i  (scc 
Kornbcrp a n d  Baker. 1992). Since /)rr gcnc is n o t  a 
normal component  of the  L coli genome, such plasnitds 

a rc  suicidal (non-rcpl icat~ng)  vectors, tha t  a rc  very useful 

€01. rntroductton of  gcnc modifications t o  c l ~ r o m o s o m c  

by homologous rccomblnation (Kktniga ct al., 1991 ). 
Tlicrcforc. ccc DNA fr(111i p K N G l a c  a n d  pKNGgal 
wcrc introduced into  C coii W31 10 by ~lccLroporaII0n 
and t~.;lrisf<)rmcd cells \\.ere sclcctcd for  Cm" and  'white' 

phcnotypc on the nhovc tncnr~oncd  si.lccr~o!l rni.<li;l 

I l i l i~tc  c ,~lo~i tch n.crc tlicll tcstcd 1111- lllc Sill phcnotypc. 
SIIICC :i sin;lc rcconihili.ir1011 cvclii ( ~ n c o r ~ ? i ) r a i i o t ~  or tlic 



:ntire SmR vector) will result in the dominai~t SmR 
~henotype, whereas an allelic exchange event (with the 
oss of the SmR gene) will produce Snls colonies with 
he CmR-carrying gene interruption. As expected, a 
significant portion of the tested coloi~ies ms CmRSms 
'20%). Chromosomal CmR-carrying insertions were fur- 
.her confirmed by PCR a~nplification of the DNA 
.egions with gene interruptions present in chromosomal 
3 N A  isolated from colonies with the proper phenotype. 
'CR analysis of DNA from those colonies, where an 
rllelic exchange event occurred, resulted as expected in 
:he 1.5 kh and 2.8 kh DNA fragments corresponding to 
acZ::Cat2 and galE::Cat2 interruptions (Fig. 4C, lanes 
t and 7, respectively). E. coli W3110 derivative colonies 
:ontaming the correct insertions were retalned for the 
:xcision experiments. 

The removal of chromosomally integrated Cat2 cas- 
sette was achieved upon transformation w ~ t h  Cre-pro- 
iuciiig plasmid pJW168. Transformed cells were selected 
'or the CbRCmR phenotype and then 100 isolated colo- 
lies of the 1acZ::CatZ a ~ i d  gaiE: :Cat2 strains were grown 
,n Anb-free LB-agar plates with or without IPTG. As 
ihown in Table 1, after overnight growth In the presence 
>f IPTG to induce the Cre production, approximately 
20% of the colonles have lost the CmR trait but still 
-emained luc.7 or fia/E-. These results dcmonstrate 
:hat, in both cases, the genes remained interrupted by 
:he io.xP site, but the CmR marker was removed at h ~ g h  
iequencies by the Crc function provided by pJW168. It 
cs important to mention that, even in the absence of 
IPTG, the basal level of Crc was cnough to cause 
substantial loss of the CmK rnarkcr (scc Tahlc I). To 
:onfirm that the cxcision of thc Cat? casscttc was 
dcpctidcnt on Crc-mcdiatcd ~~ccombination. plas~iiid 
pJWlS8Al:B was constructcd (scc Scction 2.3.2): in this 

plasmid the we structural gene was inactivated by dele- 
tion of its 3'-end portion. As can he seen in Table 1, no 
CmS colonies were detected in the absence of functional 
Cre recombinase. 

The elimination of the CmR marker was monitored 
by PCR analysis ntillzing specific primers for each gene, 
as depicted in Fig. 4A and B. From the results presented 
in Fig. 4C, it is evident that both CmR deletion events 
were successful. The 441 bp DNA fragment from the wt 
lac2 was increased to 1506 bp in the lacZ::Cat2 insertion 
and then reduced to 486 bp in the Iac2::loxP CmS strain 
(Fig. 4A and C, lanes 2, 3-4 and 5, respectively). Also, 
the 2045 bp fragment corresponding to the wt gulET 
DNA segment was increased to 2870hp in the 
gulE::Cat2 insertion and then reduced to 1850 bp in the 
galE: :loxP after Cat2 excision (Fig. 4B and C, lanes 6, 
7 and 9, respectively); the latter two segments have lost 
the NruI-Nrul fragment (see Sectlon 2.3.2). The 919 hp 
DNA fragment, corresponding to the ga1E::CatZ 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 ioxP site. The nucleotide 
sequence of these fragments demonstrated that, as 
expected, Cre catalyzed the perfect removal of the 
marker, leaving only a 45 hp fragment without loss or 
alteration of the 1osP sequence or its flanking regions 
in both gene interruptions (data not shown). 

As previously mcntioncd, plasmid pJW168 carries a 
ts-rcplicon from pSCIOI, which allows the replication 
of this vector at 30°C but not at  tcmpcraturcs abovc 
37°C (Hashimoto-Gotoh and Sckiguclii, 1977). 

T.lblc I 
Excision Il-uqucnc>e\ of 11,~. C.112 c;irscllc from lhc s c n ~ .  inlsl-l-oplioo\ h) 1lw Crc i io !P hiti.-spcclfic i-ccoo,bioiil~on" 

Slr;linb Mcdl;, Coloo~ci Cm' Colo~>tcs Cm" 1:rcqucncy or Cm" crclson (%)' 



Table 2 
Loss of the Cre-supplying plasmld pJW168 at the "on-permlsslve temperature of 4TC 

Strains" Growth temperature ("C) lnltlal phenotype Expected phenotype Observed (%Ib 

W3110 IiicZ :io,~P [pJW168] 42 White, CbR White, CbS 100 
30 Whlte. Cb' Whtte, CbR 100 

Whlie, Cb" 
White. Cb* 

White. CbS 
White, CbR 

" E eoii as used in Table I, but after cre expression and resulting excis!on of the AnbR cassette. The iaeZ or the griiE gene is now dlsrupled only 
wth the ioxP site, stdl resulting in the 'whitc' phenotype. 

Cell percentages with expected phenotypes. after growth at permissive (30°C) and non-permissive (42°C) temperatures for the replication of 
pJW168 Thc data show that the loss of the pJW168 plasmid was nearly 100% (the loss was resulting in the CbS phenotype). Simtlar results were 
obtamed independently of wh~ch  Anb' cassette was previously lnserted (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 lost 
the plasmid when grown a t  non-permissive temperature. 
The loss of plasmid pJWl68 was phenotypically con- 
firmed by the inability of the clones to grow on LB 
plates containing Cb. The absence of vectors in CbS 
cells was also confinned by failure to isolate plasmid 
DNA from some of these colonies by the alkaline-lysis 
method. When subjected to electrophoresis in agarose 
gels stained with EtdBr, no  plasmid DNA was detected 
in extracts of all the analyzed colonies (data not shown). 

3.5. I;unctionality of the Kan2 aizd Gen4 casselies 

The adequate functioning of the Pan2 and Gen4 
removable cassettes was verified by excision of the 
corresponding AnbR marker from the pLoxKan2 and 
pLoxGe114 plasmids. For that purpose, these two plas- 
mids werc transformed into the E. coif 294-Crc strain, 
which produced the Cre recombinasc under tlic control 
of tlic y, promoter of h (Uuclil~olz ct al., 1996). 111 
plasmids with two I<,\-P sitcs, tlic iiiscrts bctwccn tlicse 
sites werc dclctcd by Crc-rncdiatcd rccomb~natiou, as 
asscsscd by analysis of all colonies at 42°C. The consc- 
qucnt loss of the KmK and GlnK ~iiarkcrs from their 
vcctors by CI-c action was confirrncd by the inab~lity of 
tlic I-ccombin:int clolics to grow on LIJ platcs containing 
Km or Gm. and by growing on LU plates cotitaining 
Cb. Similar values to those obtained for the cxc~sion 
(and rccomb~ni~tion) frcqucncics for the Cat2 (crii) cas- 
scttc (Table I ) wci-c illso obtaincd for the Kan? (ntpll) 
.~nd Gcn4 (ii~rc.C'/) cassettes (dala not shown). 
Subscilucnt isolalion of plasmid DNA. followed by 
rcstrictlon analys~s, confii-mcd the loss of the Aiih" 
markcrs (data not shown). 

and simplifies rccycli~ig of markers and greatly expands 
the repertoire of available AnbR determi~iants for re-use 
in E. coli and other bacteria. The system is useful to 
obtain genetic modifications at chromosomal level with- 
out retaining AnbR markers, because the Cre recombl- 
nase removes the undesirable AnbR genes from the 
cassettes inserted in the genome. This technique has the 
advantage that n o  AnbR marker stays behind on the E. 
coli chromosome and therefore the cell does not carry 

i 
I 

an  AnbR gene that subsequently would prevent the 
selection for plasmids or other chromosomal modifica- ~ 
tlons 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 AnbR markers from the 
bacterial chromosome could increase the acceptance of 
manipulated organisms for their use in biotechnological 
applications. 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 intcrruptio~ls of genes a t  the chromo- 
somal lcvcl. 

Since the constructed cassettes are available with 
CmR, Km" and GmK sclectablc markers, thcy arc appli- 
cable it1 a wide range of bacteria. In add~tioii, the ~ztpl l  
gcnc utilized in thls system is functional 111 BociN~u and 
the o u L I  gene is functional in PSCU~OI?IOIIOS species. 

The MCS present in the backbotlc vector permits the 
usc of various rcstr~ction cnzymcs for the cxcision of 
thcsc AnbK casscttcs. and provides an opportunity for 
thc insertion of add~tiotlnl DNA sequences (c.g. promo- 
ters. hclcrologo~~s gcncs, ctc.) ncxt to the casscttc. Also, 
thc basic l<,.\-P cassctlc u x d  In this study poss~sscs a 
unique X/>(I~ silc, which call bc utilizcd for the inscl-tion 
of dcs~rcd inii~rkcrs. 

One possible dl-llwback lo rlic prcscnl stratcgy may 
be the cvcnu~al site-specific I-ccombinat~on bclwccn lo.vP 
sites :~ccumulntlilg in thc same chromoso~nc that could 
1c;l~I to the ilclcl~oi~ or  inversion ol':~ large chrorno~omai 
htSn1cnl. dc l ' c~~ l i~ lg  on  Lhc ol-icnl;~Lion of lhc i o ~ P  sitcs 
31.l ~ I l c  dtstnnci: hctxvccn thcti~. I l o \ ~ i : ~ c r ,  the survival 

\ I I C I I  l:~rgc sc :~ r r :~~~gc~ i~c~ i t s  will be 11i:Iil~ 11111ihcIy. 
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because they will be lethal to t h e  resul t ing  s t ra in ,  especi- 

a l l y  w h e n  the selection of  the mutants is pe r fo rmed  on 
m i n i m a l  medium. I t  is a l s o  important to realize t h a t  
a f t e r  each round o f  allelic exchange and subsequent 
e l imina t ion  of AnbR markers, a small region of the MCS 
remains in the chromosome. I t  i s  unlikely t h a t  these  
additional sequences could p lay  a significant ro le  in 
h o m o l o g o u s  r ecombina t ion ,  because they are very  small  

and not comple t e ly  homologous. When the cons t ruc t ion  

scheme makes it necessary to in tegra te  another remov- 
a b l e  casse t te  i n t o  a second gene in the same host ,  it 
would be advisable  to place the second cassette in the 
same or i en t a t i on  as the first gene. since this w o u l d  lead  

to a ve ry  lethal deletion rather than possibly less lethal 
inversions.  A n o t h e r  possibil i ty would be to utilize fo r  

each next inser t ion  the sui table  loxP variants t h a t  are 
known not to recombine  w i t h  the wild-type IoxP (Hoess 
e t  a]., 1986).  The descr ibed  approaches a l lowed us to 
obtain four different genet ic  modif ica t tons  in t h e  same 
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En este articulo se describe la construccion de un  grupo nuevo de plasmidos, 10s 

cuales e s t k  relacionados con 10s vectores pBRINT previamente reportados por nuestro 

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

1. La construccion y caracterizacion de tres vectores que permiten la integacion de DNA 

en el gen lac2 del cromosoma de E. coli. La caracteristica relevante de estos vectores es 

que no dependen de cepas especiales para llevar a cab0 la integracion en el cromoscma 

tal y como sucede con 10s plasmidos pBRINTs. Como sus funciones de replication son 

sensibles a temperaturas mayores de 30C,  con un aumento en la temperatura de cultivo 

y, en presencia del marcador de seleccion, se promueve su integracion en cromosoma. 

2. La validation de 10s tres plasmidos como vectores de clonaci6n yy/  modificacion de 

genes. Asi mismo, se reportan sus eficiencias de integracion por recombinacion homologa 

doble, con genes clonados o sin ellos, y la comprobacion de la integacion cromosomal de 

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

3. Un metodo simple y rapido para llevar a cab0 la integracion cromosomal de 10s genes 

clonados o de una construccion genica, asi como la elimination subsecuente del vector, a 

travEs del aumento de la temperatura del cultivo en el cual se crece la bacteria 

transformada con a l p n o  de estos vectores. 

4. La validation del sistema, a traves de  clonar inicialmeilte el gel1 heterologo amy de 

Bacillus stearothermophilus, en uno de 10s vectores constru~dos e illtegrrindolo 

postcriormcntc cn cl locus crolnosomal IUCZ dt: E. coli. 
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A pBRINT-T, family of integrative vectors for Esc/?ericlzio coli was constructed by using a temperature-sensitive replicon derived 
ft-om pSCI01. a region of homology to the IacZ gene, and various anttbiotic res~stance markers (kanamycin, chloramphenicol 
and gentamycin) for selection of the integranls. The gene or group of genes to be integrated Can be inserted into a multiple cloning 
site, flanked by an antibiotic resistance marker and IacZ sequences A simple and rapld procedure was developed for the selection 
of cells where allelic exchange had occurred. With this procedure, the efficiency of integrdtion of around was observed, using 
several E coli strains. From colonies with an inte~rated pBRINT-T, plasm~d, we detected an average allehc exchange event 
frequency of 7.5%. As a test for this system. we integrated the ainy gene that codes for the z-amylase from B siearoihermopiziius. 
into the 1ocZ gene of E. coli W3110 Production of i-amylase was found to be proportional to copy number; at up to 10 copies 
per chromosome. 0 1998 Elsevicr Science B.V. All r~ghts reserved. 

Keyii.oids: Genet~c cngineerlng: Homologous rccomb~nation; Heternlogous gene enprcssion; Gene dosage; c-Amylase; BacilIt,s 
sreoroihennophilus 

1. Introduction 

Exrracliromosomal autonomously rcplicatlng plasrllid 
vcctors have bccoliic a fundamental tool fol- gcnc charac- 

' Corrcspand>n. :loillor, 1.~1 t 51 73 211(il1: 1 ah: i 5 1  73 172388: 
c-n>;$~I g o ~ ~ c l i o ~ ~ b ~  !un:m $n?x 
' Pobli\llcd in co!>)uncl#on iwtb A W ~ % c o n a # l ~  G.1II1cl-1og llononiog 
\U.ichw Si.yhnlal< on the occ.won o l  h~ 75th !c.u and Z(1 yi..ii\ o l  

Cdtlolrhip-ln-CI~icr o l  (;c!,i~. 10 1 1  At~goal 1997. Un>icl-h~ly o l  
Wlaconsitl. M.idi\on. WI. USA 

tcrization or  rcgulatioll studics, as  well as  111 com~nerc~a l  
appl~ca t io~ls  to produce lietcrologous protclns o r  valu- 
able mcrabolitcs in microb~al cultures. Evcn though their 
i~scfulncss has bccn well cstablislicd in many cases, sonic 
serious problcms arc associated with the usc of 
~lliilticopy plasmid vectors, the most common being 
scgrcgationnal instability ; ~ n d  undcs~rcd copy-numbcr 
cli'ccts. 

In  ordcl- to clrcunivcnt thcsc difficulties, several mcth- 
ods have bccn dcvclopcd to allow the stable integration 
OF gcncs into ihc E , ~ c i ~ e r i ~ ~ l ~ i u  coii chromosome: random 
intcgratlon using transposons (Herrcro et al.. 1990): 
~ntcgration at phase ;~tt;ichmc~it sitcs ( K n o b  and 
Srybalski. 1990: Dicdcrich ct ai.. 1992); homologous 
rccombln;~tion tcchnlqucs using liiicar o r  cil-cular DNA 
F ~ ~ g m c t ~ t s t t h a t  arc iin;~blc to replicate 111 E. c,ol j  
(S;~;~rilnhti ;ind I'alva. 1985; Shcvcll ct al.. 1988: Odcn 
ci nl.. I0')O): or  special plnsniids. sl~cli as suiciclc vcctol-s 
or conil~tii,l~:~l rcplic;~t~\,c systctns ( K;iniga ct al . 1991; 
1'0sfi11 c[ ~11,.  19c14. Wild cl ;11.. 19961. 

I<ccci~tly. .L I,BRII\. 1' filn~ily 01' pBl<327-ilcri~c<l l?i;~s- 
I I I ~ ~ , .  : I II~>WIII;  I I I L ,  ~ ~ I I I ~ I I I ~ ~ > ~ < > I I ~ : I I  ~ I I L C ~ I : ~ I ~ ~ I I  <)I' c l o t ~ c ~ l  



DNA sequences into the lacZ gene of E coli; has been 
developed in our laboratory (Balhis 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 PI 
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 any E. coli 
strain. We also describe a simple and rapid method 
allowing both plasmid integration and curing, which 
was successfully tested with several E. coli strains and 
using the B. stearothewnophilus cr-amylase gene, as an 
example of specific DNA that can he integrated and 
stabile maintained. 

These plasmids were constmeted as follows. Plasmid 
pInt, was obtained from pMC1403 by deleting a 4.8-kb 
Ndel fragment, containing a small region of the 1acZ 
gene, followed by the lacy, lacA and tet genes. Plasmid 
plnt, was digested to completion witb NdeI, 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 SmaI-PvuII fragment from plasmid pMAK705, 
containing the temperature-sensitive replication func- 
tions, was ligated to the above segment, giving plasmid 
pint,-Ts. pint,-Ts was then double-digested with 
EcoR1 +BamHI, filled in with the T4 DNA polymerase 
and self-ligated in order to remove the EcoRI, BamWl 
and SmaI sites, and the resulting vector was named 
pint-Ts. The Km, Cm and Gm resistance genes were 
obtained as Sac1 fragments from plasmids pBSL98, 

2. Materials and methods pBSL121 and p ~ ~ ~ 1 4 i ,  respectively.~hese DNA frag- 
ments were blunt-ended witb T I  DNA polymerase 

2.1. Bartm-in1 s!i.ains, plasn~ids and mnedj~i and inserted into the unique EcoRV site of plnt-Ts 
to produce pBRINT-T,Km, pBR1NT-T,Cm and 

E. coli strain XL1-Blue (Stratagene, La Jolla, CA) pBRINT-TsGm, respectively. 

was utilized as the host for all plasmid constructions. 
E. coli strains W3110, C600, RR1 and JMlOl 
were used for chromosomal integration studies. 
Plasmids pMAK705 (Hamilton et al., 1989), pMC1403 
(Casadaban et at., 1980), pBSL98, pBSLl21, pBSLI4I 
(Alexeyev et al., 1995) and p18rH3 (Spratt et al., 1986; 
del-Rio, 1997) were utilized to  construct the plasmids 
described here. 

Cells were grown in Luria-Bei-rani (LB) mcdium. 
Antibiotics (Ab)  wcrc uscd at  the followilig concen- 
tratlons (pci-mi) for the growth of cclls carrying 
multicopy plasmids: carbcnicilliil (Cb). 50 pg: kanamy- 
ciii (Km) ,  .30pg; chlol-amphcnlcol (Crn). 3 0 ) ~ ~ ;  
and gei~tamycln (Gm), I0 ) ~ g  (cnccpt Cor plasmid 
pBRINT-T, Gm, 5 pg): for thc sclcction of cclls carrying 
the Ab markers integrated 111 thc cliromosomc, the 
following conccntralions wcrc ulllizcd: Cb 15 )IS, Kt11 
15 112. Cn1 15 pg ;and C m  5 112. Cb was uscd instcad of 
ampicillin. Dctcctioll of /)Gal activity was pcrformcd oil 
platcs containing 33 pg of XGal pcrinl and 0.1 m M  
I PTG. 

2.4 Chromosoinrrl integration of the pBRINT-T, 
derivatives 

The pBRINT-T, plasmids were introduced into E. 
coii strains by electroporation, and transformants were 
selected after 60 h of incubation at 30°C on solid media 
coiitainlng: 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 in 0.5 ml of LB mcdium for 4 h at 30°C. The 
resulting culturc was thcn inoculatcd lnto 10 rnl of LB 
ancdiulii and iiicubatcd Tor 6 I i  at 30°C. Thls culturc was 
thcn incubated at 37°C for ovcrnight growth. Scvcral 
dilutions (10-'-10-" of this ovcrnight culturc wcrc 
platcd on solid media supplcmcntcd with XGal, lPTG 
and thc appropriate Ab ( K m  for pBRINT-T,Km, Cm 
for pBRINT-T,Cm or Gm for pBRINT-T,Gm), and 
incubated for 24 h at  44°C. Single whitc colonics iiom 
llicsc platcs wcrc scrccncd for resistance to Krn 
( KmK), Cni (CmR) or Gm (GinR), depending on thc 
plasmid initially utilircd to transforni thc cclls. and also 
scnsltlvity to Cb (CbS), at 44'C. White Cbhcolonies 
wcrc replicated again at  4VC and, finally, picked at  
30°C on solid mcdi;~ containing Cb in order lo  confirm 
thc uhscncc of the plasmid. 



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 each 
primer (see Fig. 2), 0.25 mM dNTPs and 1.6 mM 
MgCI,. 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 a t  94"C, primer annealing 
at  55°C for 30 s and extension at  68°C for 3.5 min. 
Samples from PCR reactions were separated by electro- 
phoresis in 1% agarose a t  80 V for 1 h and visualized 
on a UV transilluminator. 

2.6. a-amnylase activity measuremenis 

Cells were growii at  30°C and 300 rpm in LB medium 
supplemented with the required Ab. IPTG (I  mM) was 
utilized to induce P,,, in all cultures; 4 h after induction, 
cells were harvested by centrifugation. Cells were resns- 
pended in 50 mM Tris - HCI buffer (pH 7) containing 
1 mM CaC12 and disrupted by sonicatlon. Enzymatic 
activities were determined with soluble starch at 70"C, 
a t  pH 6, in the presence of 1 mM CaC1,. 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 2-amylase 
specific activity unit was defined as micromoles of reduc- 
ing equivalents liberated per minute, and was measured 
at least twice for each culture. 

3. Results and discussion 

A set of three pBRINT-T, plasmids was constructcd, 
to allow tlic s~tc-dircctcd insertion of cloncd DNA into 
tlic chromosornc of vil-tually any L. (oli strain. pro\'idcd 
that it conta~ncd thc 10t.Z gcnc and i t  was capablc of 
homologous recombination (Fig. I ). Tlicsc vectors share 
sor~ic comliion Ccaturcs with thc pURlNT plasm~ds 
previously dcvclopcd in our laboi-otol-y (l3;rlhis ct a).. 
1996): ( I )  the intcgation locus is the lii<.% gcnc that 
pr~vidcb il silllp~c blue--white bcrccnlng schcmc when the 
cclls arc plutcd on aolid mcdia conti~inii~g XGal d i~d  
IPTC;: ( 2 )  they possess a co1ivc11ic:lt MCS. Ra~~kcd  by 
an Ab" gcnc cassette (cithcr Km. Cni or Gm) ii~scrtcd 
Into /<ic% to casily monitor the iiitcgrarion of tlic cloncd 
Cfi~gmcnl: (-3)  the vector markcr is Cb" As a ncw 
Ccatusc. Ilic pBR322 ori (Boliv;ir el : I \ .  1977) w:15 
I-cpl:iccd by llic ic~iil~a.;itorc-sci?s~t~\~c (t.;) rcl?hcaIioii 
S ) J ~ [ L , I ~ I  fro111 pMAK705 (ll:111iil1011 c[ :[I . .  l~iScll. ;I ts 
m111;~1i[ <!criv:~li\c ol'liSClO1 !Ii:11 C:III r c ~ ~ l i c : ~ ~ ~  :it -30 <.' 
h111 1101 J I  ~c i i~~)cr :~[uscs  ; I ~ O \ C  .3i < '  ~~4111islr,n11: ?I  ; I I  

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 IacZ sequences and the ts 
replicon of these pBRINT-T, derivatives permit a 
straightforward selection of the integration events into 
the lac2 gene located in the chromosome, and allow 
subsequent plasmid loss when the temperature of the 
culture is increased to 44'C. 

3.2. Integration of thrpBRINT-T, derivatives into the 
E. coli chromosorne 

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. coli strain 
W3110 was used as a host. Covalently closed circular 
DNA of each of the pBRINT-T, derivatives was intro- 
duced into W3 110 by electroporation, and transfonnants 
were selected for both the vector-encoded resistance 
(Cb) and the resistance inserted into IacZ (Km, Cm or 
Gm). As described m 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 iarge AbR white colonies, at  
a frequency ranging from to with respect to 
total viable cells, after incubation a t  44°C on plates 
containing XGal, IPTG and the appropriate Ab, indi- 
cated that the plasmids had integrated into the lac2 
gene of the chromosome (Table I) .  Some small bluc 
colonies, correspondiiig 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 
colo~iics wcre tlicn tested for CbS since a single recombi- 
nation cvcnt will producc clones exhibit~ng the vector- 
cncodcd rcsistancc as wcll as the rcsistancc marker 
inscrtcd in l<!cZ, wllcrcas an allchc exchange cvcut will 
producc colo~iics only prcscnting the rcsistaiice marker 
inscrtcd in /ri<.%. A significant port1011 of thc tcstcd 
colonies (from 0.5 to 16%) were CbS, indicating that thc 
allcl~c cxchangc cvcnt occurrcd cfficicntly in these cells 
(Table I ) .  For unknown rcasons. better results werc 
obtained with pBRINT-T,Kln and pBRINT-T,Cm than 
with pBRINT-T,Gm (Table I ). 

Tlic abovc-sclcctcd colollics wcrc also Cbs at  thc 
pcrmiss~vc tcrnpcrature fbr replication (30"C), indieat- 
I I I ~  loss of thc plasmids. The abscnoc oC vectors in thcsc 
cclls was confirmed by trylng to isolate plusm~d DNA 
t'rom tlicsc colon~cs. no  plasmid DNA was dctcctcd in 
:rgl~rosc scls stained with cthidiulil bromide (EldBr) 
(d i~ t :~  I I O ~  S ~ O \ V I I ) ,  l iitc~rat~o:l of tlic pBRINT-T, piah- 
mids w;is To111id to occur vcliably and ctticicntly in a 
I I I I s ~ i i s .  i l ch  ;IS COOO. IIRI and 
JMIOI ('l:~l>lc I ). I!  is i~~ ip<)s t ;~ i~ t  po1111 L I I J I  111:1[ cvcn 
I I ~ C I L I ~ I I  \t1;1i11 lh4IOl dc)ch I I O ~  li:t\c :I c I i r~)~i i~>s~)~~l : l !  



Nhe l Bglll Nco l 

pBRINT-TSKm (8.3-kb) Ek!&zz&3 
cs\ / NGD l 

npUl(l.2-kb) 

cat (l-kb) 

aacC7 (0.8-kb) 

Fig. I General structure of the PBRINT-T, plasmids. Plasmids were named pBRINT-TsKm, pBRINT-T,Cm and pBRINT-T,Gm depending on 
the AbR. The dotted arrows indicatc the AbR markers that can be used to select for chromosomal integratmns. The cloning sltes present in the 
MCS of these vectors are: Stlcll (Sc). A1vrl (N j, Xbnl (Xb),  SpeI iSp), BmnHI (B), Sin01 (Sm), Pstl (PI, EcoRI (El .  EwRV (R),  HzndllI (H),  
Ciol (Cj, Suil (Sh), Xi801 (Xh), Ap(il ( A )  and Kpnl ( K l  Thc Spel, CioI and P ~ i l  restriction sites are not unique an these vectors. Plaamld 
pBRINT-T,Gm contains an additional EcoRV slte in the GmR gene. 

lucZ gene, integration can occur at  the if1cZAM15 allclc 
present in the F' episome, since it contains an incomplete 
l a c 2  gene encoding an inactive BGal. In this case, the 
white-blue selection scheme could not be applied, and 
the integrates, forming larger colonies, were only 
screened for CmR and for CbS at  41°C. 

It should be noted that high transformation efficienc- 
ies were not necessary wlth 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 lntcgrates from a single 
piasmid bearing colony, which was first grown at 30°C 
before selecting for the integration cvcnt by raising the 
temperature of thc culture to 44°C. 

3.3. Co~$rii?ulion o/'llze cIironio.son~o1 ii~iegrrrtio!i.s h ~ :  
PCR o n m l y ~ i , ~  

Gm,), and to a DNA sequence located at  the 5' end of 
l u c Z  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 l.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 Southern 
blot analysis could also be used, the PCR analysis 
described appears to be simpler and faster. 

3.4. C l ~ r o ~ n o s o n ~ u l  iniegruiion info  E. coli of  the 
B. stcarotl~ermopl~ilus amy gene coding for a 
Iher~iio.siiihle a-on~?;lu.s~? 

Chromosomal intcg~.ations wcrc furthcr coniirlncd by The ability of the pBRINT-T, derivatives to insert 
PCR amplification of the lot% region prcscnt in genon~ic cloned DNA sequences into thc E coli chromosome, 
DNA isolated from thc above constructed strains. was dcmonstratcd using tlic o ~ n y  gcnc, which codcs for 
Primers wcre dcsigncd to liybr~dlzc to a scqocncc found tlic thcr~l~ostablc a-amylase from B. . ~ I L ' ~ ~ ~ I ~ I E ~ I I ~ I I ~ ~ J ~ ~ L I s .  

in thc Ab" gcncs inscrtcd in lu(.% ( Km,,  Cm,  and A 2.1-kb Nllc~l-l lhzdll l  rragmcnt fro111 plasmid p18~1-l3, 

Table I 
Intcgr;moi~ ; ~ n d  ;~llclic cich:>nzc rrcqocnclc\ Ibl pI%RINT-1.. pl;t\ln~d\ In tltfTc~c,ll E > I ~ i t i ~ l \  

llorl Pl~lsn~iti Ab" m;ukci- Ibl 1:rcqucncy af:ippc;ll-;lncc Allclr cxchibngc 
c h ~ o ~ r n ~ % ~ ~ r n , ~ l  intcgralwn of Ah" wh~rc calonicr" Il-cqucncy (%)' 



Fig 2. Strategy for PCR genornic ai~viysls of integration into the IocZ gene. ( A )  Structure of the /ocZ locus after ~llelic exchange with DNA from 
DBRINT-T. and the olNTu,nv derivative. Arrows ~ndicale the nos~tlons where each orimer hvbndizes. The shaded area reoieaents the IrrcZ seauences 
present on the pBRINT-T, plasm~da. Thc maps are not drawn to acalc The prlrners used for alnphficatlon of chromosomal DNA were: lacent,: 
5'-GCTATGACCATGATTACGGATTCACTGG (nt posttlons 3 to +25 reiatlve to the first nt of bcZ), Km, Y-GATCCCCTGCGCCATCAG- 
ATCCTTGGCGG ( n t  oositlons 3 7  to 6 6  relative to the first nt of the KmR cene). Cm,: Y-GGTGGTATATCCAGTGATT- 
TTmCTCCAT (nt'pos~tio~~s + I  to +30 rebatwe to the first nt of the CmR gene); Gm,: ~'~G~GTCCGGCTGATGTTGGGAGTAGGTGGCT 
(nt positlon +334 to +363 reiallve to the first nt of the GmR gene). (B) Electrophoretic analysis of PCR amplification products. Primers used for 
ampl~fication are lndicatcd below, between parentheses Lanes: I ,  molecular welght standards, 2, W3l I0 (lacext,. Crn,): 3. W3110 i<rcZ-.npl I1 
(lacext,, Krn,), 4, W3l 10 l'tcZ:c~?i (lucent,. Cm,). 5, W3110 IricZ- oorCl (lacent,, Gm,); 6. BAMY (lacext,, Cm,) 

containing this gene uiider the lac promoter transcrip- 
tional control, was blunt-ended with T 4  D N A  polymer- 
ase and ligated t o  pBRINT-T,Cm previously digested 
with Sn?rrl. The resulting plasmid, plNTumy, was used 
t o  transform strain W3110. Following the procedure 
described in Section 2.4, the anly gene was integrated 
into the chromosome of strain W3110. Wc detected a 
frequency of integration of 10-" similar to that observed 
for any of the pBRlNT-T, piasmids without an  insert 
(Tablc I ). The  fi-cquency of allclic exchangc was I%, 
slightly lower than that observed for intact 
pBRINT-T, plasmids (Tablc 1 ), but still 21 manageable 
tiunibcr for scrccniny by rcplica-plating This new strain 
with the iiilcgratcd riil!r' gcnc was named BAMY. 

Proper integration ol'thc coil), gcnc into tlic /(I<% locus 
uas coiiiiriiicd by PCR (scc Scction7.5). By using 
primers laccxt, and  Cm,.  a 3.9-kb band wes aiiiplificd 
(WC illso dctcctcd thc prcscticc of ;I l o ~ c r  iiiolcculiir 
wcight band, presumably an  21rtifact from ilic PCR)  
(Fig.  28 ,  lane 6). This b;und had the cxpcctcd molecular 
weight, corresponding to tlic addition of 2.4 kb from 
the nrllj gcnc t o  tlic 1.5-kb band gcncratcil from the 
gcnc encoding Cn1" inserted in / u c %  (1:lg. ZB. lane 4).  
We thcn dctcrniincd thc a-aiilylasc lcvcl fol- this now 
strait1 and coiiipascd 11 to st]-ains with plasmids c;lrryttig 
the a,rli. gcnc (T.~blc 2 ) .  The  a-aniyl;tsc spcciiic acttvlty 
wah s i i i i i ~ r  in strains W3llO[plSaH.3] ; ~ n d  
W31 ll)lplN'l't;iiit~J (13.1 and 12 4 ti/ing prolcln. scspcc- 
tli'cly). whcl'c;ts spcctlic :~clibily I'rom s1r:lin IIAMY \$,:IS 

0.76 it;m; PI olctn. ' l ;~blc 2 also hilows llic cspcc1c~l copy 
I ~ ~ I I I I ~ > C ~  l;>r llic gc i~e  < > I >  tlic\c str:~i~is. I soni ll~chc 
<L,ll:l, t l  ,s cv!<l~,ll 1Il:l~ ,f-.llll>l:,,< :!ctl\tly ,, r,>i!&!illy 

proportional to copy number u p  t o  about  10 copies per 
cell. Specific activity did not  increase proportionally in 
the strain carrying the high-copy-number plasmid 
p18aH 13. The relatively low a-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 ,,,, t o  a stronger promoter such a s p ,  or P,,, (Deuschle 
ct al., 1986). 

4. Conclusions 

( I ) Wc liavc constl-uctcd a fi~iiiily of cloning-iiitcgration 
pBRINT-T, plasmids that allow the cfficictit itiscr- 
lion of  cloned D N A  into thc lac% locus on the E 

Xthlc Z 
Tbc a-:tmyl.tsc-spcc~lic ; ~ c l i v ~ t ~ ~ . a  ;ind cslin>atud 'rrvjy xcnc copy nombcr 
ol htl-;iins W3110. W31 101ulS~11131. W31 I ~ I ~ I N T ( ~ I ~ ~ . I  .~nd HAMY 
- -- 

Stram e-amyiasc imy copy numbcr! 
(ti!~ng pcoIcit~Y d>romomnch 



coli chromosome. Selection of the integration event 
is accomplished by a rapid and simple temperature- 
based selection procedure. A PCR-based analysis 
strategy was developed for the accurate and rapid 
confirmation of the correct integration by double 
recombination into the lucZ gene. 

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

The fact that the pBRINT-T, derivatives enable inser- 
tlon at only one specific site of the chromosome could 
be seen as  a limitation of this system. However, the 
integrat~on of several copies of a gene or sevcral different 
genes can be accomplished, by multiple tandem inser- 
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 
integratcd into iacZ using the pBRlNT plasmids (Balbis 
et al., 1996); thus, the size of the DNA f ra~ment  to be 
inserted should not be a limiting factor. Techniques 
allowing multiple chromosomal insertions t l ~ a t  rely 
mainly on the use of transposoiis integrating randomly 
into thc cliromosomc have been prcviously reported 
(Pcrcdelchuk and Bennet, 1997). A potential drawback 
of thesc systcms, liowcver, is tl?at ccrtain iliscrt~ons 
mirht be locatcd in loct imnortant for basic cell func- - 
tions. 111 contrast, tlic pBRINT-T, dcrivativcs dcscrthcd 
hcrc dtl-cct thc intcgration to a non-csscnt~;~l and wcll- 

ll. .. . . - - , ~ I ~ L L L I  i ~ ~ d  locus on tlic chromosome. Tlus charactcr- 
istic should tli;tkc this plasmid family a ttscfitl tool fol- 
tlic construction oSst~-ains (br usc 111 :I variety of stitdics 
and applications. 

'Tlits papci- is dcdicatcd to W i t c l ; ~ ~  S7ybalski. o n  thc 
occasion of hi> 75/76 birthday. Wi~claw Szybalsk~ IS itnd 
h;~s always hccn ;I visionary. His rc\c:trcli h:is tnot only 
gcncralcd iniportanl knowlcd+! of lllc particular htolosi- 
c:ll systctns on which hc lios worked. bul 1i;ts itlso 
co~ltrthutcd i n  tile cons t r i~c t io~~  of litics 01' iln~bcr~:ti 
I I l O t t ~ l l ~ .  

I \\:IS f < ) ~ t t t ~ ~ : ~ l c  1 0  c ~ ) l I ~ ~ ~ ~ c ~ t : ~ l c  wit11 111111 ror scvcr,tI 
?c,lr> .I\ ,>,I? ,:c l!ll,ll>rs ,>f ('8,mlt I>,,r,,,g lI>.,l l , , llC. 

1 became aware of his commitment to science and to 
the training 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. 

I 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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En esta publicacion se describen 10s carnbios 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 sustitucion de 10s genes de resistencia a cloranfenicol (Cm), gent-icina (Gm) y 

kanarnicina (Km), presentes en estos vectores como marcadores de seleccion, por 10s 

casetes de resistencia removibles Cat2, Gen 4 y Kan2, descritos en el primer articulo de 

esta seccion. 

2. La validation de 10s tres plasmidos como vectores de integracion en cromosoma por 

medio de recombinacion homologa doble y a traves de la determinacion de sus eficiencias 

de integracion sin genes clonados 

3. La comprobacion de la integracion crornosomal de estos plasmidos, a traves del 

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

utilizando el sistema de PCR descrito por Balbas et al., 1993 
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xhen synthesized ~ i t h  Venr D S A  poly- 
merase. Our decreased substitution rate 
presumably reflects the useof the high- 
er-fidelity Pfrc DNA polymerase (1). 

Less s a t i s f i i n ~  was the findins of . - - 
small point deletions in all clones se- 
ouenced. Different clones had different 
deletions, bur most (60%) had only a 
single base missing. These deletions 
are presumably the result of incorpora- 
tlon of a non-full-length oligonucleo- 
tide, amongst the 81, during LCR. No 
deletions were detected in the clones 
produced by Au et al. ( I )  with gel-puri- 
iied oligonucleotides. suggesting that 
oligonucleotide purification i s  an im- 
portant consideration. 

Several options are therefore open to 
the inbestigator working to scale up the 
LCR-based approach to gene synthesis 
at minimum expense. Costs will rise 
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. 
Ir. house gel purification of oligonu- 
cleotides is  possible but increases the 
time spent on gene synthes~s. A higher 
annealing relnwerarure could be tested - .  
for LCR to m~nimize incorporation of 
non-full-length olisonucleotides. and! - - 
or more clones could be sequenced, at 
additional expense. to ldentify those 
without delerrons. Considering all these - 
faclors. and our experience. the most 
cost- and time-effecti\.e strateev is to -. 
simply assemble the :ene from non-pu- 
rified olironucleotidcs and wrform . 
sire-dlrected mura_cenesis to correct a 
ringlc base pair dclcrion. 

. i s  3nilcipated by .Au st al. (I).  the 
LTR-based method for xene synthesis 
can be applied 10 lareer genes by In- 

zonucleotides is a cost- and rme-effec- 
tlve approach l o  in ~ l u o  sene synthesis. 
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Improvement of the 
pBRINT-T, Plasmid 
Family to Obtain 
Marker-Free Chromoso- 
mal Insertion of Cloned 
DNA in E. coli 

The expression of hi.;: ,'< .o;c 
genes by recombinant m i c i ~ ~ ~ ! . ~ i ~ a i z m s  
usually depends on the use of extra- 
chroniosonial replicating plasmrd vec- 
tors that carry the gcne(s) of interest. 
.ilthougli the usefulness of this type of 
\chicle has bzen well csiablishcd in 
many cases. scrcral problems related 
with their use have been identified. the 
most imponllnt k i n g  inefiiclcnt segre- 
gation andlor structuml insmhilily. os - 
\vcll ac undes~rcd copy number effects. 
.An altcrn;itivl: approach for lotreacing 
the ~[ahillzation and controilinf the 
copy !nl>niher of h c t e ~ o l o y ~ ~ . :  ?r.s3i,. :s 
thc chromosom~l inwrtir-: .' rhc 
ci.iii.(\) o i  ilitcrcsi 

. < ~  1?,~,1<, b ~ j : , ~ , , ~  ... Circle Rra<ler Senice X<I. 132 \ , . I  ?,I, YO 2 < . ~ < W I I )  
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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 lac2 locus of the E. coli 
chromosome (4). No special intermedi- 
ate swain i s  needed. and vinually any 
RecAt P-galactosidaseA 1P-galt) E. 
coli strain is a suitable recipient to ob- 
tain chromosomal insertions using the 
pBRLVT-T, plasmids. Simultaneously, 
we have developed a simple and rapid 
procedure for the insertion and curing 
of these ulasmids (4). 

consnuct this new set of plasmids. The 
rAnbR cassettes chosen to construct this 
plasmid family encode resistance to 
chloramphenicol (CatZ), gentamycin 
(Gen4). and kanamycin (Kan?). The 
CaU, Gen4, and Kan? cassettes were 
obtained as 1065, 881-, and 1269-bp 
BamHI-Nor1 DNA fragments from plas- 
mids pLoxCat2, pLoxGen4, and 
pLoxKan2, respectively (6). These re- 
smction fragments were hlunt-ended 
with T4 DNA polymerase and then lig- 
ated to the 3089-bp MluI blunt-ended 
fragment of pBSL98 to obtain pBP- 
SCaQ. oBPSGen4, and oBPSKan2 olas- 

ed MCS from plasmid pBlnescript II 
SK(+), digestion with a resttiction 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-Gen4. or MCS-Kan2 cas- 
settes were constructed using the 
pInt-T, plasmid as backbone (4). For 
this purpose, the MCS-Cat?, MCS- 
Gen4, and MCS-Kan2 cassettes were 
obtained as Sac1 framents from plas- 
mids oBPSCat2. ~BpSGen4. and DBP- 
s ~ a n i ,  respecti~;ly. These D ~ ~ ' f r a ~ -  
ments were blunt-ended with T4 DNA 

Rill, pBK1S I-T; plsrrr.!J\. i n  an- mJs. S~rlcc in ~+r.scpl.:,rn.ds th.: r.9nbR pol)mcr3-c 2nd thcn ~nizrted i n l u  lhc 
! i h ix i i  rcs i< : r ic  (.Anbif nlarler ior casser-s src flanLsJ bv d.rccrl) repcht dxque LcoRV cilc of plasmid ?lnt-T. 
the positive selection of lntegrates ism- 
troduced together with the gene(s) of 
interest. The presence of AnbR genes in 
genetically engineered bacteria might 
retard their use in some applications 
due to the increased possibility of hoii- 
zontal gene transfer. which leads to the 
uncontrolled spread of these resistance 
genes to other microorganisms. More- 
over, when rhe genet,= impro\ement of 
any strain requires se\eral successive 
modifications, each one requiring the 
introduction of a different AnhR mark- 
er, it becomes more and more difficult 
to find new antibiotic eeiies. Therefore, 
it would be useful to engmeer stable re- 
combinant strams that~do not contain 
any residual AnbR markers. 

The aim of this study was to modify 
the pBR1NT-T, plasmid$ lo remo\e the 
AnbR marker used for selection of 
modified cells after obralnin. chromo- 
som31 insertion of the sene($) of inter- 
est. In these new plasmlds. pBRINT,- 
rAnbR family. the .AnbR sclcction 
markers are flanked by ruo parallel 
loxP sltcs. allowing ihnr >uhserjuent 
remo\.al by Cre recomhinase action 
from bacteriophage PI (6.8). 

The first srep in the de\rloprncnt of 
[his new vector famrly \va? !he comrruc- 
lion of plnsrnids in ii hich the rcmoi able 
AnbR markcr 1i.c. AnhR g e n s  placcd 
hetueen r\%o lo\-P srtes. r:\nbH) was 
flanked by nlulriplc cloning s11i.c (MCS) 
<lcri\.~d from pBluescnpr~'; 11 SK(+) 
placmid (Stral:i$cnc. L:I Jolla. CA. 
IjSA) 'The pBSL9S plavnld ( I ) .  frnii~ 
bihich rhe knn;~myctn resislance gene 
was rcmo~cd hy .l!l,rl iligilzt~on. f,rl- 
lou.cd hy hlonl-cndlns with T-l \IN.\ 
p<dynler~\e, \ t . b  WC~I  :), l ~ . ~ c l . l ~ ~ ~ n ~ :  I,> 

Figure 1.  General qtruclurcand phybicr l  rnapsef the pBRISTs-rAnbR plasmids and r A n h R p n e s .  
0%) Thc h~,ic vector c&c< r rcrnpei~zurc-scnqnlic ri.pllcon dcnrcd from pSCIUI. ~ h c  hie penc cnccid- 
iilg CbK dcnied rrompl~ ,n~id  pBK3?? (2 )  2nd ihc S and 3'rcoionT of l>ornology roihe IarZgcnc, flank- 
ing ihc rcrnonblc 4nbR c ~ \ a c i > e $  1R) r)cpcnd~n$ on >hi. >nhR gcnc , i r ~ l ~ ~ r ~ !  (n-,i. ,irp//. or aniC1i.  lhc 
new plaqrnids wcrc nnnlcd pRIllST,.Crr? (CmR) pHKtSI',.C;cn? ((;mR). or pBRlNT,-li.1n2 l S m R )  
i h c  crnpty anous l nd l c~ l c  the 4 n P  ocneq, and lllc n i r r o ~ ~  hl.,ck amoi.; lndic.lre / n > P  \?ll,r Thc rc\lnc- 
 in prc\cni in ,be \I(:S l i i k r e  ihc :cnc(\l in he mlegrl l id r:ln 1,; lnicncdl arc i,lrll, f i i iSl .  
.vol~iccs~. YUI. .si,..~. LIC:~~~III. T,,,:,I P I I I ,  L<,,I:I I;,,RV. ~ i > , , ~ t i ~ ~ .  C J ~  s,~n. ~J~,II.A,~:~I. .d himi. nc 
S,VCI ~'1~1. .>:d l'.\tl rc.:nc~~~.n \IIC, :,rc new au,!~q:.c on :1,c.c \cL!<,~% E,,,RI,X!n,l .>:>,I  / ~ ~ , ~ ~ R ~ " S ~ ~ I l  
\,,c ,,,, ::p,e<:,: t?,,::,~,, I,>,,,C /~:<,,<~ ,c<p<:,\c1\ 
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to  oht%in pBRIXT,-Car?. pBRIi%T,- 
GenJ. and pBRINT,-Kan? plasmids. 
respecr~\.ely (Figure 1). 

We pperfomcd the chiomosomal In- 
sertion of the pBRlNT,-rAnbR plas- 
mids fol lox<in~ our previously de- 
scribed trmoerature-based insertion1 
~~ ~ 

selection (4). Therefore. the 
nearlv uild-type strain E coli W3 110. . . 
used ss  model host in this study, was 
eiectroporared with covalently closed 
circular D S A  of each o i  the pBRINT,- 
rAnbR plasmids. Aftenvards, one single 
colony transformed ujith each plasmid 
wasgrown in 0.5 mL LB medium uith- 
out Anb for 4 h at 30°C. reinoculated 
into 10 mL fresh medium, and incubat- 
ed additionally for 6 h a t  30°C to obtain 
more bloma3s. The cultures were final- 
ly incubated oxernight at 37"C, and 
se~era i  d~lurions (10-j-10-6) were plar- 
ed on solid media supplemented with 
X-gal, isopropyl-p-D-thlogalactoside 
(IPTG), and the appropriate Anb (15 
pzimL C m  for pBRINT,-Cat2: 5 pgl  
m L G m  for pBRINT,-Gen4, and 15 ug/ 
mL Km for pBRlXT,-Kan2). After 24 
h of incubation at 44°C. l a r ~ e  AnbR 
white colonies zrew at a frequency of at 
least 10-3 with respect to total viable 
cells as for the previously described 
pBRINT-T, plasnlids. The white phe- 
notype indicates that the plasmids have 
been integrated lnro the locZchromoso- 
ma1 gene. Then. the whlte colonies 
were screened at  44°C for sensitivity to 
carbenicillin (CbSj (3) and at the samc 
time for resistance to Cm (CmR). Gm 
(GmR). o r  Km ( K n i R )  depending on the 
plasni>d initially utilized to transfomi 
the cells. X sign~fic:tnr portion of the 
tested colonies. froin 2% to 2 0 4 .  were 
CbS 31 U'C.  indicanng that the chro- 
iilo\umai insertion event by double ho- 
mologous recombination occurred affi- 
ciently in these cells. These colonies 
were also CbS at 30°C. which con- 
firmed plasmid loss. The ~nsenioils 
!,ere confirmed by PCR analysis as 
previouslr dcscrrbcd (4) (d;lts nor 
shown). The allcllc cvchange frequen- 
cies obtained with the pBRINT,-rAnbK 
plahn!iJ< it cro 20%. 6%. ~ l l d  2% for 
vccior.; n1iKIYT.-Cat?. nllK1NT.- 
(;er,J, : in j  p R ~ l ~ f , - l i : l n 2 ,  r&pectivc- 
I ) .  'lhcse eftic~cnc~c.;  ncro \imll:~r to 
Ihoic <,ht:ilncd with tl!c prc\,c<,usly dc- 
\cr~hed pRRiS~I'i', pin\miclc (41 

Thc ncnlnlnln$ .\~iiis a~ni!,cr.; osu~l 

to  select chromosomal insenions mere 
removed by site-specific recombination 
mediated by the Cre recombinase as al- 
ready described (6 ) .  Briefly. W j l l O  ' 
locZ:.Cat2. lacZ;:Gen4. and IncZ:: 
Kan2 cells were transformed nith the 
temwrature-sensitive uJ\V168 ulasmid, 
which carries the crc gene under the 
control of the PlactyS promoter. Trans- 
formed cells were replica-plated on LB 
solid medium containing X-gal without 
or with IPTG to induce Cre production 
at 30°C. One hundred percent of the 
colonies tested lost the AnbR marker 
but still remained 0-gal-. This result in- 
dicates that the IorP site, which re- 
mains after Cre recombinase action. in- 
tenupts the locZ gene. Elimination of 
the AnbR marker was also confirmed 
by PCR analysis (data not shown). 
Plasmid pJW168 was subsequently re- 
moved from the !.-gal- cells by increas- 
ing the culture temperature to  37°C or 
higher, and its loss was confirmed by 
the loss of the CbR phenot~~pe.  

The pBRIKTirAnbx plasmids are 
useful tools designed for site-specific 
integration of cloned DNA into the 
locZgene. \\ithout leavinz in the chro- 
mosome any AnbR markers. This is 
feasible due to the presence of  tandem 
lo.~P sites flanking the ~ l t b ~  genes in 
each plasmid, which allows subsequent 
removal of these genes by the action of 
the Cre recombinase. Therefore. the re- 
sulting cells d o  not contain any .4nbR 
marker and can be transformed or fur- 
ther modlfied with plasmids conta~ning 
the same .AnbR marker oreviouslv used 
for the sclcction of inlegants. The 
pBR1NT~-rAnbR ~ lasmids  are an add]- 
tion to a zrowlng group of  molecular 
tools designed for achievillg chromoso- 
mal gene lnsenion and antibioric resis- 
tance-encodin: :enc rcmo\al (5.7). 

The accesston numbers for the se- 
quences of pBRIXT,-Car?, pBRIXT; 
Gm?. pBRlNT,-Kanl. pBPSCatZ. 
oBPSGcn4. and oBPSKan2 in the 
EMBL Nucleotide Sequence Database 
are AJ?75?78. AJ275279. AJ278280. 
:\J403982. .ZJ403983. and AJ403981. 
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Este proyecto de doctorado, se desarrollb bisicamente en dos partes: En la 

primera, se diseii6, constmy6 y valid6 un grupo de casetes de resistencia a 

antibibticos que permiten obtener modificaciones geneticas a nivel cromosomal, 10s 

cuales pueden ser eliminados despu6s de que se utilizan para seleccionar el 

organism0 modificado. Para esto, 10s genes cat, aacC1 y ntpZI que confieren 

resistencia a cloranfenicol, gentamicina y kanamicina, respectivamente, fueron 

clonados entre dos secuencias ZoxP con la misma direccibn relativa, para asi poder 

escindirlos por recombinaci6n sitio-especifica mediada por la recombinasa Cre del 

bacteribfago PI. 

En la segunda parte de este proyecto se diseiiaron y construyeron sistemas 

gen6ticos que permiten prender y apagar genes simult5neamente por medio de una 

seiial Cnica. Este grupo de herramientas moleculares se diserib y construyb 

utilizando 10s promotores IZ y Pkro (tanto silvestre como mutante), y la proteina 

represora cI del bacteri6fago lambda. Estos promotores heterblogos pueden 

utilizarse para regular la expresi6n de un gen determinado, en lugar de haeerlo a 

partir del promotor silvestre. 

A continuacibn se presentan y se discuten resultados adicionales obtenidos 

en diferentes etapas del proyecto, algunos de 10s cuales no fueron incluidos en 10s 

tres articulos publicados en revistas internacionales y mencionados en la seccibn 

previa, por lo que se consideran relevantes y por ello se presentan como parte de 

esta tesis. El resto de estos resultados, cubren 10s objetivos particulares 

contemplados en 10s incisos I1 y 111. 

a) CONSTRUCCION u' CARACTER~ZACION DE UN SISTEMA GENETICO PARA ELIMINAR 6 E N E S  

DE RESISTENCIA A ANTI~~IOTICOS INSERTADOS EN EL CROMOSOJLZA BACTERIANO u' 

CONSTKUCC~ON DE CEPAS DE E. COLl CON MODIFICP~C~ONES CROMOSOMI~LES SIN MARCADOR 

La metodologia y 10s detalles dc la construccion del conjunto de herramientas 

moleculares diseiiadas para modificar el cromosoma bacteriano y eliminar 10s 

marcadores de resistencia utilizados para seleccionar las celulas con las rnodificacioncs 

dcscaclas, cstiin descritos c1-1 cl articulo i~~cluiclo en la secciOn previa de "presentaci61'1 de 



resultados en articulos publicados [paginas 58-67)", el c u d  se public6 en la revista 

GENE. 

P " A family of removable cassettes designed to obtain antibiotic-resistance- 

free genomic modifications of Escherichia coli and other bacteria " 

La construcci6n de las cepas mutantes sin marcadores de resistencia, tambien se 

describe en el articulo antes mencionado. Los genes seleccionados para validar nuestro 

sistema fueron lac2 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 celulas con lac2 silvestre son azules en presencia de XGal e IPTG, 

mientras que las clonas con galE silvestre utilizan galactosa como fuente de carbon0 y 

son rojas en medio de MacConkey con este carbohidrato; mientras que para ambos 

casos, las clonas con 10s genes interrumpidos presentan fenotipo blanco en 10s medios 

antes mencionados. Los dos genes clonados en plasmidos del tipo de pBR322, se 

interrumpieron in uitro insertbdoles en su parte media el casete Cat2 (ver Figs. 3 y 4, 

Pags. 62-63). Despues de verificar por patron de restriccion que las construcciones eran 

las correctas, 10s genes interrumpidos fueron subclonados en el vector pKNG101. Debido 

a que este plasmido lleva el origen de replicacion y del replicon R6K, su replicacion 

depende de la presencia de la proteina Pi (z ) ,  por lo que se cornporta como vector suicida 

en cualquier fondo genetic0 que no exprese el gen que codifica esta proteina (Kaniga et 

al., 1991). Los plasmidos obtenidos se denominaron pKNGlac y pKNGgal, y se utilizaron 

para insertar en el cromosoma de E. coli W3110T+ 10s genes modificados; para esto, la 

cepa se transform6 con aproximadarnente 100 ng de cada plasmido y las celulas 

transformantes se recuperaron en LB+cloranfenicol. Las colonias CmR obtenidas, se 

crecieron por el metodo "copia" en presencia del marcador de seleccion del plasmido 

[estreptomicina) y en presencia del marcador de la construccion (cloranfenicol). De las 

colonias analizadas se determino c u h t a s  eran resistentes a estreptomicina, y cuantas 

eran sensibles; con esto, se cuantifico la eficiencia de recornbinacion homologa doble 

entre 10s genes silvestres presentes en cromosoma y 10s genes interrumpidos presentes 

en plasmido, colonias con fenotipo CrnRSmS. En ambos casos el gen cromosomal silvestre 

fue reemplazado por el gen mutado, a una irecuencia del 12 O/O para lac2 y del 20 % para 

gulE [ver Tabla 6, Pag. ~ i ~ ~ i c n t e ) .  

Para eliminar el marcador de rcsistcncia por recornbinacion sitio-especifica 

mcdiada por Cre. una colonia dc cada u n a  dc las rnodilicaciones deseadas [lucZ:Cat2 y 



gaZE:Cat2) se transform6 con el vector plW168. Despues de inducir la expresion del gen 

cre y cornprobar la @r&da del marcador de selection (Cms), el plasmido pJW168 se 

elimini, siguiendo el metodo reportado por Le Borgne et at. (1998). Los resultados se 

presentan en las Tablas 1 y 2, Pags. 64-65. 

Tabla 6. Cuantihcaci6n de las transformantes de la cepa W3110P obtenidas 
con 10s plasmidos derivados del vector suicida pKNG101. 

Eficiencia de recombinacion = porcentaje de c6lulas en las que hub0 integration o sustitucion en 
el cromosoma de la construccion genetics, por medio de recornbinacion homologa sencilla o doble. => N52mero de colonias en las que ocurri6 la sustitucion del gen cromosomal silvestre por el gen 
interrumpido in vitm por recombinacion homologa doble con la subsiguiente perdida del vector. 

El funcionamiento adecuado de 10s otros dos casetes de resistencia escindibles, 

Gen4 y Kan2, mencionados en Palmeros et al. (2000), asi como del casete Cat4, que 

carece de! sitio de restriction EcoRl presente en el gen cat del casete Cat2, se verifico en 

la cepa 294-Cre de E. coli. Esta cepa expresa el gen me que codifica la recombinasa Cre 

bajo regulation del promotor fi y el represor cI termosensible (Buchholz et al., 1996). 

Como controles se utilizaron el plasmido pLoxCat2 y la cepa isogenica MM294 que no 

lleva el gen de la recombinasa. Para esto, ambas cepas se transformaron con cada uno de 

10s plasmidos pLoxGen4, pLoxKan2 y pLoxCat4. Se selecciono una transformante de 

cada cepa con cada uno de 10s plasmidos mencionados y las clonas obtenidas se 

crecieron a 29-300C y a 370'2, esta ultima temperatura para inducir la expresion del gen 

cre. La eficiencia de escision (E.E.) de 10s genes de resistencia de 10s distintos plasmidos 

Wansformados en la cepa 294-Cre, fuc dcl 100 % cuando esta se crecio a la temperatura 

dc induction para la exprcsion dc la recombinasa Cre (370C), y del 9025 O/O cuando se 

crecio a la te~nperatura de represihn (29-300C). En cambio, en la cepa MM294 que no 



expresa la recombinasa 10s genes de resistencia se mantuvieron estables en todos 10s 

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

Tabla 7. Cuantificacion del evento de escision de 10s genes que codifican 
la resistencia a antibiotico en  10s casetes removibles. 

1 Temperatura a la cual se crecieron las dos cepas de E. coli transformadas con 10s cuatro 
plasmidos que llevan 10s casetes de resistencia a antibiotic0 removibles. 
2 Porcentaje de celulas en las que se mantuvo el marcador de resistencia. 
" Eficiencia de escision = porcentaje de celulas que perdieron el marcador de resis!: !;lr 

recombination sitio-especifica mediada por Cre. 

De 10s datos presentados en la Tabla 7, podemos afirmar que todos 10s casetes 

construidos funcionan correctamente. Ademas, ell la cepa 294-Cre la cantidad de 

recombinasa product0 de la transcripcibn de escape, es suficiente para que ocurra el 

evento de escision de 10s genes de resistellcia flanqueados por sitios loxP presentes e n  10s 

plasmidos pLoxGcn4, pLoxKa12 y pLoxCat4. La phdida  o permanencia de  10s genes de 

rcsistcncia en 10s plasmidos transformados en ambas ccpas, se comprobo pur".. ' . !,>- 

plAsmidos dc dos clonas dc cada ccpa 4; tlc catla resistencia. y ailalizando su p ; ~ .  , ~ 



restriccion con EcoRI-HindIII. Como estos sitios de restricci6n e s t h  localizados en 10s 

extremos de 10s MCS de 10s casetes de resistencia removibles (ver Fig. 1, Fag. 61), la 

; digestion con estas enzimas libera 10s casetes completos o 10s MCSs mas un sitio loxP 

; despues de que ocurrio la escision; en todos 10s casos se observo lo esperado (ver Fig. 13) 

Figura 

Plasmido: 

I / cat 1 I loxP 1 

Fragmentos esperados 
sin Cre MM294 con Cre (294-Cre) 

Vector: 1 Casete: 1 Vector: 1 Fragmento: 

pLoxCat2 

pLoxGen4 

pLoxKan2 

wLoxCat4 

10. Caracterizacion 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 digestion con EcoN y HindIII. 

Como se menciono con anterioridad, adicionalmente a 10s tres casetes escindibles 

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

resistencia a cloranfenicol Cat4. Este casete resulta util para hacer modificaciones 

geneticas, en las cuales la presencia del sitio de restriccion EcoRI presente en el gen cat 

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

3.1 kb 

3.1 kb 

3.1kb 

3.1 kb 

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

generation de esta farnilia de plasmidos, estan descritos en 10s articulos incluidos en la 

seccion previa de "presentacion de resultados en articulos publicados (paginas 69-75 y 

77-79)". el primero publicado cn la revista GENE y el sc.gundo en BioTechniques. 
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> " pBRINT-Ts: a plasmid family with a temperature-sensitive replicon, 

designed for chromosomal integration into the lac2 gene of Escherichia 

coli " 

P " Improvement of the pBRINT-Ts Plasmid Family to Obtain Marker-Free 

Chromosomal Insertion of cloned DNA in E. coZi " 
La primera generacion de esta familia de vectores se construyo utilizando las 

funciones de replication termosensibles del plasmido pSC101, la mayor parte del gen 

estructural lac2 y tres marcadores de resistencia a antibioticos (cloranfenicol, 

gentamicina y kanarnicina), para seleccionar las integraciones en cromosoma. El gen, 

grupo de genes o construccion genetica que se quieren integrar a1 cromosoma, se 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 300C, las integraciones en cromosoma por doble 

recornbinacion homologa se obtienen de forma simple y rapida, ya que unicarnente se 

requiere aumentar la temperatura de crecimiento para promover la integration y 

eliminacion de estos plasmidos. Debido a esta nueva caracteristica, con estos plasmidos 

no se requiere la utilization de una cepa especial para obtener las integraciones en el 

locus cromosomal lacZ. 

Finalmente, para mejorar a esta familia de plasmidos, se disefio y construyo una 

segunda generacion de 10s vectores pBRINT-Ts. Para esto, se utilizaron 10s 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 modificacion genetica en el cromosoma de E. coli, se puede 

eliminar sin mayores complicaciones. De esta forma, el mismo marcador de selection 

utilizado para obtener la primera modificacion genetica, se puede reutilizar para hacer 

cambios posteriores en la misma cepa. Las demas caracteristicas de estos vc:,?,-.--? ̂-':I 

iguales a las que tienen 10s plasmidos de la primera generacion. 

C)  CONSTRIJCCION \i CARACTERIZACION DE U N  SISTEMA GENETICO PARA R E ~ U L A R  DE 



Como se serial6 al inicio de esta seccihn de resultados adicionales, en la segunda 

parte del proyecto se disefiaron y construyeron 10s sistemas geneticos que perr.iten 

expresar y/o reprimir la expresion de genes de forma simult&nea, y por medio de una 

serial de regulation unica, la proteina bifuncional cI. Este grupo de herramientas 

moleculares se disefio y construyo utilizando 10s promotores f i  y PRM (tanto silvestre 

conlo mutante) del bacteriofago lambda. Estos promotores heterologos se pueden utilizar 

para regular la expresion genetica de un gen determinado en lugar de utilizar su propio 

promotor. 

La estrategia que se siguio para la construccion de 10s promotores silvestre y 

mutante, PRMWT y PRMUP, fue por medio de PCR y utilizando a 10s oligonuclejridos 

iniciadores como el DNA templado uno del otro. Tomando en cuenta la secuencia de estos 

promotores y todas las sefiales necesarias para la transcripcion y la traduccion (cajas -10 

y -35, region operadora, RBS (SD), ATG, etc.) se disefiaron dos juegos de 

oligonucleotidos, formado cada uno por un  84amero y un  94amero; el primer oligo 

corresponde al extremo 5' y el segundo al  extremo 3' de 10s promotores PRM. En arnbos 

juegos, 10s ultimos 26 nucleotidos de ambos iniciadores son complementaries uno del 

otro, de tal manera que forman un hibrido estable de 26 pb con una Tm de 76OC y con 

extremos 5' salientes de 58 y 68 nucleotidos de longitud. Para facilitar la manipulacibr de 

10s fragmentos de PCR y la clonacion de 10s promotores, se introdujeron sitios de 

restriccion en 10s extremos 5' de arnbos oligonucleotidos de cada juego; el oligo que 

corresponde al extremo 5' lleva un sitio EcoRI y el oligo del extremo 3' lleva un sitio 

BamHI, tal y como se puede ver en las Figuras I1  y 12. 

Para el disefio de 10s oligonucleotidos utilizados para obtener ambos promotores 

PRM, ademas de tomar en cuenta las caracteristicas mencionadas lineas mas arriba, 

tambien se incluyeron en su secuencia de nucleotidos 10s siguientes cambios 

importantes: 

1- Mutacion puntual prmup-1 que aumenta la fuerza del promotor PRM. Esta mutacion 

involucra el cambio de Tz por Cz en la caja -35 de este promotor (Gussin et al., 

1983). 

2- Mutacion puntual x3 quc inactiva a1 promotor Pi2 localizado cn la misma secuencia del 

promotor  PI^^,, per0 que transcribe en direction opuesta. Esta mutacian involucra el 

cambio de A? por G: en la caja -35 dc cstc promotor (Gussin er cil.. 1983). 



: 3- Adenxis de 10s sitios de restriccion EmRI y BamHl en 10s extremos 5' y 2, 

respectivamente, alrededor del codbn de inicio de la traduccion (ATG) se adicionaron 

otros sitios de restriccion que ademas de facilitar la manipulacibn in vitro, permiten 

obtener fusiones transcripcionales o traduccionales de estos promotores a un gen de 

interis, en este caso a1 gen reporter0 lacZ. 

Oligonucleotido Pm.KidP5 (84amero) 

-TGTAGCTACAGCTGGTTCCTCCAGATCTACCATGGGCCCCTAGGCGC '' 
__r__ 

BamHI 

Fignra 11. Secuencia de 10s oligonucleotidos diseiiados para construir el promotor 
PRMUP. Las mutaciones introducidas estfm resaltadas en color: rojo para 
la rnutacion x3 y azul para prmup- 1. Los extremos complementarios es- 
t& subrayados en verde y 10s sitios de restriccion en violeta. 

Oligonucleotide P 5 (84amero) 

6 ' ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ -  - 
EcoRI 

Oligonucleotide (94amero) 

3 ' ~ ~ ~ ~ ~ A A ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ A A ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ ~ -  . ~.., .~~ .. ~. . ~ 

~- ~ . ,  ... ~. ..... ..-. . 

-TGTAGCTACAGCTGGTTCCTCCAGATCTACCATGGGCCCCTAGGCGC '' - 
BamHI 

Figura 12. Secuencia de 10s oligonucleotidos disefiados para construir el promotor 
~ M W T  La mutacion x3 eski remarcada en rojo. Los sitios de restriccion 
estkn subrayados en violcta y 10s extremos cornplementarios en verde. 



Asi, se llevaron a cabo las reacciones de PCR con ambos juegos de 

oligonucleotides 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 10s promotores. Despuks de que 10s oligos de ambos juegos se alinearon y 

10s extremos 5' salientes se polimerizaron sobre si mismos, se obtuvieron dos fragmentos 

de DNA de doble cadena de 152 pb de longitud cada uno, 10s cuales contienen 10s 

promotores PRMUP y PRMWT. Los promotores construidos se esquematizan en la Figura 13. 

El promotor PRMUP Ueva las dos mutaciones tomadas en cuenta, mientras que el promotor 

PRMWT unicamente Ueva la mutacion x3. 

SalI AvaI 
Hind11 SmaI 

CIaI HincIl XbaI KpnI XmaI BamHI 
~ ~ ~ ~ ~ c , ~ ~ y ~ ~ ~ ~  7 c - r ~ ~  ATC CiT 
~ ~ j ) ~ 7 r ~ ~ u q ~ ~  

Figura 13. Promotor PRM mutante (PRMUP) 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 PRMWT, 
es que este ultimo no lleva la mutacion prmup- 1. 

Para comprobar que 10s promotores construidos por medio de PCR son 

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

en fase a1 gen reporter0 lac2 presente en 10s pl:ismidos, pMC 1403 y pInt3~. Se utilizaron 



estos plasmidos debido a que el gen lac2 presente en estos vectores carece de la region 

promotora, del codon de inicio de la traduccion y de 10s primeros siete codones 

estructurales, por lo que no se produce proteina D-Gal activa y en consecuencia las 

clonas con estos plasmidos presentan fenotipo blanco en presencia del suslrato 

cromogenico XGal. Bajo este esquema, la clonacion de 10s promotores construidos PRMUP y 

PRMWT frente al gen lac2 inactivo permitio comprobar que estos son funcionales debido a 

que permiten la transcripcihn y traduccion de este gen, y por lo tanto se obtiene enzima 

P-Gal activa (fenotipo azul en presencia de XGal). Para obtener las fusiones genicas, 10s 

productos de PCR de 152 pb se digirieron con EcoRI-BamHI y 10s fragmentos de I 

restriccion de 135 pb que contenian 10s promotores, se separaron por electroforesis en gel 

de acrilamida y se purificaron como se describe en materiales y metodos. Los promotores 

se ligaron con 10s plasrnidos pMC1403 y ~ I n t 3 ~ ,  digeridos con las mismas enzimas de 

restriccion y despuks el DNA se utilizo para transformar la cepa XL1-Blue (LacZ-). Las 

clonas se seleccionaron por la resistencia del plasmido (ApR) y por presents fenotipo azul 

en presencia de XGal. 

Del andisis cualitativo de la actividad de P-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 10s plasmidos de 10 de las 

colonias seleccionadas, y se analizaron por patron de restriccion con EcoRI y BanHI. 

Despues de comprobar que 10s plasmidos obtenidos presentaban el fragment0 de 135 pb 

correspondiente a 10s promotores PRMUP o PRMWT (datos no mostrados), se verifico que la 

secuencia de nucleotidos fuera correcta. La secuenciacion se hizo por rnedio de PCR, 

utilizando termosequenasa y el oligonucleotido pfprim como iniciador. Las secuencias 

determinadas fueron las esperadas e iguales a la mostrada en la Figura 13. A pesar de 

que en todos 10s plasmidos analizados la secuencia de nucleotidos fue la esperada para 

10s dos prornotores construidos, en algunas clonas la fusion con el gen lac2 quedo fuera 

de fase. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 8 en la pagina siguiente. 

De entre 10s plasmidos analizados con la fusion del gen lac2 a cada uno dc 10s 

promotores construidos, sc seleccionaron uno con cada uno de 10s promotores. Los 

plasmidos se denominaron ~BRP,IM~,I.IO, a1 que lleva el prornotor con ambas mutaciones, 

y ~ T S P K ~ I I V ~ ~ ,  al que solo lleva la mulacion que inacliva a1 promotor PR. Para terminar la 

construccicin de 10s casetcs de expresicin, a 10s dos plasmidos scleccionados se les 

adicionaron los casctcs rernoviblvs dc resistencia a antibicilicos construidos en este 



trabajo y obtenidos de 10s pksmidos pBPSCat2, pBPSKan2, pBPSGen4 y pBPSCat4, 

descritos en el articulo Le Borgne et al., 2001 (ver paginas 78-79). 

Tabla 8. Resultados de la determination de la secuencia de algunas 
clonas con 10s promotores PRNP y PRMWT 

Plasmido: 

a La mutacion prmup-1 solo se introdujo en el promotor mutante PRMUF 

L a  construccion de 10s casetes para regular la expresion genktica, se concluyo 

adicionando marcadores de resistencia a antibioticos a 10s promotores construidos. LOS 

marcadores adicionados permiten seleccionar la sustitucion del promotor silvestre de un 

gen determinado por uno de 10s promotores construidos, ~ M U P  o PRMWT. Para esto, se 

utihzaron 10s casetes de resistencia escindibles precedidos por un MCS del vector 

pBluescriptIIKS+ (MCS-rAnb") presentes en 10s pksmidos mencionados anteriormente. 

Los MCS-rAnbR se obtuvieron de estos vectores como fragmentos Sac1 y despues de 

rasurarlos con DNA-polimerasa del fago T4, fueron clonados en el sitio EcoRI/DNApol T4 

de 10s pksmidos pBRP~~upl0 y pTSPRMwr8; este sitio se creo con 10s oligonucleotidos 

empleados en la construccion de 10s promotores y est% localizado justo amba de ellos. 

Las clonas con 10s pksmidos modificados fueron seleccionadas por la resistencia 

codificada por 10s casetes adicionados (CmR o GlnR o KmRj y por la resistencia de 10s 

vectores (Ap"). De 10s plksmidos obtenidos, algunos fueron analizados por patrcin de 

rcstric:cion con d3~:rc:ntcs cmimas, para vedi<:ar quc la direc:cifin cn quc: quctiaron 



clonados 10s MCS-rAnbR fuera la corrects, esto es que el MCS haya quedado en el 

extremo 5' (datos no mostrados). De 10s pl&smidos que se analizaron y presentaron el 

patron de restriccion correcto, se seleccion~ uno con cada uno de 10s casetes de 

resistencia. Los pkismidos seleccionados se nombraron: pBRP~mpCat2, pBRP~mpGen4, 

pBRP~~upKan2 y pBRP~~upCat4 a 10s que llevan el promotor mutante; y pTSP~mCat2, 

pTSPrnGen4, pTSPmKan2 y pTSP~mCat4 a 10s que llevan el promotor silvestre. La 

estructura general de 10s casetes de regulacion de la expresion genktica se muestra en la 

Figura 14. 

+:A 
::::?$?& MCS2 Cat2-p CatQp 
i': i:.... .". -7 

1) 

EcoRV 

SncII, BsMI, NotI, EqI ,  Xbd, sPe1; Cld, Sun, HindIIIHincII, Xbd, 
BamHI, Smd, PstI, EcoRI, EcoRV, KpnI, Aud, SmaI/Xmd, BamHI 
HindIII, ClaI, sun, XhoI, ApaI, KpnI 

Figura 14. Estructura general de 10s casetes de regulacion genetica. Se especifi- 
can 10s sitios de restriccion presentes en ambos lados; P representa a 
cualquiera de 10s promotores F'RMUP o F k m  o R. 

Con la adicion de 10s casetes de resistencia a antibioticos removibles junto con el 

MCS, 10s casetes de regulacion de la expresion genetica quedaron delimitados en ambos 

lados por varios sitios de restriccion. Esta disposicion permite obtener 10s promotores 

junto con el marcador de seleccion por medio de digestiones sencillas o dobles, para 

fusionarlos transcriptional o traduccionalmente a un  gen determinado. 



La construccion del casete de expresion con el promotor R, se realizo de manera 

diferente a la utilizada para construir 10s casetes con 10s promotores PRM silvestre y 

mutante; la estrategia que se siguio se esquematiza en la Figura 15. El promotor R de 

lambda fusionado a1 gen lac2 se obtuvo del vector pLEXLacZ. Este pgsmido se digirio 

totalmente con AfllII-EcoRV y 10s extremos cohesivos generados se rellenaron con DNA- 

polimerasa del fago T4; 10s fragmentos de restriccion se separaron por electroforesis en 

gel de agarosa. Finalmente, el fragmento de 1563 pb que lleva casi la mitad 5' del gen 

reportero lac2 bajo la regulacion del promotor R, se recupero del gel como se describe en 

materiales y metodos. 

\ 
R, obtenido del pLEXLacZ 

\ 

Casete de resistencia 
escindible 

loxp loxp 

Figura 15. Estrategia seguida en el disefio y construccion del casete de regu- 
lacion de la expresion genetica con el promotor PL de lambda. 

El fragmento con la fusion R-ZacZ' fue clonado en el pksmido ~ I n t 3 ~ ,  digerido con 

Smd-EcoRV, con esta digestion, se elimini, un fragmento de 1110 pb que contenia la 

mitad 5' del gen lac2 sin promotor. De esta forma, no solo se obtuvo la fusion del 

promotor R a1 gen reportero la&, sino que, ademas, esta fusion genica se tiene en un 

vector termosensible, con lo cual se facilita la obtencion de inserciones/sustituciones 

cromosomales. Despues de seleccionar varias clonas por mostrar fenotipo azul en XGal, 

se purificaron 10s plasmidos de algunas de ellas y se verifico que presentaran el patron de 



restricci6n esperado con la enzima Hind111 (datos no mostrados). Todos 10s p1asil;:ios 

andizados fueron correctos y se selecciono uno de ellos, denominado pIntP~l4, para 

adicionarle 10s casetes de resistencia a antibioticos removibles (MCS-rAnbR) y terminar de 

construir 10s casetes de regulacion de la expresion genetica con el promotor PL. La adicion 

de 10s marcadores de selection al plasmido pIntP~14, se realizo utilizando la misma 

estrategia de construccion llevada a cab0 con 10s plasmidos que portan 10s promotores 

&MUP y PRMWT (ver Pag. 91). La estructura final de 10s casetes obtenidos se muestra en la 

Figura 14. Los plasmidos que llevan 10s casetes de expresion se nombraron pTsP~Cat2, 

pTsP~Gen4, pTsP~Kan2 y pTsP~Cat4. 

Con la construccion de este grupo de plasmidos, se obtuvo un conjunto de 

casetes de regulacion de la expresion genetica que sirven para la sustitucion in vitro del 

promotor silvestre de un  gen en particular par uno de 10s promotores de lambda, y cuya 

expresibn se desea inducir o reprimir debido a la presencia o ausencia de la proteina cI 

(ver Tabla 5). El otro componente del sistema para regular la expresion genktica de forma 

simultanea y concertada, es la construccion genetica que permite expresar al gen cI de 

forma regulada; i.sta, se obtuvo a partir de la cepa GI724 coma se describe en la siguiente 

seccion. 

4 .  OBTENC~ON DEL SISTEMA ~ E N ~ T I C O  PARA EX~RESAR EL GEN QUE CODIFICA LA 

PROTE~NA REGULADORA CI DEL %ACTERIOFAGO LAMBDA 

Para expresar el gen cI de forma regulada, se decidio utilizar la fusion genica Pt,,- 

cI donde la expresion del gen que codifica la proteina cI esta regulada por triptofano; en 

ausencia de triptofano, el promotor se induce con lo que se transcribe el gel1 cl que 

codifica el represor de lambda, mientras que en presencia de este aminoacido el promotor 

se reprime y no se sintetiza cI. Esta fusion genica se encuentra insertada en el locus 

cromosomal ampC de E. coli GI724, ampC::Pt,-cI, (LaVallie et al., 1993 y 2000). Para 

obtener esta construccion y poder utilizarla en otros fondos geneticas, se intento 

amplificarla par medio de PCR utilizando 10s oligos AMPCl y AMPC2, 10s cuales son 

especificos para la region cromosomal hacia arriba y hacia abajo del gen ampC (ver Fig. 

16). Despues de realizar varios intenlos para amplificar este fragment0 haciendo varias 

modificaciones en las condicioncs de PCR, no se obtuvieron resultados positi\~:,s. Como se 

desconnciati 10s detallrs de corn0 sc rcal1z6 esta ronstruccihn y no se encoiitro 

iiiSol.lnaciOn al 1-espccto. sc tlccitiii, amp1iSic;irla cn (10s partcs utilizzrndo oligonuclecitidvs 



especifcos para el gen d Los oligos se diseiiaron de acuerdo a la secuencia del gen cl 

silvestre, y se tomb en cuenta que hibridaran en la parte media de este gen y que, 

ademas, introdujeran el cambio del codon &GA por GGA. Este cambio no afecta a la 

proteina cI, debido a que ambos tripletes codifcan para el mismo aminoacido (arginina); 

en cambio, sirvio para crear el sitio de restriccion para la enzima BstBI, el cual se utilizi, 

para obtener la fusion genica completa (ver Fig.16). Los oligonucleotidos disefiados 

fueron: 

secuencia del gen A a;G ATG TIC TCA CCT GAG CTT AG4 ACC TlT CCA C 
c l  silvestre T CCC TAC AAG AGI a64 CI% G4A TCT TGG AAA GGT G 

G l y  M e t  P h e  S e r  P r o  G l u  L e u  A r g  T h r  P h e  P r o  

=-- 
Oligonuclebtldo 

CI3END GGG ATG n c  TCA CCT GAG m m ACC 

a64 crc 6 4 ~  QCC TGG AAA TGG m c a  
P r o  G i u  L e u  A r g  T h r  

Las reacciones de PCR para obtener 10s dos fragmentos de la fusion genica 

ampC::P--d, se hicieron mezclando cada uno de 10s oligonucleotidos especifcos para cl 

con cada uno de 10s oligonucleotidos especificos para am&, para tener en cuenta las dos 

posibles direcciones de insertion de la fusion P*-cl dentro de este gen. De este 

experimento, solo se obtuvieron productos de PCR en las reacciones con 10s oligos 

AMPC1-CI3END y AMPC2-CISEND de aproximadamente 1.7 y 1.85 kb, respectivamente. 

Este resultado demostri, que el gen cl est5 insertado en direccion contraria a la del gen 

am& (ver parte inferior de la Fig. 16). En el fragmento de -1.85 kb se encuentra el 

promotor Php y la mitad 5' del gen cl y en el fragmento de -1.7 kb se encuentra la mitad 

3' de cl. Ambos productos de PCR se clonaron directamente en el vector pCR-BluntII- 

TOPO. De 10s plasmidos obtenidos con ambos fragmentos, se seleccionaron algunos de 

ellos para caracterizarlos por patron de restriccion y determinar la direccion en que 

quedaron clonados 10s fragmentos. Se selecciono un pusmido con cada uno de 10s 

fragmentos clonados en la misma direccion, para ligarlos y obtener la construccion 

completa, y a1 plasmido obtenido se le denomino pBPSCI. Finalmente y para comprobar 

que la fusion genica obtenida por medio de PCR era correcta, se determino su secuencia 

de nucleotidos. Los resultados obtenidos demostraron que la fusion genica P+-d es 

correcta y que codfica para la proteina represora silvestre (datos no mostrados). 



Oligo CISEXD 
Oligo U3END - 1.85 kb 

4 e - 1.7 kb 
4 b 

Figura 16. Esquema de la estrategia utilizada para obtener la fusion genica 
ampC::Pw-cl por medio de PCR. Se indican 10s ohgonucleotidos 
que se utilizaron para amplificar 10s dos fragrnentos del gen d. 

De esta forma, la construccion ampC::Pwd presente en el pksmido pBPSCI se 

puede utilizar para regular la expresion del represor cI de lambda en cualquier cepa de E. 

colt despues de hacerle las modificaciones adecuadas para cada caso. Por ejemplo, para 

integrar la fusion genica P*-d en al@n locus cromosomal diferente a ampC, es necesario 

agregarle las secuencias homologas a1 nuevo locus cromosomal seleccionado en ambos 

lados, en lugar de las secuencias de am@. 

La validation de 10s sistemas para la regulation de la expresion genetica que se 

construyeron en esta parte del proyecto, se realizo utilizando las fusiones de 10s 

promotores de lambda a1 gen reporter0 la&, que se hicieron durante la construccion de 

10s casetes de expresion genica. De tal manera que las mediciones de actividad de la 

enzima P-galactosidasa expresada a partir de las fusiones del gcn que la coditica con 10s 



promotores PRM y R, deberh  reflejar el nivel de regulacion obtenido con 10s casetes de 

expresion genica y la proteina cI. 

En 10s objetivos particulares de este proyecto, se plante6 obtener fusiones genicas 

con 10s casetes de expresion construidos a nivel cromosomal. Para esto, el pomot5r i21ac 

del gen la& presente en el cromosoma de E. coli se intercambiaria por medio de un 

evento de recombinacion homologa doble por cada uno de 10s promotores de lambda. 

Para obtener el intercambio de una region especifica de DNA por otra, es necesario que 

10s fragmentos de DNA que se van a intercambiar tengan en ambos lados secuencias 

homologas. En este caso, para tener las construcciones adecuadas para sustituir el 

promotor Pi,, por uno de 10s promotores heterologos utilizados, se selecciono la region 

cromosomal localizada hacia arriba del gen lac1 (region uplacI), para adicionarla en el 

MCSl de 10s casetes de regulacion de la expresion genetica presentes en 10s plasmidos 

pBRP~~upKan2, p T s P ~ ~ w ~ C a t 4  y pTsP~Gen4 (ver Fig. 14). De esta forma, se tienen las dos 

regiones necesarias para que se lleve a cab0 el evento de recombinacibn homologa doble 

entre las secuencias del cromosoma y las secuencias correspondientes presentes en 10s 

plasmidos antes mencionados, region uplac1 y la&. 

La region uplac1 se obtuvo por medio de PCR, utilizando DNA cromosomal de E. 

coli W3 1 10T+ como templado y 10s oligonucleotidos uplac3 y uplac2 como iniciadores: 

Oligo uplac3 = 5'CAG CAG GCT GGA TGT CAG GGT GTT G3' 

Oligo uplac2 = 5'CGA TGG TGT CAA GCG CCA ACG TAA ATG C3' 

El product0 de PCR de 1067 pb que contenia la region cromosomal uplacI, se clono 

directamente en el vector pCR-BluntII-TOPO. Para determinar la direccion de clonacion 

de este fra-ento en 10s plasmidos obtenidos, se analizaron por patron de restriccion con 

PstI y de ellos, se selecciono un plasmido con el fragmento uplac1 clonado en el sentido de 

las manecillas del reloj, a1 que se denomino pCRuplacI. La adicion del fragmento uplacI a 

10s plasmidos pBRP~~upKan2, pTSP~~wrCat4 y pTsP~Gen4, se realizo obteniendo esta 

region como fragmento HindIII-Xh.01 del vector pCRuplacI y clonhdola eri el MCSl 

ubicado hacia arriba de 10s promotores presentes en estos tres vectores. De 10s plasmidos 

obtenidos, algunos fueron seleccionados para caracterizarlos por patron de restriccion 

con HincII, con lo que se confirm0 la clonacion de la region uplac1 (datos no mostrados). 

Asi, para llevar a cabo la sustitucion del promotor Pi,, por 10s promotores PIGMGP o P I ~ W T  o 

P,., sc sclcccioni) un plismido con cada uno dc ellos; 10s plasmidos obtenidos se 



nombraron ~INTPRMUP~CZ, pINTPwlacZ y p1NTP~lacZ. La estructura general de estos 

pkismidos se muestra en la Figura 17. 

Regi6n de 
homologia 2 

Regi6n de 
homologia 1 

hMCS2 A 

Figura 17. Esquema que muestra 10s principales componentes de 10s pliismidos 
construidos 'para sustituir el aromotor silvestre de la&, por alguno de 
10s promotor~s de lambda pr&entes en 10s casetes de rehlaci6n de la 
expresion genetica. El origen de replicacion no se muestra, y las cajas 
ralladas a 10s lados de la region uplac1 corresponden a1 MCS1. 

Finalmente, estos plasmidos se utilizaron para intercambiar el promotor Pk del 

cromosoma de E. coli GI724, por 10s promotores de lambda. Para esto, la cepa se 

transform6 con cada uno de 10s vectores y las celulas 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 selecciono una clona con cada uno de 10s plasmidos. 

Las colonias seleccionadas se crecieron siguiendo el metodo reportado por Le Borgne et 

al. (19981, para promover el evento de recombinacion homologa doble y obtener la 

sustitucion del promotor silvestre del operon de lactosa por 10s promotores PRMUP o PRMWT 

o R. Lamentablemente, a pesar de que se hicieron varios intentos por obtener las clonas 

denvadas de E. coli GI724, en las que se debio de llevar a cab0 el intercambio de 10s 

promotores, no se obtuvieron resultados positives. Si tomamos en cuenta que, en 

nuestras condiciones experhentales, diferentes cepas de E. coli RecA+ utilizadas para 

obtener integraciones y/o sustituciones cromosomales muestran diferencias signifcativas 

en la eficiencia con la cual llevan a cab0 este proceso y que, ademas, cuando utilizamos 

construcciones diferentes en una misma cepa tambien se presentan diferencias (ver Tabla 

I, Pag. 72), no consideramos extraiio 10s resultados obtenidos con esta cepa. 

Debido a que 10s resultados obtenidos con la primera estrategia planteada para 

caracterizar 10s casetes de expresion genetica no fueron 10s esperados, decidimos utilizar 

las fusiones del gen lac2 con 10s promotores de lambda presentes en 10s pKsmidos 

~INTPRMUP~~CZ, ~INTPRMwT~~cZ y pINTPJacZ, para hacer las determinaciones de 

13-galactosidasa. Las condiciones de crecimiento, preparacion de las muestras y medicion 



d e  la actividad enzimatica s e  detallan en  materiales y metodos. Los resultados de  l a  I 
medicion de  l a  actividad enzimatica de P-Gal expresada a partir de 10s casetes de I 
expresion construidos, se muestran en la Tabla 9; las unidades especificas se calcularon I 
de acuerdo al metodo reportado por Miller (1992). I 

Tabla 9. Determinaciones de  la actividad enzimatica de P-galactosidasa expresada 
a partir de  10s casetes de expresion genetica construidos. I 

a Los resultados corresponden a1 promedio de cuatro mediciones hechas en muestras obtenidas a 
partir de dos experimentos independientes. 
1' Actividades de p-Gal de las muestras tomadas antes de adicionar triptofano, para inhibir la 
sintesis de la proteina cI. 
Actividades de b-Gal en las muestras tomadas 4 hrs. despues de adicionar triptofano. 

* Plasmidos control: el pLEX solo lleva el promotor Pj. y 10s otros dos vectores llevan el gen lac2 sin 
promotor. 

Como se menciono lineas arriba, 10s experimentos realizados para determinar la 

Cepa: 
- 
GI724 

regulation de la expresion del gen lacZ a partir de 10s promotores de lambda PL y PRM, 

Actividad de P-Gal a 

(U/min/mg de proteina) 
No. de Copias 
del plasmido 

0 

tanto mutante como silvestre, y a traves de l a  proteina cI, s e  llevaron a cab0 con las 

+ cIb 
- 

6155130 

construcciones presentes en piasmido. En 10s resultados presentados en  la Tabla 9 ,  se 

- cIc 

7215162 1 

observa que cuando la cepa GI724 se crece en condiciones de induccion (I/R-M), presenta 

actividades especificas de [)-Gal muy similares e independientemente de que lleve 10s 

plrisrnidos utilizados como control (pLEX, pMC1403 y pInt31,) o 10s vcctores que llcvan el 

gcn IucZ ruslonado a 10s promotores PI<L,\I I y P,. CII plismidos dc bajo ni~mero dc copias 



presencia o ausencia de la proteina reguladora cI. En cambio, cuando esta cepa lleva 

fusionado este gen reporter0 a 10s promotores P k ~ p  y R en pksmidos de mediano y alto 

numero de copias, si se observaron diferencias en las actividades especificas de P- 
gdlactosidasa. 

La expresion de I& a partir del promotor R en el pksmido control pLEXLacZ 

multicopia, -200 copias/celula, fue reprimida en presencia de c1; mientras que la 

expresion de este gen en condiciones de induccion, debidas a la ausencia de cI despues 

de 4 hrs. de haber adicionado triptofano, se vio feflejada en un increment0 de tres 

brdenes de magnitud en la actividad especifica de esta emima (Tabla 9). La expresion 

gen6tica a partir del promotor PRMUP presente en el pkismido ~INTPRMuP~cZ de mediano 

numero de copias, 20-50 copias/cklula, no mostri, diferencias en presencia o ausencia de 

cf; estos datos, ademas de lo reportado por Gussin et al. (1983) de que la mutacion 

prmup- 1 aumenta la fuerza de este promotor debido a que el cambio de TA a CG acerca 

la secuencia de este promotor al consenso, de -g!Ti.:S>1"iJ";- a -&;',22~C>.t-, nos 

sugieren, y salvo la confumacion experimental posterior, que el aumento en la expresion 

genktica a partir de este promotor se debe a que el cambio favorece la formacion del 

complejo cerrado con la RNA-polimerasa. Lo anterior, tambien se ve apoyado por el hecho 

de que la cepa de E. coli X1-Blue transformada con este plasmido, a pesar de no 

expresar la proteina cI, presenta actividad de a-Gal similar a la presentada por la cepa 

GI724 transformada con este pgsmido (datos no mostrados). 

La expresion genetica a partir de 10s promotores P ~ M W T  y R en 10s pkismidos de 

bajo numero de copias, ~INTPRMWT~CZ y pINTPJacZ con 6-10 copias/celula, se mantuvo 

reprimida tanto en presencia de cI como cuando se inhibio la sintesis del represor por la 

adici6n de triptofano. Resultados sirnilares fueron obtenidos por Mieschendahl et al. 

(1986) a1 tratar de expresar el gen de la citrato-cintasa (gltA) a partir del promotor PI,; 

para regular la expresion genktica a partir de este promotor, ellos tambikn utilizaron la 

fusion del gen GI a1 promotor de triptofano clonado en el mismo vector de expresion del 

gen gltA. Cklulas de E. coli transformadas con esta construccion, no produjeron citrato- 

sintasa ni en presencia ni ausencia de triptofano, y concluyen que la concentracion de cI 

cs elevada por lo que el promotor fi se mantuvo reprimido; en cambio, cuando 

expresaron cI a partir de una copia de la fusion P1,-cI integrada en cromosoma, lograron 

inducir la produccion de la enzima despues de adicionar triptofano. En nuestro caso, 

parece ser que la concentracio~l de la proteina reguladora c1 tambien es elevada, por lo 





La modificacion a nivel cromosomal de microorganismos para ser utilizados como 

maquinarias biosinteticas de compuestos con aplicaciones industriales, medicas, 

medioambientales, etc. es una alternativa muy importante utilizada para la construccion 

y optimizacion de este tip0 de cepas. Con esta estrategia, la modificacion y transferencia 

de genes de manera dirigida, de y hacia un locus cromosomal especifico, no sbic pen-1:!!:e 

la modificacion fina de una cepa, sino que evita problemas asociados al uso de 

plasmidos. Entre estos inconvenientes, destacan la permanencia de 10s marcadores 

utilizados para verificar la obtencion de la modificacion deseada, en particular 10s que 

confieren resistencia a antibioticos, la perdida de 10s plasmidos y la carga metabolica 

adicional impuesta por la presencia de estos elementos extracromosomales. Ademas, el 

estudio de la regulacion de la expresion de un gen determinado en monocopia e integrado 

de manera estable en el cromosoma bacteriano, permite obtener resultados mas claros y 

confiables, ya que evita problemas ocasionados por la dosis genica, tales como ti':dlaci6n 

de moleculas efectoras o represoras, etc. 

Uno de 10s sistemas geneticos construido y descrito en este trabajo, permite 

eliminar eficientemente 10s genes de resistencia a antibioticos utilizados para seleccionar 

la insercion en el cromosoma bacteriano de modificaciones geneticas especificas. Este 

sistema comprende dos herramientas: La primera consiste de cuatro vectores que portan 

10s casetes escindibles de resistencia a antibioticos, 10s cuales se construyeron colocando 

un sitio loxP y sitios de restriccion multiple (MCS) en ambos lados de 10s genes cat (CmR), 

ntpII (KmR) y aacCl (Gm"). Los MCS colocados a ambos lados del gen que cociifica la 

resistencia a antibiotico, sirven para manipular in vitro 10s casetes escindibles y 10s sitios 

loxP, permiten remover el gen de resistencia por medio de un evento de recornbinacion 

sitio-especifica (Fig. 1, Pag. 61). La segunda herramienta es el plasmido pJW168, en el 

c u d  la expresion regulada del gen cre, esta bajo control del promotor Pi,,uvs (Fig. 2, Pag. 

61). Como este vector no puede rcplicarse a temperaturas superiores a 370C, una vez que 

el gen de resistencia se ha escindido de la cepa modificada, el vector se elimina facilmente 

por crecimiento del cultivo a temperaturas mayores de 37°C. 

Para validar el f~~ncionamiento de nuestro sisterna, se construyeron cepas LacZ- y 

GalE- por mcdio dc inscrcioncs y sin dcjar marcadores dc resistencia en el cromosoma. 

La cstrategia utilizada para interrumpir estos gcncs en E. coii W3110T'  utilizando el 



casete de resistencia Cat2 o un  sitio loxP, se esquematiza en la Fig. 3, Pag. 62. Despues 

de intercambiar 10s genes silvestres cromosomales por 10s interrumpidos en plasmido por 

recombinacion homologa, se eliminaron el marcador de resistencia y el vector pi?T.zb~: 55. 

Asi, despues de que el casete Cat2 y el plasmido pJW168 han sido eliminados de la cepa 

modificada, la unica pieza del sistema que permanece en 10s loci galE y lac2 del genoma 

bacteriano, es un sitio loxP hibrido de 34 pb, el c u d  es suficiente para interrumpir estos 

genes (ver Fig. 4, Pag. 63). 

El sistema reportado aqui, ademas de utilizarse con exito en diferentes cepas de 

E. coli, tambien se ha empleado para modificar cepas de Klebsiella, Salmonella, Proteus, 

Rhizobium, Pseudomonas, Vibrio, Enuinia, Acinetobacter, Aeromonas y otros 

microorganismos (datos no mostrados). Si se toma en cuenta lo anterior, adernks 6: :;-- L L ~  

las eficiencias de escision del marcador de resistencia obtenidas fueron cercanas a1 90 t5  

% (Tabla 1, Pag. 64) y la eliminacion 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 limitacion a la utilizacion repetida del sistema Cre/ loxP en la misma 

cepa, podria ser la acumulacion de 10s sitios loxP que permanecen en el genoma 

modificado despues de eliminar el marcador de resistencia, cuando se ha seleccionado la 
. . 

clona que lleva la modificacion genetica deseada. Esto podria permitir la recombin-"' a3-.on 

entre estos sitios, provocando la delecion o inversion de diferentes segrnentos del 

cromosoma, en funcion de la orientacion relativa y la distancia entre 10s 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 despues de 

sufrir un  rearreglo de este tipo. 

Otra alternativa para circunscribir la posible limitacion en el numero de 

modificaciones que se podrian realizar en una cepa, es la utilizacion de sitos ToxP 
. . 

mutantes reportados en la bibliografia, loxPS11, 10s cuales no recombinan con 10s :j!tioS 

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 secueiicias blanco, una opcion 

interesante seria utilizar dos o mas de 10s sistemas de recombinacion sitio-especifica 

conocidos, para obtcncr varias modificacio~les geneticas en la misma ccpa (Tabla 1). 

En la segunda elapa de este proyecto de doctorado, se construyeron 10s vectores 

con 10s casetes de regulacion dc la espres~on genetica, asi cotno el vector cle exprcsion de 



la proteina reguladora cI, plasmido pBPSCI (Figs. 14 y 16). El disefio y construccion de 

estas herramientas moleculares se llev6 a cab0 con la finalidad de regular de manera 

simultkea y concertada diferentes genes en el cromosoma bacteriano; basicamente, 

genes del metabolismo central de E. coli, con la findidad de modificar sus vias 

metabolicas y redirigirlas hacia la producci6n de alghn compuesto o metabolito de 

interes. Entre las modificaciones que se requieren realizar para alcanzar el objetivo 

particular mencionado, esta la de obtener la modificacion del nodo del fosfoenolpiruvato- 

piruvato (PEP-PYR) para dirigir 10s esqueletos de carbon0 hacia la sintesis de compuestos 

aromaticos, per0 sin comprometer el crecimiento de la bacteria. La utilization de 10s 

promotores de lambda, &M y PL, regulados por la proteina cI puede permitir esto. A pesar 

de que 10s datos obtenidos de la caracterizacion preliminar de 10s casetes de regulacion 

de la expresion genetica construidos no fueron 10s esperados (Tabla 9), no se elimina la 

posibilidad de utilizarlos para lograr 10s fines planteados en 10s objetivos. Como se 

menciono en la seccion de resultados adicionales, 10s datos obtenidos ademas de ser 

similares a 10s reportados por Mieschendahl et al. (1986j, 10s podemos cambia 

modificando la construccion utilizada para expresar a la proteina reguladora cI. Para esto 

y como continuacion de este proyecto, se plantea la obtencion de un sistema genetic0 que 

permita regular la expresion del gen cI 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 fusion genica presente en el plasmido pBPSCI (ampC::Pt,-cl). Una 

opcion viable seria disminuir la fuerza del promotor Pt, a traves de la modificacion de la 

secuencia de 10s hexheros  -35 y/o -10 por medio de mutagenesis dirigida y de acuerdo 

a lo reportado por Moyle et al. (1991). Esta estrategia ya ha sido utilizada con exito en 

nuestro grupo para obtener promotores derivados del Pt,, con diferentes fuerzas 

(Hernandez, 200 1). Otra opcion, seria modificar el tamafio de la secuencia que separa las 

secuencias -35 y -10, partiendo de 10s datos reportados por Dombroski et al. (1996), con 

lo c u d  tambien se puede modificar la fuerza del promotor. 

Despues de realizar las modificaciones necesarias para tener la expresion 

adecuada de la proteina reguladora cI, la estrategia que en un principio puede plantearse 

es la siguiente: colocar el gen pykF o/y pykA bajo regulation del promotor PRM y, 10s 

gencs tktA y aroGhquc codifican las cnzimas involucradas cn la sintesis del primer 

intermediario de la via de aromkticos (DAHPj bajo regulacion del promotor PL. (ver Figs. 18 

y 19). 
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Figura 18. Efecto de la regulacion de la proteina cI sobre las vias metabolicas de 
una cepa de E. wii cuando ciertos genes de la via glicotitica y para 
sintesis de compuestos aromaticos son puestos ba~o  la regulacion de 
10s promotores R y PRM. 

Bajo este esquema, en presencia de cI, la via glicolitica (EMP) deberia estar 

funcionando para permitir el crecimiento adecuado de E. coli, mientras que en ausencia 

Cle cI esta via deberia cstar funcionando a1 m W o .  Paralelamente, en presencia de cI la 

via de sintesis de compuestos aromaticos estaria inactiva, mientras que en ausencia de cI 

se activaria fuertemente a trav6s del promotor R, dirigiendo el carbon0 hacia la sintesis 

de estos compuestos. 



Figura 19. Vias metab6licas de una cepa de E. coli en ausencia de cI y con algunos 
genes de la via glicolitica y de la via de sintesis de aromaticos puestos 
bajo la regulacion de 10s promotores R y PRM. 

La modification de genes en cromosoma, asi como la insertion cromosomal de 

genes homologos yjo hetedogos tanto silvestres como modifcados, se ha transformado 

en una de las estrategias mas utilizadas, tanto para realizar estudios geneticos basicos 

como para el desamollo de estrategias con fmes aplicados. Las estrategias que se han 

desarrollado son muy diversas, y asi, encontramos aquellas que utilizan 10s sistemas de 

transposicion de algunos transposones como Tni545 (Peredelchuk and Bennett, 1997); 

las que utilizan 10s 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 celula huesped el DNA que se quiere integrar en 

cromosoma, utilizan PCR para obtener la construccicin genetica que se quiere integrar en 



el cromosoma como DNA lineal, y con el electrotransforman la cepa que se va a modificar 

(Datsenko and Wanner, 2000; El Karoui et al., 1999; Yu et al., 2000). La utilizacion de la 

tecnica de PCR en estos sistemas 10s hace muy interesantes, ya que evita el proceso, a 

veces largo, de clonacihn y/o modificacion y facilita la obtencion de las construcciones 

geneticas deseadas en un  tiempo muy corto. El inconveniente de estos sistemas es que 

debido a que el DNA lineal es muy susceptible a degradation por la actividad 

exonucleolitica intracelular presente en cualquier cepa, por lo que esta via debe ser 

inactivada para modificar el microorganismo con el product0 de PCR que lleva la 

construccion genetica deseada (Yu et al., 2000). Otra alternativa, es incluir sitios Chi en 

el DNA lineal, ya que estos bloquean la degradacion del DNA y estimulan la 

recombinacion (El Karoui et al., 1999). 

Los sistemas disponibles para obtener modificaciones y/o integsaciones en el 

cromosoma bacteriano son numerosos y diversos, por lo que es necesario hacer una 

evaluation de ellos para seleccionar el mas adecuado para obtener la(s) modificacion(es) 

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

La integracihn de marcadores a nivel del cromosoma de la bacteria y en sitios 

especificos, es un tip0 de evento altamente demandado en las estrategias de modificacion 

de cepas por medio de genetica microbiana. De igual forma, tambien resulta deseable la 

ausencia de cualquier tip0 de plasmidos en 10s microorganismos utilizados en 10s 

procesos de produccion. En nuestro laboratorio, hemos diseiiado sistemas geneticos 

orientados a optimizar ciertos procesos fisiologicos microbianos y para ello se han 

desarrollado herramientas y sistemas geneticos orientados a resolver 10s problemas 

selialados como parte de este tema en particular. Como resultado del presente trabajo 

experimental, podriamos sefialar las siguientes conclusiones: 

, Las herramientas y el sistema genetic0 que se disefiaron y construyeron en este 

trabajo, permilen obtener cepas de E. coli y otros microorganismos con 

modificaciones cspccificas en cl cromosoma y sin dejar marcadorcs de scleccion, cn 

par t~culnr  los tie res1s1cncia a ant1bi6ticos. 



& Debido a que la recombinasa Cre escinde eficientemente el gen de resistencia 

delimitado por sitios loxP, el mismo marcador de resistencia a antibioticos 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 antibioticos que permiten 

seleccionar adecuadamente las celulas modificadas, sobre todo porque 10s genes 

que codifican resistencia a antibiotic0 y que permiten seleccionar adecuadamente 

las celulas que 10s expresan a partir de una copia integrada en cromosoma, no son 

muchos. 

& Algunos de 10s sistemas geneticos desarrollados en este trabajo, llevan el origen de 

replicacion del plasmido pSC101, y debido a que la replicacion a partir de este 

origen depende de la proteina RepA funcional, la c u d  en este caso es termosensible, 

estos sistemas permiten la obtencion de cepas libres de plasmidos despues de 

concluir el proceso de obtencion y seleccion de la modificacion genetica 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 

rnodificacion genetica, 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 

geneticas mediante la integracion 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 pSClO1, que debido a que depende de la presencia de la 

proteina RepA termosensible para replicarse, permite obtener integraciones 

cromosomales por recornbinacion homologa doble sin requerir el uso de cepas 

cspeciales; 10s casct-cs cle rcs~stcncia a antibioticas escindibles, elimillan la 

nccesidad dc contar con otros marcadorcs dc sclcccio~i para obtcncr modificacioncs 

mi-tltipics cn un:~ sola ccpn. y la climin;1ci6ii d r  10s gc~ics dc rcsistcncia pcrmitc 
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gen que codifica para la enzima gentamicina acetil-transferasa (GmR) 

antibioticojs] 

ampicilina 

enzima P-galactosidasa 

gen que codifica la enzima p-lactamasa (ApR) 

AMP-ciclico 

proteina receptora de CAMP (proteina activadora de catabolitos), 

actua como regulador positivo cuando se activa por AMP ciclico. 

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

cloranfenicol 

gen que codifica la proteina Cre 

recombinasa sitio especifica del bacteriofago PI 

3-desoxi-D-arahino-heptulosonato 7-fosfato 

acido desoxirribonucleico 

enzima DNA-polimerasa 
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eliminacion de un fragment0 del cromosoma bacteriano o de al@n 

gen determinado 

Escherichia 

eritrosa-4-fosfato 

via metab6lica de Entner-Doudoroff 
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participa en el metabolismo de galactosa 

gentamicina 

acido indol-3-acrilico 

medio minimo formulado para condiciones de induccion, y utilizado 

para 10s estudios de la expresion genetics a partir de 10s promotores 

PLIPRM del bacteriofago lambda 
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kanamicina 

bacteriofago lambda 

gen que codifica la proteina represora del operon de lactosa. El 
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increment0 en la expresion a partir de este promotor y que se trzdl~ce 

en aproximadamente 10 veces mas concentracion del represor. 

gen que codifica la enzima P-Gal, la c u d  esta involucrada en el 

metabolismo de lactosa 

medio de cultivo Luria-Bertani 

secuencia de 34 pb donde se lleva a cab0 la recombinacion sitio 

especifica mediada por la recombinasa Cre del fago P1 

sitio de clonacion multiple 

RNA mensajero 
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icido llalidisico 
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gen que codifica la enzima aminoglicosido 3-fosfotransferasa (KmR) 

ortonitrofenil-b-D-galactosido, sustrato cromogi.nico para la enzima 

6-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 

reaccion en cadena de la polimerasa 

fosfoenolpiruvato 

gen que codifica la proteina pi (n), la cual es necesaria para la 

replicacion de 10s plasmidos con el origen de replicacion gax? $el 

replic6n R6K 

promotor lac con la mutacion 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 metabolica de las pentosas fosfato 

enzima fosfoenol-piruvato carboxilasa 

enzima fosfoenol-piruvato sintasa 

sistema de la fosfotransferasa 

isoenzima piruvato cinasa A (tipo 11) 

isoenzima piruvato cinasa F (tipo I) 

piruvato 
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ampicilina 

sitio de union a ribosoma 

riiampicina 
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medio minimo formulado para condiciones de Represion, y utilizado 

en 10s estudios de la expresion genktica a partir de 10s promotores 

R/&M del bacteriofago lambda 
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sensibilidad 
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Thank you for your dIrect s ~ o n  to the N u c l d e  Sequ- Ratabm. PP- 
find attached, a copy of the databaw entry made fram the data which you submiwd 
We ask that you check the enby carefully and report any errvrs using our WWW 
update form, URL; http:/t'www3.ebi.rrc.uk/Se~cesiwebin/update~updatehhnl 

If you do r.ot have a- to the WWW please e-ma3 our database staff to request an 
updake form, updaw@ebi.ac.uk. We do not accept updates sent by disk or surface 
mail. 

If  this data is to be published, it  is in~garfmt that p contact us with complete 
citation mfirmatlan at the time of pubhlion, as this is the arJy wag that we can 
guarantee timely reflection of the publication status in your entry. 

Yiiurs sinrerely 

E I m L  Nucleotide Sequence DalabaYe 
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Dear C~illeague, 

Thank you for our s u b m k i c m  to the Nuclmtide Sequence Database. E d c e d  is a 7 ct,py d each o your miris as kted belmv. 

Please cheek the entry(&$ &ll arid report m y  erma using our WWW update 
hrm, LRL: http:, /www3.ebi.ac4u~j~rvkesiwebiniupdate/upda~.htd 
If you do cot have a- to the W W  please e-mail our database staff to request an 
update turrn, updat&bi.ac.uk. We do not accept updab e s t  by disk or surface 
mail. 

P1ea.w nrltv that the status of the eniq(ies) is confidential. It it is now appmpriate to 
rclcnsr the data to tlw rewarch comiun:t!  pkxe contact us and ne dl &ice it 
:v~ilable immediately. It is yoour respo1731 ~llry b 7rovii.e t h ~  da-Aase with the 
crmpletc: citation details as saon as they become available. 

Yt?u~% sincerely 

EkIBL Yucleotide Sequence Database 

. - -- - - - - - - . - . - . - , . 

.41403982 CVE403982 is conf ident ia l  until %Om-U)LW 
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Thank you far your submissian to the Nuclatide Sequence Database. E h c W  is a 
copy vf each of your entries as listed below. 

Pleasc check the entryjies] carefull and repori any erram using our WWW update 1 .  form, URL: http:/ ,' w ww3.ebi.ac.u /Semces/webin/update/upda tehtml 

I t  you do not have a m s s  ta the WWW please ernail our datebwe staff to requmt an 
update frmn, updilt&ebi.ac.uk. W e  da not accept updates sent by disk or surface 
mail. 

Please note that the status of the entry(&.) is didential. If it is now approp~iate to 
miease the data to the r&emh comrnu~um please contact us and r1.e ndl &e it 
available immediately. It is your respo 11ity to provide the database with the 
cvmpletc citation details as soon as they become available. 

EMBL hjucleoiide Sequenc~ Database 

Accession-Nob): 
A1278278 M27827S is ccmMentiill antit 25-OCT-20M) 
AJ278279 CNE276279 is confidential until 25-OCT-20W 
A1278280 CVE278ZBO is confidential aniil25-OCT-2WO 

E m ,  &marion EBI 
HbWca Hall, Hmxton NsDvatk addwswd 
Cambndse GB10 I G q I K  @ate m ~ * c n s :  datasubt~ir.blac.uk 
Telephons c04 10) 1 P 3  44496  p n l  mqulW: dbtbPb9Bbi.w uk 
Telelax 4 4  (0) 1223 494472 
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Dear Cs~lhague, 

Thank you for your direct submission to the he~ucleptide Sequence Database. Please 
find attached, a copy of the database entry made from the data which you submitted 
We ask that you chedr the mtry carefully and report any ermrs using our WWW 
update form, URL: http://~wv3.ebi.ac.uk/Services~webiniupdatefupdak.html 
Lf you da not have access to d e  WWW please email our database staff to request an 
update form, update@ebi.acuk We do not accept updates sent by disk or surfam 
mail. 
If thii data is to be published, it is important that you contact us with complete 
crtation information at the h e  of publication, as this is the only way that we can 
guarantee timely reflection of the publication status in your entq. 

EMBL Kudeotide Sequence Database 

Accessiu~~ Nu(& 
AT218281 ACL278281 ia no€ confidential 
4278281 ACI.278282 is not confidential 
A1178283 ACL2Te283 ia not confidential 

EMBL Outstalim EBI 
nlnkton Han. nlnxton Nehwrk adrteenns 
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Subject: Re: request of plasmids 
Date: Mon, 01 May 2000 19:43:51 -0600 

From: Sui-Lam Wong <slwong@ucalgary.ca> 
To: boliva@bt.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. pLoxl 

2 pJW168 

3. pLoxGen4 

My mailing address is as follows: 

Dr. Sui-Lam Wong 
Department of Biological Sciences 
University of Calgary 
2500 University Drive, N.W. 
Calgary, Alberta T2N 1N4 
Canada 

Thank you very much for your attention 

Sincerely yours, 
Sui-Lam Wong 
Associate Professor 
Department of Biological Sciences 
University of Calgary 
Calgary, Canada 



Subject: plasmids described in Palmeros et a1 
Date: Tue, 16 May 2000 13:27:43 -0700 
From: "Radany, Eric" ~eradany@msx.ndc.mc.uci.edu~ 
To: "'bolivar@ibt.unam.mx"' <bolivar@bt.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 



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

To: "'boliva@ibt.unam.mx'" boliva@,ibt.unam.rnx 

Dear Prof Bolivar, 

I found really interesting your work recently published on Gene (2000) 

247:255-264. A s  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, I would really appreciate if you 

could send me the following plasmids described in the above-mentioned paper: 

pLoxCat2, pLoxKan2, pLoxGen4, and pJW168. I thank you in advance for your 

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

Sincerely yours. 

Abel Ferrindez 

Abel Ferrindez, Ph.D. 
The University of Iowa 
Department of Microbiology 
5 1 Newton Rd. 3-40 1 BSB 
Iowa City, IA 52242 
PH. 3 19-335-7856 
FAX. 3 19-335-7679 
e-mail: abel-ferrande@,uiowa.edu 

ferrandeza@mail.medicine.uiowa.edu 



Subject: vectors 
Date: Wed, 24 May 2000 16:33:39 -0700 

From: "Miro Pastrnak" <pastrnal@scripps.edu> 
To: <bolivar@ibt.unam.mx> 

Dear Dr. Bolivar, 

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

Gene 247(2000): 255 (pJW168, 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 your written approval. 

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

Sincerely, 

Miro Pastrnak 

Peter G. Schultz Laboratories 
The Scripps Research Institute, SR202 
10550 North Torrey Pines Road 
La Jolla, CA 92037 
Phone: 858-784-93 18 
Fax: 858-784-9339 
pastrn&@scripps.edu 



Subject: constructs 
Date: Man, 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: 

Hoping that you can help. Thanking you 

Cheers 

Wayne. 

Dr. Wayne Reeve 

Centre for Rhizobium Studies 

Division of Science & Engineering 

Murdoch University 

Perth, WA 6 150 

Australia 

Phone b 1-8-9360263 1 Fax h I-8-936Oh48h 



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. I am very interested in this work and 

would like to try your vectors in Bacillus. A s  such, I would very much 

appreciate if you could send us  the pLOXCat4/pLOXl 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, 

Arnrita Kumar 

30 10 Rollins Research Cente~ 

15 10 Clifton Road 

Atlanta, GA 300322 

USA 



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 100 16. 

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 



Subject: Lox cassettes 
Date: Fri, 28 Jul2000 11:26:36 -0500 

From: Susan Egan <sme@ukans.edu> (Susan Egan) 
To: bolivar@ibt.unam.rnx 

Dr. Francisco Bolivar, 

I recently read your paper describing the construction of several 
antibiotic resistance cassettes 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. Bacteriol. 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. I 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 

Dr. Susan M. Egan 
803 1 Haworth Hall 
Dept of Molecular Biosciences 
University of ICansas 
Lawrence, KS 66045-2 106 
Phone: 785-864-4294 
fax: 785-864-5294 



Subject: loxP AnbR plasmids 
Date: Tue, 1 Aug 2000 12:28:59 -0700 

From: de crecy-lagard <vcrecy@scripps.edu> 
To: bolivar@ibt.unam.rnx 

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 construct tool but not at a very efficient pace. I am happy 

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

plasmids decscribed in the Gene paper (pLoxCat2 , ploxKan2 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, 



Subject: Plasmids request 
Date: Tue, 08 Aug 2000 15:02:24 -0700 

From: "Francois Baneyx" <baneyx@cheme.washington.edu> 
To: Francisco Bolivar <bolivar@bt.unam.rnx> 

Dear Dr. Bolivar: 

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, pLoxGen4, pJW168 and pKNG101, and 

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

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

Best wishes, 

Francois Baneyx 

University of Washington 

Department of Chemical Engineering, Box 35 1750 

Seattle, WA 98 195-1750 

USA 

Ph: (206) 685-7659 

Fax: (206) 685-3451 

E-mail: bai1cy~~cheme.'cvas11i~~~to~~.edu 



Subject: Cre/loxp system 
Date: Fri, 11 Aug 2000 15:29:41 -0700 
From: JianGen Gong <jgong@diversa.com> 

To: "'F.bolivarU' <bolivar@ibt.unarn.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. 

I 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, 

W3 110 and 294-cre. Plasmids:pMS2,pLOXl, pJW168, pJW168DEB and pInt3. 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 92 122 

USA 



Subject: Plasmid request 
Date: Sun, 27 Aug 2000 15:33:22 -0500 

From: "Barry L. Wanner" <blwanner@bilbo.bio.purdue.edu> 
To: bolivar@bt.unam.mx 
CC: wild@oncology.wisc.edu 

Dear Dr. Bolivar, 

I am writing for samples of the plasmids pJW168 (lacIq F'uv5-Cre ori-ts 

bla), pLoxl, pLoxCat2, pLoxKan2, and pLoxGen4 which you described in Gene 

247 (2000) 255-264. 

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

for basic research purposes. 

Thank you 

Sincerely, 

Barry L. Wanner 
Professor 
F'urdue University 
Dept. Biol. Sci. 
West Lafayette, IN 47907-1392 

Ph: (765) 494-8034 
Fax: (765) 494-0876 
Email: BLWanner@,bilbo.bio.purdue.edu - 
http: / /www. bio.purdue.edu/Bioweb/people/ facultv/wanner.html 
http: / /www.biochem.purdue.edu/ -bmb/faculty/wann.html 



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 FRTJFLP 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 a s  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 / "Being certain of the conclusion assists 
Dept. Biology, U.of Utah / in finding the proof' 
SLC, UT 84 112 USA / Galileo 
kofoid@,biolo~.utah.edu / 

80 1 /58 1-3340 (lab) 
801/585-6207 (fax) 



Subject: request 
Date: Man, 13 Nov 2000 15:49:06 -0500 

From: Elizabeth <Elizabeth.Pradel@medecine.univ-mrs.fr> 
To: bolivar@ibt.unam.mx 

Dear Dr. Bolivar, 

Almost 2 months ago I wrote an email to you requesting for some 

strains. A s  I didn't get any answer, I 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 1 used to work on E. coli during my thesis 

(periplasmic acid phosphatases) and 1st postdoc (LPS). Then, for 6 years I 

've been working on iron uptake and iron regulation in Bordetellapertussis 

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 tolC) 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: 

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

Bcst regards 
Elizabeth Dr Elizabeth Pradel 
INSERM CJF 9606 
Faculte de Medecine 
217 Bd Jean Moulin 
13385 Marseille cedes 05 
Francc 
Tel: 33(0)4'1l 32460'7 
Fax: 3 3  (014 9 1 32 46 06 



Subject: plasmid requests 
Date: Wed, 15 Nov 2000 13:31:24 +0100 

From: Klas.Flardh@icm.uu.se (Klas Flardh) 
To: bolivm@ibt.unam.rnx 

Dear Dr. Bolivar, 

I am working in the microbiology-programme 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, 1.d be extremely grateful if you kindly 

could send us  the plasmids pLoxCat2, pLoxKan2, pLoxGen4, and pLoxl 

(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 Fl&dh, PhD 

Department of Cell and Molecular Bioloa 
Uppsala University 
Biomedical Center 
Box 596 
SE-75 1 24 Uppsala 
Sweden 

te1+46 18 4714058 
fax +46 18 530396 

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



Subject: ENEP Iztacala 
Date: Mon, 27 Nov 2000 17:32:12 -0600 

From: ~octavio.garcia@correo.unam.mx~ 
To: <beatriz@ibt.unam.mx> 

Mi nombre es Octavio Garcia, pertenezco al laboratorio de genetica de la ENEP 

Iztacala, y asisti al congreso de bioquimica en Acapulco donde pude ver el 

trabajo que e s t h  realizando Uds. en materia de mutagenesis bacteriana y 

realmente me encuentro muy interesado en el sistema desarrollado por ustedes, en 

especifico el mostrado en su cartel "Obtencion de modificaciones cromosomales 

en E. coli con la eliminacion posterior del marcador de seleccion". El motivo 

de mi inter& es debido a que nosotros estamos interesados en la expresi6n del 

gen de Aerolisina de Aeromonas hydrophila y la obtencion de una cepa mutante 

mediante el sistema desarrollado por uds. nos seria de gran utilidad. Espero 

podarnos tener comunicacion pronta, ya que como le decia me es muy interesante 

ese sistema y me parece factible aplicarlo en nuestro proyecto. 

Agradezco de antemano su atencion 

Atte. Octavio Garcia 



Subject: 
Date: Tue, 6 Mar 2001 01:05:09 +0100 
From: "lau pierre" <laupou@immgen.cnrs.fr> 
To: <bolivar@ibt.unarn.mx> 

Dear Dr.Bolivar, 

After reading the very nice article you published last year in Gene about removable 

cassettes to obtain genomic modifications of E.coli, I a m  writing to ask 

you if the pLOXl is available from your lab. We are working on MHC class I 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 pLOXl vector. 

Looking forward to your reply 

Best regards 

Pierre Lau 
UPCM-CNRS UPR 2 163 
Hopital Purpan 
Place du Dr Baylac 
3 1300 Toulouse 
France 
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