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Capitulo 1

Resumen

El campo de la Biologia Sintética, tiene como uno de sus propoésitos primordiales
la construccion de sistemas sintéticos, ensamblando de manera multiple y sucesiva ca-
da uno de sus elementos, esto ha dado lugar, al desarrollo de una serie de protocolos
estandarizados, dentro del campo de la Biologia Molecular. Entre los protocolos mas
recurridos, se encuentran la restriccion, ligacion y clonacion, el uso de ciclos sucesivos
de amplificacion de elementos génicos, por medio de PCR (Polimerase Chain Reac-
tion) sobrelapado y su subsecuente integracién por recombinacion en el cromosoma.
El objetivo del presente trabajo, consiste en permitir la integraciéon de los elementos
constituyentes de sistemas sintéticos de manera eficiente, al eliminar algunas de las
restricciones més notorias de las técnicas actuales de ensamble de elementos de DNA.

La creacion del sistema permitié hipotetizar la existencia de posibles eventos de
interferencia transcripcional, como oclusion o sitting duck (baja acumulacion de in-
termediarios en el inicio de la transcripcion), los cuales previenen el silenciamiento del
gen de resistencia al evitar la formacion de RNA’s antisentido, o que se de la colision
de RNA polimerasas, eliminando la capacidad del sistema de seleccionar por ausencia

del gen de resistencia



Capitulo 2

Introduccion

2.1. Biologia Sintética

La elucidaciéon del operéon lac como circuito regulatorio de la respuesta celular
ante estimulos ambientales, por Francis Jacob y Jacques Monod en 1961, aunado al
desarrollo de técnicas en el campo de la Biologia Molecular y més tarde, el surgi-
miento de las nuevas tecnologias de ultima generacion para secuenciacion de DNA y
analisis cuantitativo de RNA, proteinas, lipidos y metabolitos, permitieron establecer
una nueva area, la Biologia de Sistemas. La cual combina la biologia experimental y
las tecnologias computacionales para crear, comprender y disenar redes regulatorias
en sistemas bioldgicos que modifiquen de manera progresiva los procesos intrinsecos
de las células, como la diferenciacion, senalizacién, divisiéon celular, entre otras. La
modificacién del comportamiento celular, marco el comienzo para la generacion de
una célula "programablegon la finalidad de enriquecer campos biotecnologicos y mé-
dicos. Alrededor de los anos 2000-2008, se crearon una gran cantidad de circuitos
sintéticos, como los llamados toggle switch, repressilator (ambos construidos por el
mismo grupo de elementos; es decir, promotores inducibles) y oscillator, ademéas de
circuitos basados en quorum sensing y aquellos construidos con logica booleana en
Escherichia coli (1).

La importancia de la construccion de estos circuitos sintéticos de manera exitosa,

radica en que el uso de metodologias basadas en ingenieria, permite la construccion
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Figura 2.1: Relacion entre la Ingenieria eléctrica, biologia y biologia sintética en la
construccion de sistemas o circuitos sintéticos.Modificada de Khalil S. A y Collins
J.J., 2010.

de sistemas biologicos con un comportamiento facilmente programable. Ademas, es
fundamental en la construccion de sistemas bioldgicos sintéticos resaltar la extrapo-
lacién y conjuncion existente entre disciplinas como la electrénica. Por ejemplo, la
construccion de oscillators en el area electronica sirve para el cronometraje de tiem-
po, como es el caso de circuitos osciladores de tipo LC (L-inductor, C-capacitor), que
generan senales electronicas de manera periddica. El analogo biolégico se encuentra
representado por el reloj bioldgico (ritmos circadianos) en cianobacterias, el cual sin-
croniza procesos como la fotosintesis y la fijacion de nitrégeno. Tomando como base
ambos sistemas, en el area sintética, la construccion del circuito nombrado repressi-
lator, hace uso de represores para generar un asa de retroalimentacion negativa en
donde el primer promotor guia la expresion del segundo y asi sucesivamente, de forma
que la expresion genética es oscilatoria o periddica, como se esquematiza en la figura
2.1 (2).

La reprogramacion de las redes de regulacion genética, tanto en eucariontes como

en bacterias ha permitido el desarrollo de miultiples aplicaciones biotecnolégicas, co-
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mo la produccién de bioquimicos, biodiesel, artemisina e incluso en el campo médico,
como es la creacion de biosensores que detectan células cancerosas para su subse-
cuente eliminacion. De tal forma que, el tener conocimiento de las redes de regulacion
genética y el comportamiento celular permiten acoplar la programacion de dichas
redes de regulacion para crear arquitecturas que cumplan con los objetivos o tareas

satisfactoriamente. (3-5).

2.2. Construccion de circuitos sintéticos: Técnicas
para el ensamble de regiones génicas.

Como anteriormente se menciond, uno de los objetivos de la Biologia Sintética es
comprender a profundidad el funcionamiento de los sistemas naturales, con la fina-
lidad de reconectar y redisenar cada uno de los componentes del sistema sintético,
sin olvidar, que la célula se encuentra en un sistema dindmico, en el que se debe
considerar las implicaciones del contexto genético. De tal forma, que el sistema sin-
tético finalizado tenga modularidad, esto significa, que cada una de las partes debe
funcionar independientemente de las otras sin afectarse mutuamente (6, 7).

Para solucionar el problema del contexto genético en el diseno de sistemas sinté-
ticos, muchas veces se recurre al aislamiento de cada una de las partes para que este
no afecte las funciones del propio sistema. Por ejemplo, el aislamiento de la region
de unién al ribosoma de la secuencia 5’'UTR, puede incrementar la expresion de la
proteina codificante (8).

De igual trascendencia en el diseno de circuitos sintéticos, existe la sobrecarga en el
funcionamiento de un sistema. Esto hace referencia a la existencia de miltiples sitios
de respuesta a un factor de transcripcion.Por ejemplo, la existencia de un gran nimero
de operadores de un promotor, puede disminuir la tasa de reaccion de la expresion del
gen. Por consiguiente, para la modificacion de arquitecturas en las redes regulatorias,
se deben considerar ciertos parametros, como son el nimero de sitios de unién a un

factor de transcripcion, su localizacion, su afinidad de unién y la concentracion del
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factor de transcripcion

Como Brewster y colaboradores (2014) demuestran, existe una relacion entre el
namero de sitios de unién a un determinado factor de transcripcion y la tasa de
decaimiento de éste. Es decir, la tasa de decaimiento del factor de transcripciéon es
lineal cuando el sitio de unién se encuentra en monocopia en el cromosoma; mientras
que, si hay miltiples sitios, el decaimiento experimenta un alentamiento antes de
disminuir linealmente (Figura 2.3). Esta observacion es de fundamental importancia
en la construccion de circuitos sintéticos, pues el reducir la competencia de unién para
un factor de transcripcion derivada de la existencia de miultiples sitios de union, que
ademas pueden tener distintas constantes de afinidad, aumenta la robustez y control
del sistema (7).

En resumen, para el diseno y construccion de sistemas sintéticos se deben consi-
derar factores como la propia arquitectura del DNA (posicion y energia de union a
secuencias regulatorias o promotoras) y la concentracion de las moléculas actuantes
en el sistema, ya que fluctuaciones en las concentraciones de factores de transcripcion,
inductores, etc., (figura 2.2) afectan directamente la respuesta biologica, reflejada en
el fenotipo esperado.(9).

La construccion fisica, el diseno cuantitativo y/o medicién cuantitativa de me-
tabolitos (inductores y respuesta), son aspectos en el diseno de sistemas sintéticos,
que derivan en la estandarizacion del uso de elementos genéticos para su generacion
y jerarquizacion. Sin embargo, la construcciéon de sistemas sintéticos tiene una serie
de dificultades, sobre todo cuando se requiere incrementar la complejidad del circui-
to y la incorporacion de elementos se convierte en un obstaculo. El surgimiento de
métodos de optimizacion de ensamble ha permitido no sélo aumentar la complejidad
de los sistemas disenados, sino también generar procesos eficaces para el ensamble
de miiltiples partes, ejemplos de esto son las técnicas de BioBrick, Gibson y Golden
Gate (10-12).

Es importante mencionar la existencia de una eleccién diferencial entre las téc-
nicas para la construccion de circuitos regulatorios dentro del campo de la Biologia

Sintética, siendo los de primera eleccion Gibson assembly (13), Golden Gate y la reac-
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Figura 2.2: Parametros clave a considerar durante la construcciéon de sistemas sinté-
ticos. A. Representa la afinidad de la RNA polimerasa (azul) a su sitio de union y
la afinidad de un factor de transcripcion (rojo) a su correspondiente sitio de union
B. Factores que afectan el funcionamiento de un sistema sintético. 1. La arquitectura
del DNA y 2. la concentracion de moléculas como factores de trasncripcion (rojo), in-
ductores o regiones regulatorias(promotores). Modificada de Garcia. et.al, 2010.et.al,
2010.(9).

cion de ligasa ciclica. Sin embargo, se han creado una serie de técnicas estandarizadas
como la clonacién modular, Golden Braid y el ensamble a través de sobrelapamien-
to de modulos con linkers (MODAL, por sus siglas en inglés). Cada uno de estos
sistemas muestran ventajas y desventajas al contrastarlos entre si (para una mejor
comparacion y definicion de las técnicas, ver cuadro 2.1).

De manera general, aquellas estrategias que implican el uso de enzimas de res-
triccion y subsecuente ligacion presentan la ventaja de un ensamble jerarquizado de
elementos, sin el uso de PCR. Sin embargo, las secuencias remanentes de las restric-
ciones estorban para la siguiente integracion de algtin otro elemento genético, lo que
limita el ensamble miltiple.

El sobrelapamiento de elementos, es otro tipo de técnica que permite clonar de ma-
nera simultanea multiples elementos de DNA, pero danando la integridad del mismo,
ademés de la dificultad de mantener la orientaciéon correcta de cada parte. Por tlti-
mo, la ligacion ciclica de DNA se sirve de los mecanismos naturales de la célula para

integrar en el cromosoma, por lo que no presenta remanentes de secuencias de corte,
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Figura 2.3: Relacion entre el nimero de copias de una secuencia de unién a un deter-
minado factor de transcripcion y la tasa de decaimiento del factor de transcripcion.
A. Dos escenarios con diferente niimero de copias de una secuencia regulatoria. En el
panel de la izquierda se ilustra un sistema con una copia tinica en el cromosoma y en
el de la derecha, uno con miltiples copias localizadas en plasmidos. B. Grafica de la
tasa de decaimiento del factor de transcripcién en relaciéon con el nimero de copias
de su secuencia blanco. Linea roja: cinco copias del promotor por célula, linea azul:
una copia del promotor por célula. Modificado de Brewster et al., 2014.
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Figura 2.4: Representacion de los métodos de ensamble de partes de DNA

pero para generar cada elemento en el orden correcto se necesita de hacer ciclos de
PCR sobrelapado.. La figura 2.4 esquematiza cada uno de los enfoques, anteriormente
mencionados.

La estandarizacion de estas técnicas asegura la integracion de diferentes elementos
de DNA en un orden definido y progresivo. La dificultad de estas técnicas mayori-
tariamente reside mayoritariamente en que se agotan los sitios para la clonacion de
nuevas regiones en los vectores de ensamble, ademas de la realizacion de multiples
ciclos de PCR para la generacion de las construcciones, en la Figura 2. se esquemati-
zan cada uno de los métodos de manera general(14). Las metodologias de ensamble
tienen como finalidad comun la construcciéon de diferentes regiones en un orden defi-
nido, permitiendo las combinacién de partes de DNA, todo esto en una sola reacciéon
o paso, muchas veces para lograr alguno de estos objetivos, es necesario la integra-
cion de diferentes técnicas estandarizadas, generando protocolos que hacen eficiente

la construccion de circuitos o vias metabdlicas (15).
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Cuadro 2.1: Comparacion de las ventajas y desventajas entre las técnicas existentes
para el ensamble de regiones de DNA.

Método de en- | Ensamble por Res- | Recombinaciéon Recombinacién
samble triccion y Ligacion | sitio-especifica y ensamble
y ensamble por | por reconoci-
sobrelapamiento miento
Estandarizacion BioBrick BglBrick | Gateway HVAS Yeast | LCR BASIC
iBrick ePath Brick | TAR Bacillus Do-
Golden Gate Gol- | mino SIRA OE-PCR
den Braid MoClo | CPEC SLIC Gibson
MASTER NE-SLIC USER InFu-
sion SLiICE MODAL
PaperClip
Ventajas Permite fusiones de | Ensamble multiple. Usa la maquina-
proteinas. Ensamble | Sin uso de endonu- | ria natural de la
jerarquizado. Uso de | cleasas. célula.
enzimas tipo IIS(I- | Uso de integrasas de | ensamble multi-
Scel). fagos (sitios att). ple (one-step)
Ensamble miltiple. Permite eliminar e in- | no existen se-
El uso de enzimas de | tegrar partes de DNA, | cuencias "scar"
restriccion tipo IIS | reemplazamiento-
elimina las secuencias | (¢C31 ).
“scar”. Secuencias homologas
(20-40 pb de largo).
Uso de maquinaria de
reparacion y recombi-
nacion celular.
Desventajas Introducciéon de erro- | Remanencia dde se- | Ciclos de PCR

res por PCR.
Eliminacién

de secuencias
"scar"Limitacion

en la alineacion vy
afinidad de los sticky
ends durante el en-

samble de partes de
DNA.

cuencias “scar”

Dano a la integridad
del DNA.

Dificultad para el dise-
no de vectores con los
sitios att y en mante-
ner la orientaciéon co-
rrecta.

Serie de PCR sobrela-
pados.

sobrelapado
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Cuadro 2.2: Contraste de las limitaciones y ventajas entre las técnicas existentes para
el ensamble de regiones de DNA.

Quan J & Tian J.,
2009 (21)

Método de en- | Ensamble por Res- | Recombinaciéon Recombinacion
samble triccion y Ligaciéon | sitio-especifica y ensamble
y ensamble por | por reconoci-
sobrelapamiento miento
Ejemplo Construccion de: Ensamble de vias me- | Ensamble de
genetic toggle switch | tabdlicas en Sacha- | vias metabdlicas
feed-forward loops. romyces cerevisiae
cromosoma completo | Ensamble del geno-
de levadura 91 kb ma completo de Myco-
plasma genitalium
Ensamble del genoma
completo de raton.
Referencias Shetty P.R., Endy D., | Hartley L.J, et al., | De Kok et
Knight Jr. F.; 2008 | 2000 (19). al.,.2014 (22)
(16). Collombs D., et al.,
Anderson et al., 2010. | 2013
(17) Gibson G, et al,
Litcofsky D et al., | 2009.(11)
2012.(18) Horton M, et al., 1989
(20)

Entre los alcances generados gracias a las técnicas de ensamble de partes de DNA,

son el descubrimiento de productos naturales novedosos (23), la construccion de cir-

cuitos sintéticos, modificacion de vias metabolicas (24), generacion de librerias de

elementos, p. ej. promotores, hasta la sintesis de genomas completos.

2.3.

Herramientas y elementos utilizados para la cons-

truccién de circuitos en Biologia Sintética.

Anéalogamente a lo que sucede en una célula en su ambiente natural, para la

construccion de circuitos sintéticos la modificacion de la maquinaria intrinseca de

regulacion del organismo, permite programar la respuesta a estimulos extrinsecos. Al
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igual que en la naturaleza, el diseno debe cumplir con distintos requerimientos que
permitan tener una regulacion precisa para cada uno de los componentes. Por ejemplo,
deben eliminarse interferencias cruzadas, sin olvidar que los reguladores deben estar
funcionalmente conectados y tomar en cuenta caracteristicas como, la inestabilidad
del sistema a través del tiempo y la retroactividad de los elementos.

Crear modulos biolégicos que desempeiien una funcién determinada derivada del
metabolismo, como respuesta a estimulos ambientales requiere del correcto procesa-
miento y manipulacion del flujo de informacién por los componentes modulares de
dicho sistema. Por lo que es necesario hacer uso de una serie de elementos molecu-
lares que permitan un alto nivel de control.(25) Para la construcciéon de estas redes
de regulacion génica, la Biologia Sintética hace uso de herramientas que controlan
el flujo genético de informacion; muchas de éstas tienen como blanco componentes
transcripcionales, ya que representan el primer eslabon en el flujo de informacion.
Ademas es mucho més facil generar modulos de control en secuencias de DNA.

El control de la regulacion a nivel transcripcional, puede modificarse a distintos
niveles: en el inicio de la sintesis de RNA, en la modulacién de la afinidad de la
RNA polimerasa por su respectivo promotor y en la estabilizacién del complejo de
inicio de transcripcion. Cada uno de estos procesos ha sido ampliamente estudia-
do, generando asi, bibliotecas de promotores con diferentes fuerzas, activadores de la
transcripcion que estabilizan la interaccion RNA polimerasa-promotor, (por ejemplo:
LuzR), ademéas de factores Sigma con funciéon extracitoplasmatica (EFCs, por sus
siglas en inglés). Estos sistemas han funcionado como molde para la construccion de
bibliotecas de proteinas ortogonales activadoras, asi como sus propios factores anti-
sigma que inhiben su funcién y permiten un mayor grado de control dentro del propio
sistema. Los elementos ortogonales tienen la bondad de eliminar el ruido que genera la
interacciéon cruzada entre activadores, factores sigma o antisigma y promotores (26)
lo cual, resulta indispensable para un mayor grado de control y robustez.

Entre los primeros elementos utilizados en la construccion de sistemas sintéticos se
encuentra la polimerasa T7 | ésta presenta mayores ventajas por encima del uso de la

RNA polimerasa propia de Fscherichia coli , ya que tiene altas tasas de transcripcion,
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se conforma de una sola unidad y es especifica para su propio promotor ortogonal,
por lo que no hay reconocimiento con los promotores propios de E. coli (27).

Los factores de transcripcion, representan un grupo altamente utilizado en el dise-
no de sistemas sintéticos, éstos son moléculas propias del metabolismo del organismo
que participan en la regulacion de la expresion genética como respuesta a senales am-
bientales, permitiendo la adaptacion fisioldgica a condiciones cambiantes del exterior.
Globalmente las familias de factores de transcripcion se agrupan de acuerdo con su
estructura y funcién, con cerca del 95% en el grupo particular en procariontes que
comparte el motivo de union a DNA de tipo hélice-giro-hélice (HTH, por sus siglas
en inglés). Este tipo de reguladores con una estructura conformada por dos dominios
(union a DNA y unién a ligando), pueden utilizarse para la construccion de circuitos
o sistemas sintéticos (28). Como ejemeplos de factores de transcripcion que funcionan
como activadores tenemos: aquellos que encienden chaperonas de RNA polimerasa;
activadores transcripcionales de fagos y proteinas que incrementan la tasa de trans-
cripcion dependientes de ATP, como HrpRS, derivado del gen hrp (hypersensitive
response and pathogenicity) de Pseudomonas syringae, (29, 30)

También hay factores transcripcion que funcionan como represores; es decir, blo-
quean el acceso de la RNA polimerasa por su respectivo promotor. Emtre los més
ampliamente utilizados y modificados se encuentran: TetR, Lacl y sus variantes. La
especificidad de cada uno de los factores de transcripciéon puede ser programada, como
en el caso de los TALEs (transcriptional activator like-effectors), los cuales tienen un
dominio de unién al DNA (surco mayor) que puede ser modificable (27).

Ahora bien, el uso de moléculas que sirven como inductores que promueven el inicio
de la transcripcion al eliminar del promotor proteinas de tipo represoras como TetR,
ofrece la ventaja de regular los niveles de mRNA y permiten controlar externamente
el sistema. Algunas moléculas que sirven para este fin son: la arabinosa, lactosa y
tetraciclina, especificamente los analogos quimicos IPTG y anhidrotetraciclina de los
dos tdltimos. En células eucariontes el uso de promotores tejido-especifico son una la
opcion para la induccion de la transcripeion (31).

Finalmente, existen otros grupos de moléculas que permiten un control a nivel
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transcripcional ya sea reprimiendo o activando, éstos son los riboswitches y los small
RNA. Los primeros tienen la capacidad de unirse a ligandos especificos en su region
5 UTR (secuencia localizada rio arriba de los genes), en el segundo caso, los small
RNAS$ funcionan a través de la complementariedad de bases entre el SRNA y el mR-
NA blanco (27) y pueden ser utilizados para regular nuevos genes blanco nuevos o
para introducirlos en organismos distintos. A pesar de que se han generado librerias
de RNA’s pequenos para la construccion de sistemas sintéticos, su efectividad no es
tan robusta como los nativos (32). La actuacion de estas moléculas puede ser cis o
trans. La segunda se refiere a que un sRNA puede tener multiples mRNAS$ blanco
en otro sitio del cromosoma de la bacteria, a diferencia de los que acttan en cis los
cuales son codificados en la cadena opuesta de DNA, por lo que, poseen una perfecta
complementariedad de bases, estos tipos de RNAS pequenos se nombran como RNA$
antisentido. El tamano de este tipo de RNAS es muy variado, existiendo RNAS anti-
sentido pequenos de 100 bp hasta aquellos que abarcan mas de un gen (por ejemplo,
operones, como en el caso de Listeria monocytogenes) y que han sido nombrados co-
mo: excludon. Este tipo de RNAS se pueden sobrelapar tanto en la region 5éomo la 3’
o bien, en la regién central del gen o conjunto de genes. El tipo de regulaciéon derivada
de los asRNA son la represion de transposasas como las encontradas en el transposon
Tn10, ademaés del silenciamiento de genes toxicos para la célula (ej. TisB), regulacion
de niveles de factores de transcripciéon y la modulaciéon de genes relacionados con
virulencia (33).

En las siguientes secciones se profundiza acerca de los conceptos esenciales que
sirven como fundamento para la generaciéon de esta nueva técnica de construcciéon por

integracion en el cromosoma de circuitos sintéticos.

2.4. Reguladores transcripcionales: TetR y Lacl

La familia de reguladores transcripcionales TetR que lleva ese nombre debido a la
proteina TetR que controla la transcripcion de los genes tet (de resistencia a tetra-

ciclina). Este factor de transcripcion es ampliamente utilizado dentro de la Biologia
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Sintética, no s6lo en bacterias, sino también en hongos y otros eucariontes. Pertene-
ce a la familia HTH y las funciones que regula son la biosintesis de antibioticos y
transportadores, ademas de la respuesta a estrés osmotico y patogenicidad en bacte-
rias Gram negativas y positivas. La regulacion por este represor, es de tipo negativa
cuando se une al promotor pTet (el cual consiste en regiones de unién, es decir, ope-
radores). La unién de tetraciclina o anélogos quimicos como la anhidrotetraciclina al
dominio de unién a ligando, permite la existencia de un cambio conformacional en
el represor lo que libera al promotor y promueve la uniéon del a RNA polimerasa al
DNA. La regulacion por este tipo de factor de transcripcion es bastante precisa y casi
sin ninguna fuga, Suite et. al., utilizaron este tipo de regulaciéon para la construccion
de un sistema de logica booleana de regulacion (34)

El segundo represor ampliamente utilizado en la construccion de sistemas sintéti-
cos es el represor Lacl, el cual también se encuentra dentro de la familia de factores de
transcripcion HTH. Las funciones reguladas por este factor se refieren a la utilizacion
de carbono. Lacl actiia uniéndose a la secuencia del operador en forma de dimero en
la ausencia de alolactosa (o del inductor gratuito IPTG) evitando que la RNA poli-
merasa se una al promotor e inicie la transcripcion. La represion mediada por Lacl,
se ha usado ampliamente para la construccion de circuitos y una de las ventajas que
ofrece es que se encuentra en el cromosoma, o bien se puede incluir en un plasmido
(28).

Es importante mencionar, que para obtener un control ain mas estricto y con
menos probabilidad de fuga se han disenado regiones de regulacién consistentes en

promotores con mas de un sitio de union para estos factores transcripcionales (35)

2.5. Sistemas de contraseleccion

Los sistemas de contraseleccion son de las herramientas mas utilizadas dentro
de la Microbiologia molecular para generar mutantes y/o entender mecanismos de
patogenicidad, entre otros procesos. Estos tienen el beneficio de seleccionar el fenotipo

deseado gracias a la ausencia de cierto gene, comtinmente los genes utilizados son
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toxicos o daninos para la célula. Los sistemas de contraselecciéon se utilizan para

microorganismos en los que existen pocas herramientas genéticas y entre los mas

empleados son los marcadores sacB, tetAR, rpsL. La tabla de genes utilizados en los

sistemas de contraseleccion, ofrece una descripciéon més profunda de su mecanismo

de accion. (36)

Cuadro 2.3: Genes utilizados en los sistemas de contraseleccion , obtenido de Reyrat,

J.M., et al., 1998.

\Marcador de contraseleccién

Descripcion

SacB

Efectivo enbacterias Gram+, como Bacillus subtilis,
Este gene codifica para una enzima que

cataliza la conversion de sacarosa a levanos,

los cuales generan toxicidad al acumularse

en el espacio periplasmico

tetAR

Confiere resistencia a tetraciclina pero es
sensible a compuestos
lipofilicos como el acido fusarico o quinélico

rpsL

Codifica para la cual subunidad ribosomal S12,
el cual es un blanco de la estreptinomicina.

pheS

Gen que codifica para la subunidad
alfa de la Phe-tRNA sintetasa,
provocando que la bacteria sea
sensible a la p-clorofenilalanina o
algiin analogo de la fenilalanina

lacY

Codifica para la permeasa de lactosa,
que hace a la bacteria
sensible a o-nitrofenil -B-D-galactopiranosido.

thyA

Codifica para la timidilato sintasa,
generando sensibilidad a la timetroprim y analogos.

gata-1

Es un dedo de zinc de uniéon a DNA,
el cual inhibe la iniciacion de la
replicacion del DNA bacteriano

ccdB

Codifica para una proteina suicida que
tiene como blanco a la DNA girasa.
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2.6. Regulacion genética a nivel transcripcional me-
diada por la interaccion de RNAs polimerasas.

La existencia de mecanismos de regulacién genética a nivel transcripcional, me-
diada por la interaccion de RNAs polimerasas, ha sido ampliamente estudiados, iden-
tificAndola como mediadoras clave en procesos fisiologicos, metaboélicos y patogénicos
en bacterias. De manera general, la interferencia transcripcional es un mecanismo que
se da de forma asimétrica y en principio se debe a la existencia de dos promotores,
en donde el primero es mas fuerte, o con mayor afnidad a la RNA polimerasa que el
segundo (sensible) reduciendo su expresion. Es importante resaltar que la interferen-
cia transcripcional no se refiere a: 1) la union de represores a operadores evitando la
union de la RNA polimerasa a su respectivo promotor, 2) modificacién del promotor
por metilacion, 3) supresion de la elongacion de la transcripcion por la presencia de
obstéaculos en el DNA (otros que no sea una segunda RNA polimerasa), 4) inacti-
vacion de la RNA polimerasas por reguladores transcripcionales, 5) aislamiento de
regiones regulatorias como potenciadores y 6) interferencia mediada por RNAs de
interferencia (7).

Los procesos de regulacion a nivel transcripcional se encierran en dos tipos: inter-
ferencia y atenuacion. El mecanismo de interferencia obedece a la interaccion mediada
por polimerasas de RNA como resultado del posicionamiento de promotores conver-

gentes en cis. Cada uno de los mecanismos de interferencia descritos son (figura 2.6):

1. La oclusion, la cual consiste en la interaccion entre las fuerzas de dos promotores
convergentes, en el que uno de ellos es “sensible”, generando que la RNA poli-
merasa del promotor més “fuerte” pase sobre el débil, silenciando la expresion

del gen.

2. La colision entre dos RNA polimerasas que se encuentran en la etapa de elon-
gacion de transcritos de genes con promotores convergentes, lo que conlleva a la
terminacion prematura del evento de transcripcion, el tipo de interacciéon entre

las polimerasas mas que ser estérico es electrostatico. Se concluye mediante mo-
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delacién matematica y validacion experimental, que este tipo de interferencia
es mas efectiva cuando los promotores se encuentran a mayor distancia (>200

pb) o uno de ellos es mas fuerte que el otro.

3. La competencia por el promotor es otro de los mecanismos descritos, en donde la
ocupacion de un promotor por la RNA polimerasa esconde el segundo promotor

del acceso por otra RNA polimerasa.

4. Por ultimo, la interferencia de tipo “sitting duck”, se refiere al evento que ocurre
cuando una RNA polimerasa se une a un promotor “sensible”, existiendo otra
RNA polimerasa que se une a un segundo promotor convergente y mas fuerte,
limitando el inicio de la elongaciéon del promotor més débil, esto debido prin-
cipalmente a la reduccién en la acumulacion de intermediarios de inicio de la
transcripciéon del promotor méas débil. Este tipo de mecanismo de interferencia,
es comun en la regulacion del paso de ciclo litico a lisogénico en bacteriofagos.
El silenciamiento de tipo sitting duck ocurre més eficientemente cuando los

promotores se encuentran cercanos uno del otro y son de fuerzas moderadas

(38, 89).

De manera general, existen tres tipos de RNA’s regulatorios, aquellos que se en-
cuentran en la region 5 UTR del mRNA (p. €j. los riboswitches), RNAs pequenios
en trans y RNAs antisentido en cis, por ejemplo, el excludén que abarca un mayor
namero de genes silenciados(40).

De manera especifica, la atenuacion al ser un mecanismo de silenciamiento trans-
cripcional, requiere de un tipo especifico de RNA, los RNA antisentido que alteran
la transcripcion de un mRNA, al ser complementarios con el transcrito de la cadena

opuesta.
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Figura 2.6: Mecanismos de interferencia debido a la interacciéon entre RNA polimera-
sas. Obtenido y modificado de Shearwin E. et al., 2005.

2.7. Sistema de recombinacién cromosoémica media-
da por las recombinasas del fago lambda-red.

La complejidad del genoma bacteriano, asi como sus propiedades y las diferencias
entre especies devienen en cierto porcentaje de los profagos que se han insertado en
sus cromosomas. Alrededor del 10-20 % del genoma procarionte esta constituido por
profagos, que bajo ciertas circunstancias pueden establecer una relacion estable con
su hospedero. Las integraciones de los fagos al genoma de su hospedero, puede darse
en un unico lugar, como es el caso del fago lambda, o en multiples como el fago P2,
e incluso en lugares al azar como el fago Mu (41)

Por consiguiente, la ingenieria genética, gracias a los estudios de la interaccion
profago-bacteria, ha hecho uso de los eventos de recombinaciéon mediados por la ma-
quinaria enzimatica de los profagos, por la facilidad que proporcionan para insertar,
eliminar y modificar secuencias de DNA sitio-especifico y con regiones de homologia

con la secuencia blanco de hasta 50 bp de tamano. El sistema mediado por la maqui-
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naria del bacteriofago lambda permite la insercion de secuencias bicatenarias (como
productos de PCR) o monocatenarias (en forma de oligonucledtidos), las cuales deben
tener regiones homologas para poder integrarse en la region correcta del genoma del
organismo.

Ahora bien, la induccién de recombinacion en células mediada por fagos, es llevado
a cabo por tres enzimas diferentes del fago lambda, que son productos de los genes
que promueven la recombinacion: beta, exoy gamma. La enzima v evita que el DNA
lineal sea degradado por nucleasas como RecBCD, Beta, por otra parte, permite el
alineamiento del ssDNA con su secuencia complementaria. Por tdltimo, la proteina
resultante del gen ezo tiene una actividad catalitica de exonucleasa direccion 5" a 3’
para dsDNA. El trabajo conjunto de estas tres enzimas permite insertar secuencias,
generando recombinantes genéticos en el hospedero (42). Como se mencioné antes,
entre las aplicaciones del sistema lamda-red, esta principalmente la mutacion de ge-
nes. Para lo cual, se han probado protocolos que resultan eficientes, como el caso del
desarrollado por Dansenko y Wanner en el ano 2000 (43) Para este procedimiento se
utilizan las recombinasas del fago lambda bajo un promotor inducible, en un vector
de bajo nimero de copias (pKD46). La ventaja que presenta este método, es el uso de
secuencias lineales de DNA, generalmente productos de PCR, las cuales sirven para
integrarse directamente en el cromosoma. Las regiones homologas para integracion y
reconocimiento son extendidas por medio de reacciones de PCR, ademas la cantidad
de recombinantes obtenidas con el sistema lambda-red es mucho mayor en compara-
cion con mutantes del sistema RecBCD de E. coli , como recBC, sbcB O recD. De
manera general, este sistema de inactivacion de genes cromosoémicos, se basa en la in-
sercion de un cassette de resistencia a algin antibiotico flanqueado por las secuencias
para la recombinacion homologa. Una vez que se han seleccionado, el mismo cassette
puede ser eliminado usando un plasmido que expresa las recombinasas del sistema
FLP, que actian en secuencias repetidas FRT (43).

Algunas modificaciones al método desarrollado por Dansenko Wanner son las mos-
tradas en la figura 13.1 del Anexo 5, en diferentes pasos del protocolo ya estandarizado,

las cuales mejoran la técnica e incrementan la cantidad de mutantes o células con la
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integracion correcta en el cromosoma.
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Capitulo 3

Justificacion

El campo de la Biologia sintética se caracteriza, entre otras cosas, por la cons-
tante necesidad de crear sistemas complejos, los cuales, en su mayoria, se encuentran
conformados por un gran nimero de componentes genéticos. La integracion a la cé-
lula de estos tltimos, puede presentar una serie de dificultades, pues la capacidad de
seleccionar cada integracion se ve limitada por el niimero de marcadores disponibles
en el campo de la Biologia molecular.

Como solucién al problema anteriormente expuesto, se construyo un sistema sinté-
tico que permite la integraciéon cromosémica de manera eficiente, multiple y jerarqui-
zada. El sistema hace uso de la maquinaria de recombinacién homoéloga, aunado a la
seleccion por ausencia de un sélo marcador de resistencia a antibiotico, al silenciarlo
por atenuacion o interferencia transcripcional (colision).

El sistema construido, ademés de dar lugar a la creacion de sistemas sintéticos
complejos al introducir componentes genéticos de manera sucesiva, multiple y je-
rarquizada, evita las dificultades derivadas de otros protocolos, como son: el uso de
enzimas de restriccion, los miultiples vectores de clonacion, la falta de marcadores
de seleccion y los ciclos de PCR sobrelapados, técnicas que en su mayoria tienen

repercusiones notorias en la integridad del DNA.
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Capitulo 4
Hipobtesis

La induccién de la transcripcion antisentido o la interferencia mediada por RNA
polimerasas de genes de resistencia a antibioticos, permitira el silenciamiento de estos
ultimos, proporcionando la capacidad de seleccionar las integraciones de elementos

genéticos en el cromosoma bacteriano.
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Capitulo 5

Objetivo general

Desarrollar un método de integracion por recombinacién homologa en el cromoso-
ma que permita la integracion multiple, sucesiva y eficiente de regiones de DNA para

la subsecuente construccion de circuitos epigenéticos.

5.1. Objetivos especificos

1. Disenar y construir un moédulo que facilite la integracion de regiones de DNA,
al amplificar el gen de resistencia a cloranfenicol con la extension de dos promotores,
el segundo en antisentido e inducible, ademas de los sitios de recombinacién corres-
pondientes.

2. Probar in vivo el modulo para integracion de elementos de DNA al integrarlo
en el cromosoma de E. coli por medio del método de recombinacion de Dansenko &
Wanner (43).

3. Verificar el silenciamiento a nivel transcripcional del gen de resistencia a clo-
ranfenicol al inducir el promotor antisentido por la adicién de anhidrotetraciclina.

4. Construir un vector inducible que contenga las recombinasas del sistema fago

lambda (exo, beta y gamma) para producir recombinaciones en el cromosoma.
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Capitulo 6

Estrategia Experimental

El método para la construccion del sistema sintético consistié en la amplificacion
del gen de cloranfenicol, con la subsecuente extension por PCR de los promotores
convergentes flanqueando ambos extremos del gen marcador, aunado a los sitios de
reconocimiento para la recombinaciéon homologa. Las seccion Construccion del mo-
dulo para integracion de la seccion Resultados y Discusion, muestra los protocolos
utilizados con mayor detalle.

La construccion fue introducida al cromosoma de cepas silvestres de FE. coli
XL1Blue y W3110.

El protocolo general de la construccion del sistema sintético se resume de manera
visual en la figura 6.1, presentada a continuacion:

La verificaciéon a nivel de nucledtido de la construccién generada, se realizd por
secuenciacion y por digestiones del vector donde se clono el sistema, tal como se
muestra en la seccion: Confirmacion del tamano y calidad de la construcciéon por
restriccion y secuenciacion de DNA| del siguiente capitulo.

Por otro lado, el funcionamiento del sistema para la integraciéon de elementos de
DNA se observa en la figura 6.2. La prueba de concepto, para obtener un silencia-
miento de la expresion del gen de resistencia a antibiotico, se muestra en la seccion
7.2 del siguiente capitulo, asi como el protocolo necesario para la realizaciéon de cada

una de las integraciones en el cromosoma.
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Figura 6.1: Estrategia Experimental. Protocolo para la construccion del sistema de
recombinacién e integraciéon cromosoémica, por medio de recombinaciéon homoéloga en
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Construccion completa:
encontrada en el cromosoma.
—_—
2. m PCR sobrelapado del nuevo
- gen a integrar
-

3. gene Producto de PCR a integrar
*

y
+
'

Construccion final con el gen
blanco integrado

Figura 6.2: Protocolo de integraciéon en el cromosoma deFEscherichia coli Codigo
de colores de la estrategia experimental para el protocolo de integracion del siste-
ma construido. Azul: Sitios de homologia para recombinacion (caso especifico: tisB).
Rojo: Promotor consenso. Verde: Gen de resistencia a cloranfenicol (cloranfenicol ace-
til transferesa). Azul claro: Promotor inducible Tet. Amarillo: gene a insertar en el
cromosoma.



Capitulo 7

Resultados y Discusion

La construccion del modulo de silenciamiento para la integracion de elementos
multiples o partes de DNA, se sustenta en la ocurrencia de dos posibles eventos de
silenciamineto transcripcional, el primero provocado por la elongacion de dos procesos
convergentes de transcripcion (interferencia transcripcional: colision) y el segundo por
una posible atenuacién transcripcional debida a RNA’s antisentido.

El primer posible mecanismo esperado para silenciar el gen de resistencia a clo-
ranfenicol consiste en la interferencia provocada por la elongacion transcripcional de
dos RNA polimerasas, provocando el silenciamiento del gen al evitar su transcripcion
y por ende, su expresion. Ahora bien, si no es este el mecanismo que genere el si-
lenciamiento del gen de resistencia, se espera que el RNA antisentido generado en la
cadena opuesta o complementaria cuente con la potencialidad de actuar como repre-
sor de la expresion del gen que se encuentra en la cadena opuesta, por medio de la
hibridaciéon de bases de los transcritos generados. Es importante mencionar, que los
RNA’s antisentido pueden actuar al hibridar ya sea en la regiéon 5, la 3’, a la mitad o
con el gen completo de la cadena complementaria. La formacion del diplex de RNA
se puede dar en un sélo paso o a través de un mecanismo multiple que necesita de
proteinas accesorias para la formacion del hibrido. De cualquier forma, se espera que
el silenciamiento del gen de resistencia a cloranfenicol se de por la formacion del da-
plex de RNA que altere la estabilidad de éste, provocando su degradacion y evitando

la traduccion del gen. Asi la seleccion del fenotipo causada por la ausencia del gen de

28
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resistencia a cloranfenicol, es la clave en la subsecuente seleccion de las integraciones
multiples que se desean realizar.

Como punto clave en la construcciéon del sistema esta el promotor en antisentido
(el cual dara lugar al mRNA antisentido) que es de naturaleza inducible; es decir,
es un promotor con operadores de unioén al represor de tetraciclina (TetR). Esto
genera un rango de control para el sistema mas robusto, ya que permite el control
externo al agregar el inductor al médulo (anhidrotetraciclina) y remover el represor
del sitio del operador del promotor, promoviendo asi la producciéon del transcrito y
la generacion del diplex de RNA o bien, la interferencia transcripcional derivada de
RNA polimerasas.

Otro aspecto fundamental, que también le brinda al sistema un nivel de control
mayor, es tener la construccion en monocopia dentro del cromosoma bacteriano, pues
al tener una sola secuencia blanco de union al represor (TetR) permitira que éste se
una no s6lo con precision, sino con mayor frecuencia evitando un escape por com-
petencia de sitios de unién del factor. Ademas, el represor de tetraciclina se expresa
en un vector con un alto ntimero de copias, aumentando el rango de uniéon a la se-
cuencia del operador del promotor en antisentido del gen de cloranfenicol. El sistema
se encuentra flanqueado por sitios homoélogos a la region 3’ del gen tisB. Esta region
incluye al terminador de dicho gene, el cual tiene una energia libre de estructuracion
de -24.40 kcal /mol. Asi este terminador Rho inpendiente, representa un sitio que per-
mitirda integrar el sistema sin que la transcripcion de genes rio arriba, con posibles
promotores fuertes, afecten la transcripcion del gen de resistencia y eviten el silencia-
miento por cualquiera de los mecanismos antes descritos y esperados en el presente
trabajo. La construccién completa a generar se puede observar en la figura 7.1.

Como primer paso en la construccion del moédulo con promotores convergentes fue

el siguiente:
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7.1. Construccion del moédulo para integracion

7.1.1. Extraccién de DNA plasmidico para la obtenciéon del
vector pQEWT-N4-R5-YRNRV:

Para la extraccion del pldsmido se creci6 la cepa de FE.colirecipiente del vector
de interés, en cultivo LB/cm 25mg/mL a una temperatura de 37 °C, durante toda
la noche. La extraccién del plasmido se realizd con el estuche de purificacion de
plasmido: Wizard™ Plasmid Miniprep, siguiendo las instrucciones del fabricante. Se
obtuvo una concentracion final de 30-60 ng/mL. Ademas el plasmido fue analizado
por medio del uso de enzimas de restriccion (HindlIl y EcoRI) para confirmar que
tuvieran el tamano esperado y se observo en un gel de agarosa al 1% (Los mapas de

los plasmidos utilizados se encuentran en el Anexo 1).

7.1.2. Extension por PCR de los promotores que flanquean el
gen de resistencia a cloranfenicol y extension por PCR

de los sitios de reconocimiento para la recombinacioén.

Se amplificé del plasmido pQEWT-N4-R5-YRNRV, por PCR con la finalidad de
obtener el gen de resistencia cloranfenicol. Para este mismo gene, se extendieron
por PCR, los dos promotores en los extremos(es decir, convergentes) en cada una
de las hebras complementarias. El primero es un promotor en sentido 5’, con las
cajas -10 (TATAAT) y -35 (TTGACA) consenso y el segundo se esta en la cadena
complementaria del inicio del gene con sitios operadores de unién al represor de
tetraciclina o TetR (TCTCTATCACTGATAGGGA). En otras palabras, el segundo
promotor es inducible con tetraciclina o su anélogo sin propiedades de antibi6tico,
anhidrotetraciclina. La construcciéon completa se puede observar en la figura 6.1.

Para la amplificacion del gen de Cm del vector pQEWT-N4-R5-YRNRYV se decidio
obtener una temperatura de hibridaciéon 6ptima de los oligonucledtidos, por lo que
se hizo un gradiente con las siguientes de temperaturas: 56, 54, 61 y 62 °C. Los

ciclos usados, para la amplificaciéon fueron los siguientes: 95 °C por 3 min, 95 °C 30s,
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TCAGATTCAAGTCGCACCAAAGGGGAGCGGGAAACCGCTCCCCTTTTATATTTAGCGTGCGGGTTGGTGTCGGATGCG

-35 C -10
ATGTTGACATAAA?GCATAAGGCTCGTATAATttggcgagattttcaggagctAAGGAchtaaa
atggagaaaaaaatcactggatataccaccgttgatatatcccaatggcatcgtaaagaacattttgaggcatttcag
tcagttgctcaatgtacctataaccagaccgttcagctggatattacggectttttaaagaccgtaaagaaaaataag
cacaagttttatccggecctttattcacattcttgececcgectgatgaatgetcatccggaatttecgtatggcaatgaaa
gacggtgagctggtgatatgggatagtgttcacccttgttacaccgttttccatgagcaaactgaaacgttttcatcg
ctctggagtgaataccacgacgatttccggcagtttctacacatatattcgcaagatgtggegtgttacggtgaaaac
ctggcctatttcecctaaagggtttattgagaatatgtttttecgtctcageccaatcectgggtgagtttcaccagtttt
gatttaaacgtggccaatatggacaacttcttecgeccecegttttecaccatgggcaaatattatacgcaaggecgacaag
gtgctgatgcecgectggegattcaggttecatcatgeecgtttgtgatggettcecatgtecggecagaatgettaatgaatta

TAGGG -10 -35

caacagtactgcgatgagtggcagggcgggfcgtaaAGTATCTCTATCACTGATAGGGATGTCAATCTCTATCACTGA
pTet

TTATCCGCCCTACCATCTCTCCCGGCAACATTTATTGCCGCTTTTGTTTACATATTCTGCCGCTAAACAATTCCCCAT

1]

Figura 7.1: Construcciéon completa. SR- sitios de recombinaciéon, PC- promotor cons-
titutivo, CmR - gen de resistencia a cloranfenicol, TetO - promotor inducible con
tetraciclina.

temperatura correspondiente al gradiente, 72 °C por 1 min, 72 °C por 5 min y 12
°C por 4 por min. Los productos de PCR obtenidos fueron analizados en un gel de
agarosa al 1%. La temperatura de hibridacion 6ptima obtenida para cada una de
las reacciones de PCR fue de 62 °C. (ver Anexo 2. Secuencias de oligonucledtidos
utilizados).

En la figura 6.2A se muestran las amplificaciones de PCR del gen de CmR con
sus respectivas regiones de extension para recombinacion en los extremos 5’ y 3’. Una
vez, obtenida la construccion, fue purificada por medio de un gel de agarosa al 1%
usando el estuche FavorPrep™ Gel /PCR Purification, siguiendo las instrucciones del
fabricante. El producto de PCR purificado, se utilizé para la extension de los sitios

de recombinacién con un tamano de 80 pb, de la region 3’ del gen tisB.

7.1.3. Clonaciéon en el vector TA

La construccion obtenida, fue purificada son un gel de agarosa al 1% (estuche
FavorPrep™ Gel/PCR Purification) como antes se mencion6 y se cloné usando el

estuche del vector TA Cloning™ Kit, con el vector pCR™2.1. Las reacciones de
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ligacion se realizaron de acuerdo con las concentraciones requeridas por el manual
del estuche, con la ligasa y buffer de la T4 DNA ligasa de Thermo Scientific™.
Las reacciones de ligacion se incubaron a 22 °C durante toda la noche y fueron
transformadas en células competentes de la cepa DH5aLas células se recuperaron en
medio SOC durante una hora a 37 °C. Mas tarde fueron seleccionadas en medio s6lido
LB-agar/Cm 25mg/mL. Las colonias candidatas resistentes al antibiotico en cuestion,
fueron seleccionadas para la extraccion de plasmido. Es importante mencionar que
cada producto de PCR de los ciclos de extension generados, se purifico y clon6 en
el vector pCR™2.1 TA, para mas tarde extender el resto de las secuencias faltantes
y realizar una vez mas la clonaciéon en el vector antes mencionado. Esta estrategia
aunque larga resulto ser més eficiente con respecto a la realizaciéon de PCR anidados,

los cuales también se realizaron, pero no de manera exitosa.

7.1.4. Confirmacién del tamano y calidad de la construccion

por restricciéon y secuenciacion de DNA

Una vez, obtenido el plasmido de las colonias candidatas a tener la construccién
para cada ciclo de amplificacion por PCR, hasta conseguir la construccion completa,
se prosiguio a confirmar la presencia de éste con un tamano de alrededor 931 bp, esto
a través de la restriccion del vector con la enzima que libera los fragmentos clonados
en el mismo, FcoRI, dichas digestiones se pueden observar en la figura nimero 6.2B.

También se mandaron secuenciar algunas colonias candidatas para confirmar la
calidad de la secuencia, para lo cual se purifico el producto de PCR encontrado
dentro del plasmido por gel de agarosa al 1% con el estuche de purifiacion de PCR
FavorPrep™ Gel/PCR Purification.

Una vez generada la construccion y verificada por medio de secuenciacion, se
prosiguié a probar la efectividad del sistema. Es decir, observar en el fenotipo la
sensibilidad de las células al antibidtico (cloranfenicol). Para esto, el gene que confiere
resistencia deberé silenciarse al inducir el inicio de la transcripcion del promotor en

la hebra complementaria u opuesta y convergente al promotor consenso o en sentido,
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Figura 7.2: Fografias en negativo de geles de agarosa donde se muestran A) Desde el
carril 1 al 10, amplicones de colonias candidatas, de la construccion completa usando
una temperatura 6ptima de hibridacion de 62°C y B) Fragmentos de restriccion con
EcoRI del plasmido Per 2.1 TA, de las colonias candidatas a tener la construccion
completa.

esto gracias a la adicion de anhidrotetraciclina (ya que fue la primera construccion
que se integré al cromosoma, compuesta por el promotor de TetO), el silenciamiento
esperado puede deberse en principio a la interferencia derivada de la colision de las
RNA polimerasas o bien por la hibridacién que puede existir entre los dos transcritos
generados. Independientemente del mecanismo de silenciamiento que suceda, el evento
que permite seleccionar el fenotipo y por lo tanto, confirmar la funcionalidad del
sistema construido, es la ausencia de la funcién del gen silenciado. En concreto, la
sensibilidad a cloranfenicol.

Sin embargo, los resultados obtenidos en esta primera prueba de concepto, sugi-
rieron que la fuerza del promotor en sentido era mayor que el promotor en antisentido
(promotor sensible). Al crecer las cepas WG1655 y W3110 con la construccion y sin
el represor en medio solido con el antibi6tico, se observo crecimiento, es decir, aiin en
ausencia del represor y al producirse el transcrito en antisentido existio resistencia al
antibiotico, lo que indica que 1. el mRNA antisentido no titula las concentraciones

del transcrito del gen de resistencia o 2. no existe interferencia por la elongaciéon de
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RNA polimerasas.

Estos primeros resultados dieron lugar al planteamiento de la generaciéon de un
promotor en sentido con menor fuerza o afinidad por la RNA polimerasa para poder
observar un silenciamiento notorio. Bharanikumar et. al (2018), mostraron que cam-
bios en la secuencias consenso de las cajas -35 y -10 permiten disminuir la afinidad
de la RNA polimerasa al promotor, esto di6 la pauta para generar mutaciones en la
caja Prinbow y en la caja -35 que disminuyeran la fuerza del promotor en sentido.
(44 ) Las mutaciones a realizar fueron las mostradas en la figura 7.3.

Las mutaciones en las cajas consenso del promotor escogidas en este trabajo,
devienen de las predicciones que realizan Bharanikumar et al., (2018) de la fuerza de
promotores a los que se asocia el factor sigma 70 y la RNA polimerasa. Se mutaron las
bases mas conservadas de las cajas -35 y -10 que reducen la fuerza de unién de manera
considerable del promotor en cuestion. En la figura 7.3 se muestra un LOGO de las
bases mas conservadas de las cajas, las cuales sufren mutaciones o modificaciones
en este trabajo para disminuir su fuerza y por ende, obtener un silenciamiento por

interferencia de RNA polimerasas o la hibridaciéon de RNAs antisentido.

7.1.5. PCR vuelta del Zero Blunt™ con la construccién com-
pleta para mutagénesis: mutaciones en las cajas -35 y

-10.

Se disenaron oligonucleotidos que insertan la mutacion sitio-especifica al realizar
un PCR vuelta del vector donde se encuentra la construccion (Vector Blunt PCR 2.1).
Las condiciones del PCR vuelta fueron las siguientes: 98°C 3 min, 98°C 30 s, 62°C
30 s, 72 °C 2:30 s, 72 °C 10 min y 12 °C 4 min. Una vez, obtenido el fragmento del
tamano deseado 5,397 pb, se purific6 con el estuche GeneJet PCR Purification Kit
de Thermo Scientific, el producto purificado fue digerido con la enzima Dpnl para
eliminar el DNA parental, la digestion fue incubada durante toda la noche a 37 °C en
buffer Tango. Al siguiente dia, para inactivar la enzima se incub6 la reacciéon por 20

min a 80°C, después a 70 °C por 5 min (con la finalidad de abrir hebras de DNA) y
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*
GGATGCGATGTTGACATAAATGCATAAGGCTCGTATAATTTGGC

secuencia homologa  _gg 17 nt 10
GEATGECATGTTGACA TANATGCATAAGGCTCGTATART TTGGC
secuencia homdloga  _ag 17nt -10

*

_TAAATGCATAAGGCTCG_TT GGC
secuencia homéloga 35 17 nt
GGATGCGATGTTGACATAAAT GCATAAGGCTCG-TTGGC

secuencia homéloga  -35 17 nt -10
EATGEEATGTTGACA TARATGCATAAGGCTCGRATARE TTGGC
secuencia homdloga  _sg 17 nt -10

(B) 10 motif

Insercién T
— 18 nt

Insercion TA
—19nt

Cambio
G—-T

Insercion TAT
—20nt

Cambio
TATAAT —
TAGTCT

Figura 7.3: Mutaciones realizadas en el promotor consenso en sentido de la construc-
cion completa

Figura 7.4: Secuencia de los hexdmeros -35 y -10. Imagen obtenida de WebLogo.
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se colocod en hielo, para después fosforilar los extremos del vector a 37 °C por 1 hora.
La cinasa de polinucledtido se inactivé a 65 °C por 20 min. La ligacion del vector
fosforilado, se realiz6 con la ligasa T4 de DNA en las condiciones estandar planteadas
por el protocolo del estuche, se incub6 durante toda la noche a 22 °C.

En la figura 14.1 se esquematiza la técnica para la realizacion de PCR’s inversos
para mutagénesis sitio dirigida. Los cuales, se realizaron con la finalidad de cambiar
la fuerza de los promotores en sentido. Los geles que muestran los PCR vuelta se
observan en la figura 14.2 del Anexo 7.

Paralelamente a la generaciéon de estas mutaciones, se generaron una serie de
mutaciones que alejaban las cajas consenso del promotor en sentido, desde 18 hasta
20 nucledtidos de separacion entre cajas, esto también con la finalidad de reducir la

afinidad de la RNA polimerasa por el promotor.

7.1.6. PCR vuelta del Zero Blunt™ con la construccién com-
pleta para mutagénesis: mutaciones para anadir bases

entre las cajas del promotor

Para la generaciéon de cada una de las mutaciones al promotor en sentido del
gel de cloramfenicol, se realizaron oligonucléotidos (ver secuencias en el Anexo 2).El
procedimiento para mutagénesis que se realizo, fue el mismo que se explica en la

secciOn anterior.

7.1.7. Confirmacién por secuenciaciéon de la insercién de la

mutacion.

Con la finalidad de confirmar la presencia de la mutaciéon en las cajas -10, -35 y
las mutaciones que alejan las cajas consenso de los promotores, se secuencio el vector
con los oligos M13 forward y T7 reverse del estuche del Zero Blunt™ PCR Cloning
Kit. En la figura 7.5 se muestra la secuencia de una clona candidata (no.19) a tener la

construccion con la mutacion en la caja Prinbow correcta, el mismo procedimiento de
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GAT GTTGABATAAATGCATAAGGCTCGTAGTCTATAATTGGCGAGATTTTCAGGAGCTAAGGAGGCTAAAATGGAGAAAAAAATCACTGGATATACCACC

' +
t } t t } + t + + t t

CTACAACTETATTTACGTATTCCGAGCATCAEATATTAACCGCTCTAAAAGTCCTCGATTCCTCCGATTTTACCTCTTTTTTTAETGACCTATATGGTGG
1 L | L 10
Met Glu Lys Lys Ile Thr le Tyr Thr Thr

[ CmR >

GTTGATATATCCCAATGGCATCGTAAAGAACATTTTGAGGCATTTCAGTCAGTTGCTCAATGTACCTATAACCAGACCGTTCAGCTGGATATTACGGCCT
t t } t t t } t + t }
CAACTATATAGGGTTACCGTAGCATTTCTTGTAAAACTCCGTAAAGTCAGTCAACBAGTTACATGGATATTGGTCTGGCAAGTCGACCTATAATGCCGGA
15 20 25 30 35 40
Val Asp lle Ser GIn Trp His Arg Lys Glu His Phe Glu Ala Phe Gin Ser Val Ala Gin Cys Thr Tyr Asn Gin Thr Val Gin Leu Asp lle Thr Ala
CmR

TTTTAAAGACCGTAAAGAAAAATAAGCACAAGTTTTATCCGGCCTTTATTCACATTCTTGCCCGCCTGATGAATGCTCATCCGGAATTTCGTATGGCAAT
" 1 " 1 4 1 N 1 " 1 " 1 + Il N 1 : 1 4 1

T T T T T T T T T T
AAAATTTCTGGCATTTCTTTTTATTCGTGTTCAAAATAGGCCGGAAATAAGTGTAAGAACGGGCGGACTACTTACGAGTAGGCCTTAAAGCATACCGTTA

45 50 55 60 65 70 75
Phe Leu Lys Thr Val Lys Lys Asn Lys His Lys Phe Tyr Pro Ala Phe lle His lle Leu Ala Arg Leu Met Asn Ala His Pro Glu Phe Arg Met Ala Met
CmR >

[-10mut

(0) Start =35 ltet operator;  (tet operator T7 promoter| End (1151)
CmR >

Figura 7.5: Verificaciéon por secuenciacién de una de las mutaciones realizadas: Mu-
tacion en la caja -10

verficacion por secuenciacion fue realizado para cada una de las mutaciones generadas.

7.1.8. Concentraciéon del producto de PCR

Las condiciones para amplificar la construcciéon que se encuentra correctamente
conformada y que por ende, permite su subsecuente integracion en el cromosoma, son
las siguientes: 98°C 3 min, 98 °C 30 s, 60 °C 30 s, 72 °C 5 min, 12 °C 4 min. El
producto de PCR se concentr6 al realizar cuatro reacciones de 100uL cada una y al
eliminar el DNA parental con la enzima Dpnl (37 °C, por toda la noche), evitando
asi, la existencia de falsos positivos que tengan la construcciéon en plasmido y no
en el cromosoma. Después se prosiguié a purificar por el estuche Thermo™ PCR

purification kit.
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7.2. Prueba del funcionamiento del sistema de inte-
gracion

7.2.1. Amplificacién del represor de tetraciclina

Para la subsecuente integracion de las mutaciones obtenidas y verificadas correc-
tamente por secuenciacion, se integréo a una cepa silvestre el represor TetR en un
plasmido multicopia, con la finalidad de comparar la tasa de unién del represor en
monocopia vs. multicopia al sitio del operador del pTet y determinar si existe un
cambio en el rango de control de regulacion del sistema. Los resultados obtenidos
mostraron la presencia de un mayor niimero de colonias en la cepa con el represor en
multicopia que en la cepa con una copia (XL1blue). Esto obedece fundamentalmente
a que la concentracion de TetR en multicopia excede los sitios de unién blanco, lo
que disminuye su tasa de pérdida y por ende hay mayor probabilidad de uniéon a su
sitio blanco. En constraste, la cepa con una copia tiene una tasa de pérdida mayor.
Este resultado es importante, ya que al tener un excedente del factor de transcripcion,
la probabilidad de union con el sitio regulatorio (operadores) aumenta, asi como el
rango de control. Como uno de los resultados de lo anterior, existe un mayor ntmero
de colonias recombinantes.

Para la amplificacion del represor de Tetraciclina (TetR), el cual se encuentra
en episoma, se utiliz6 como templado el DNA genomico de la cepa XL1-Blue, su
amplificaciéon consistié en la extension de un promotor constitutivo. Las condiciones
de amplificacion fueron las siguientes 98 °C 3 min, 98 °C 30 s, 71 °C 30 s, 72 °C 5
min, 12 °C 4 min. La extension y amplificacion del represor de TetR se observa en la

siguiente figura, con un tamano final de 708 pb:

7.2.2. Integracién cromosémica de la construccién completa

por el método de recombinacién de Dansenko-Wanner.

Una vez, concentrado y purificado el producto de PCR (alrededor de 75ng/ul) con

la construccion sin errores, se integro en la region escogida del cromosoma (tisB). Con
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Figura 7.6: Extension del promotor constitutivo y amplificacion del gen TetR A)
amplificacion de TetR B) Extension del promotor.

este objetivo se utilizo el plasmido pKD46 con las recombinasas del fago lambda-red
que funcionan promoviendo la recombinacién en la bacteria. El pldsmido es inducible
por el promotor de arabinosa, ademas de ser termosensible al incubar las células en
un rango de 37°C a 42 °C. Para iniciar el proceso de integracion, se crecieron las cepas
silvestres WG1655 y W3110 con el plasmido pKD46 toda la noche, en medio liquido
LB 200ug/mL de ampicilina. Al dia siguiente se inoculan 1000 uL del cultivo de la no-
che anterior en un matraz con 200 mL con medio YENB libre de sales, con ampicilina
200 pg/mL y arabinosa 1M a una temperatura de 30°C. La cepa se creci6 hasta llegar
a una OD600nm igual a 0.6. Se prosigui6é a concentrar las células y lavarlas 2 veces
con 50 mL de agua fria, es opcional y para su almacenamiento a -70°C se pueden lavar
con un volumen minimo de glicerol al 10 %. Una vez lavadas, las células se concentran
en el menor volumen posible de agua (alicuotas de 60 ul), para después transfor-
marlas con una concentraciéon del producto de PCR a integrar de aproximadamente

75ng/mul. Las células se recuperaron en medio SOC por un periodo de 3 horas a una
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noche (teniendo mejores resultados cuando las células se recuperando por un periodo
de 12 horas) y se seleccionaron en medio s6lido con Cm a una concentraciéon minima
de 5ug/mL. Es importante mencionar que para la determinacion de la concentracion
minima necesaria para una seleccién positiva de cloranfenicol, evitando la obtencién
de falsos positivos, se realizdé una prueba de crecimiento en medio s6lido con la cepa
silvestre W3110, para una curva de aumento de concentraciéon de antibiotico de 1,
2.5, 5,10 y 15ug/mL; lo que reflejo que la concentracion minima 6ptima en la que no
existe crecimiento de las cepas silvestres es de 5ug/mL. Asi el crecer las cepas con la
integracion a partir de 5 pg/mL de cloranfenicol, permite sustentar que las colonias
que se forman son verdaderas positivas (con la integracion en el cromosoma) y no
posibles mutaciones en el promotor sentido del gen de resistencia que podrian surgir
debido a la presion que el ambiente con antibiotico promueve, ya sea por azar o al ser
oportunas en el ambiente en el que se encuentran las células.

Una vez verificada la secuencia y analizada por restriccion, la integracion en el
lugar correcto fue analizada por medio de un PCR con oligos en regiones externas al
lugar donde ocurri6 la recombinacion. El control negativo de la integracion se realizo
en cepas silvestres como se observa en la figura 7.7, las colonias con la integraciéon en
la region correcta deben tener un tamano aproximado de 1,414bp.

Finalmente, para probar los efectos de las mutaciones en el promotor codificante
para el gen de cloranfenicol, se realizé la prueba de induccién del promotor en antisen-
tido con anhidrotetraciclina. Para lo cual, se creci6 la cepa silvestre y ambas cepas con
el sistema (XL1-Blue y W3110) propuesto, con el objetivo de observar una diferencia
marcada en el crecimiento en el antibidtico correspondiente, esperando una falta de
crecimiento notorio en la cepa W3110 con el sistema y sus respectivas mutaciones, sin
embargo, la sensibilidad esperada no fue observada Dicha prueba fue realizada como
se muestra en la figura 7.8.

Debido a los eventos observados en las cepa W3110 con el represor TetR en mul-
ticopia, de la figura 7.11 existe la probabilidad de que debido a que el promotor en
sentido sigue siendo fuerte, 1. secuestre la maquinaria de transcripcion evitando asi

el inicio de la transcripcion en el promotor antisentido, 2. no se forme adecuadamente
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Figura 7.7: Amplificaciéon por PCR de las colonias candidatas de haber integrado la
construccion en la region 3° UTR del gen tisB.

el daplex de RNA y 3. que el proceso de elongacion del promotor fuerte pase por el
promotor mas débil evitando su transcripcion, esto obedece a su vez a la existencia
de una oclusion o por una colision (sitting duck).

Para determinar a mayor detalle cual de los mecanismos es el causante del creci-
miento en la cepa con la integracion y las debidas mutaciones en el promotor sentido,
seria interesante en el caso posible niimero 1, mencionado anteriormente, colocar am-
bos promotores divergentes y con ayuda de un marcador (ej. lacZ) medir la tasa
de transcripcion, de tal forma que deberfa pasar lo mismo o haber una mayor tasa
de transcripcion en el promotor en sentido con respecto al promotor en antisentido o
débil, asi se podria concluir que existe un secuestro en la maquinaria de transcripcion.

Por otro lado, con la técnica de primer extension es posible determinar si en el
sistema, esta sucediendo el fenémeno de sitting duck, en donde en el promotor fuerte
se espera un mayor numero de intermediarios de inicio de la transcripcién en contraste

con el promotor débil y concluir definitivamente la ocurrencia de la oclusiéon de un
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Figura 7.8: Prueba de induccién del promotor en antisentido para el silenciamiento
del gen de resistencia a cloranfenicol, al agregar anhidrotetraciclina en dos concen-
traciones, arriba a la izquierda aTc 15 ng/uL, arriba derecha aTc 50 ng/uL, abajo
control con Cm 10 mg/ul.
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promotor sobre el otro.

Finalmente, es muy probable que el fenémeno observado no se deba a la existencia
de un obstéaculo estérico ya que, de acuerdo con Callen et al (2005) cuando la distancia
entre promotores convergentes es de entre 64 a 164bp no hay obstéculos estéricos, por
lo tanto, en el presente modelo donde existe una distancia de 700 pb tampoco deberia

existir.

7.3. Construcciéon de un plasmido con las recombina-
sas del fago lambda bajo un promotor inducible
pLac.

Es importante mencionar que en el presente trabajo la aplicacion del protocolo
para recombinaciéon homoéloga en el cromosoma de Escherichia coli segin Dansenko
& Wanner presento una serie de complicaciones en la obtencion de recombinantes
verdaderas positivas para la integracion en la localizacion correcta, lo que derivo en
la creacion de modificaciones que permitieron en principio obtener un mayor nimero
las mismas, con la construcciéon completa en el lugar correcto del cromosoma.

Las modificaciones de forma general se enfocaron en la concentraciéon de DNA ne-
cesario para integrar (aproximadamente 75ng/ul), el volumen o cantidad de células
competentes necesarias para inducir la recombinacion satisfactoriamente, el mane-
jo de las mismas durante le procedimiento de lavado (s6lo con agua), ademés de la
temperatura y tiempo de recuperacion después de la electroporacion de las células,
la concentraciéon de arabinosa agregada al medio, (siendo 1M la mejor concentracion
necesaria para inducir la expresion de las recombinasas del plasmido pKD46) y, final-
mente, la concentraciéon de antibidtico en el medio sélido para selecciéon de colonias.
En la figura 13.1 del anexo 5 se muestran las mejores condiciones que se establecieron
para obtener una integracion exitosa basados también en lo cambios generados por
Serra-Moreno et. al.,.(45)

Ahora bien, cada uno de estos pasos en el protocolo convencional sufrieron de mo-
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dificaciones que permitieron generar satisfactoriamente las recombinantes requeridas.
Sin embargo, el uso de este plasmido (pKD46) presenta una serie de obstaculos que
se relacionan con su termosensibilidad a 37 °C. Su origen de replicaciéon de bajo ni-
mero de copias, lo que se asocia con una dificultad en la induccién de la transcripciéon
de las recombinasas del sistema lambda-red, resultando asi, la cantidad de arabinosa
fundamental en su produccion esto tiene efectos directos en la tasa de producciéon de
las enzimas cuando el inductor se encuentra saturado en el medio, ya que la subsatu-
racion provoca la aparicion de dos subpoblaciones: aquellas inducidas y sin inducir,
por lo que la preferencia de carbono (es decir, glucosa) permite un mayor grado de
regulacioén que no ofrece el promotor araC-pBAD, esto debido basicamente al proceso
de represion de carbono por catabolito (46).

Tomando en cuenta estas dificultades, se planteo la generaciéon de un plasmido
con el sistema de recombinasas del fago lambda-red bajo el promotor de Lac, el cual
es inducible por IPTG y permite un grado de control que no depende del niimero de
copias del plasmido, ademas de evitar el problema relacionado con la bisqueda de la
concentraciéon minima necesaria para inducir la expresion del sistema.

Por otro lado, la clonaciéon de las recombinasas en un vector de mayor niimero de
copias, no termosensible, ademas de ser inducible por IPTG permitiria acoplar la in-
duccién de la recombinaciéon cromosémica con el funcionamiento del sistema multiple
de integracion, al observar la sensibilidad al antibidtico en cuestion y seleccionar el

fenotipo deseado, sin perder el plasmido a través de multiples generaciones.

7.3.1. Amplificaciéon de las recombinasas del vector PKD46 y

adiciéon de Shine-Dalgarno.

El vector pKD46 con las recombinasas del fago lambda fue utilizado como tem-
plado para la amplificacion de las mismas, la reaccién de PCR consistié en 98 °C 4
min, 98°C 30 s, 62 °C 35 s, 72 °C 1:30 min, 72 °C 10 min y 12 °C 4 min. Una vez
obtenidas las recombinasas del vector se purifico el producto de PCR con el uso del

estuche FavorPrep™ Gel/PCR Purification. El tamafio esperado de los genes que
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codifican para las enzimas es de 1,906 bp. Ahora bien, como las recombinasas purifi-
cadas carecian de la secuencia Shine-Dalgarno, ésta se incorpord por medio de PCR,
con las condiciones 98 °C 3 min, 98 °C 30 s, 71 / 68 °C 30 s, 72°C 35 s, 72 ° C 10
min y 12 °C 4 min, la extension de la secuencia de reconocimiento del ribosoma para

las recombinasas se puede observar figura 14.3 del Anexo 7.

7.3.2. Clonacion de las recombinasas en el vector ZERO-Blunt.

Una vez que se purifico el fragmento de la amplificacion de las recombinasas del
fago lambda-red con su respectiva secuencia de uniéon al ribosoma, lo siguiente fue en
clonarlas en el vector del estuche de clonaciéon Zero Blunt™ PCR Cloning Kit, de
acuerdo con las especificaciones estandarizadas, la seleccion se hizo en el antibiotico

correspondiente, es decir; kanamicina 30 mg/mL.

7.3.3. Confirmacién por restriccién de la presencia de las re-

combinasas y de su orientacion.

La confirmacién de la presencia en la correcta orientacion de las recombinasas en
el vector Zero Blunt™ | se realizé por medio de una restricciéon doble, con las enzimas
EcoRV y BamHI con dos fragmentos de tamano 1,936 pb para las recombinasas en la
orientacion esperada y 3455 pb para el resto del vector. La restriccion de plasmidos

candidatos se puede observar en la figura 14.4 del anexo 7.
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Conclusiones

= En el presente trabajo, para la generaciéon de un sistema que permitiera el silen-
ciamiento del gen de resistencia a cloranfenicol, se construy6 un sistema sintético
en el cual, el nivel de regulaciéon obedece a la ocurrencia de dos posibles eventos
1. la interferencia transcripcional derivada de la colision de RNA polimerasas
y/o 2. la generacion de un duplex de RNA por medio de la transcripcion del
RNA antisentido al gen de resistencia a cloranfenicol. Siendo ambos eventos,

producto del posicionamiento de dos promotores convergentes.

= Debido a que no existié ningin silenciamiento del gen de resistencia a cloranfe-
nicol, al inducir el sistema construido con anhidrotetraciclina, se realizaron una
serie de mutaciones en el promotor que codifica para el gen de resisistencia. Con
la finalidad de eliminar la fuerza o afinidad del mismo a la RNA polimerasa, y
as{ permitir que el transcrito codificado en la cadena complementaria titulara
las concentraciones del transcrito del gen de cloranfenicol o bien que existiera

el evento de colision transcripcional esperado.

= Las mutaciones realizadas en el promotor en sentido o codificante para el gen
de cloranfenicol se probaron en la cepa XL1-Blue obteniendo resultados nega-
tivos, por lo que, se transformé una cepa silvestre (W3110) con un plasmido
multicopia con el represor de tetraciclina (TetR), evitando el escape del induc-

tor y aumentando el rango de regulacion del sistema. Resultando en una mayor
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formacion de colonias, debido a que a mayor cantidad del represor existe una
menor tasa de escape en cuanto a su uniéon con su blanco (operador TetO). En
contraste, la cepa XL1-BLue, la cual contiene el represor de TetR en monocopia
disminuyendo el grado de control y el escape del inductor (anhidrotetraciclina)

por la bomba de tetraciclina (TetA).

= Finalmente, con la intenciéon de mejorar el protocolo estandarizado de recombi-
nacion de Dansenko & Wanner, se gener6 una serie de modificaciones tanto al
procedimiento como al plasmido que posee las recombinasas del sistema lambda-
red. Estas modificaciones al procedimiento aumentaron notablemente el niimero
de unidades formadoras de colonia que se obtienen por evento de recombinacion

(ver figura 13.1 del anexo 5).
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Perspectivas

Una de las principales perspectivas del presente trabajo, es el realizar las corres-
pondientes mediciones de afinidad por la RNA polimerasa de las mutaciones creadas,
para determinar aquella mutacion, que reduzca significativamente el nivel de expre-
sion debido a la atenuacion o interferencia transcripcional, esto a través de ensayos
de expresion (p.ej Cloranfenicol acetil transferasa (CAT por sus siglas en inglés)).
Una vez determinada la arquitectura del promotor que genera un menor nivel de ex-
presion del gen marcador, inducir el promotor antisentido para observar el completo
silenciamiento del gen marcador, y por ende, la sensibilidad al antibi6tico de la cepa
correspondiente.

Como se ha explicado, la construccion de sistemas sintéticos complejos (p.ej. cir-
cuitos epigenéticos) requiere de la integracion de multiples genes. Por consiguiente,
para probar la capacidad del mismo de integrar regiones de manera sucesiva, miiltiple,

jerarquizada y eficiente, los siguientes pasos a realizar consistirian en:

1. Realizar una prueba de silenciamiento del gen marcador de antibiético, bajo
la induccion del promotor en antisentido pLac, que codifica para el transcrito
en el cadena opuesta. De tal manera que se pueda establecer la concentraciéon
correspondiente de [IPTG| induccion, para el silenciamiento del gen de la cadena

opuesta.

Una vez, verificadas tanto las concentraciones de inductor, como el silenciamien-
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to del gen marcador de antibidtico respectivo,

2. Realizar una prueba de integracion de un elemento génico determinado (mar-
cador flourescente Ds-RED), para comprobar la funcionalidad del sistema en la

integracion de elementos genéticos.

Otro aspecto fundamental del trabajo es el constante uso de la recombinaciéon
homologa para integrar elementos genéticos e incluso sistemas completos al cro-
mosoma, asi la creacién del plasmido con las recombinasas bajo un promotor
inducible (especificamente pLac) facilita dicha integracion, lo que hace necesa-

rio,

3. Realizar una comparaciéon de la eficiencia de recombinacion entre el plasmido
pKD46 y el plasmido con las recombinasas del fago lambda-red bajo un pro-
motor inducible (pLac), se propone medir dicha eficiencia cuantitativamente al

recombinar un elemento genético en el cromosoma de F.coli.

4. Finalmente acoplar el uso del nuevo plasmido generado que tiene las recom-
binasas del sistema lambda-red con la induccién del silenciamiento del gen de

resistencia, con IPTG para la construccién de un sistema sintético nuevo.
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Anexo 1: Secuencias de

Oligonucleé6tidos utilizados
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Cuadro 10.1: Secuencias de oligonucledtidos utilizados en el presente trabajo

ID

Secuencia

PF_P17_OUT

AAA CCG CTC CCC TTT TAT ATT TAG CGT GCG GGT
TGG TGT CGG ATG CGA TGT TGA CAT AAATGC ATA
AGG CTC GTA TAA TTT GGC GAG

PF_P171819 INN

GCA TAA GGC TCG TAT AAT TTG GCG AGA TTT TCA
GGA GCT AAG GAG GCT AAA ATG GAG AAA AAA
ATC ACT GGA TATA CCA CCG

PR_TETR_INN

GCG GAT AAA GTA TCT CTA TCA CTG ATAG GGA
TGT CAA TCT CTA TCAC TGAT AGGG ATTA CGC
CCC GCC CTA TCA GTG ATAG AGA TAC TTT ACG
CCC CGC CCT GCC ACT CTG C

PR_TETR_OUT

TAAACAAAAGCG GCA ATA AAT GTT GCC GGG AGA
GAT GGT AGG GCG GAT AAT CCC TA

TETR_MIDDLE

GAT GGT AGG GCG GAT AAT CCC TAT CAG TGA TAG
AGA TTG ACA TCCC

PF_P18 OUT

AAA CCG CTC CCC TTT TAT ATT TAG CGT GCG GGT
TGG TGT CGG ATG CGA TGTT GAC ATT AAA TGC
ATA AGGC TCGT ATAA TTT GGCG AG

PF_P19 OUT

AAA CCG CTC CCCTTT TAT ATT TAG CGT GCG GGT
TGG TGT CGG ATG CGA TGT TGA CAT TAT AAT GCA
TAA GGC TCG TAT AAT TTG GCG AG

PF_P20 INN

AAT GCA TAAG GCT CGT ATA ATT TGG CGA GAT
TTT CAG GAG CTA AGG AGG CTA AAA TGG AGAA
AAA AAT CAC TGG ATA TAC CAC CG

PF_ P20 OUT

AAA CCG CTC CCC TTT TAT ATT TAG CGT GCG GGT
TGG TGT CGG ATGC GAT GTT GAC ATT ATT AAT
GCA TAA GGC TCG TATA ATTT GG CG

PF_cm_ 100 8532

GCT GGC GAT TCA GGT TCA TCA TGC CG

F SR _TisB 10362

CTT AAC CCC GCG TGA GCA C

R_SR_TisB 10363

TAA TTA GAA TAA GTC ACT ACG CAT TCC CAT AAA
TGC

LACI INN 7913

TAA ATG TGA GCG GAT AAC ATT GAC ATT GTG AGC
GGA TAA CAA GAT ACT TTA CGC CCC GCC CTG CCA
CTC

F_SR_ 80 10009

CAG ATT CAA GTC GCA CCA AAG GGG AGC GGG
AAA CCG CTC CCC TTT TAT ATT TAG CG

80_SR_ GOOD

CAG ATT CAA GTC GCA CCA AAG GGG AGC GGG
AAA CCG CTC CCC TTT TAT ATT TAG CG
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Anexo 2: Plasmidos & Cepas

utilizadas

Cuadro 11.1: Cepas utilizadas en el presente trabajo.

Cepa

Genotipo

Uso

XL1-Blue

recAl endAl gyrA96
thi-1 hsdR17 supE44
relAl lac [FproAB
laclq  ZéM15 Tnl0
(Tetr)].

Esta cepa fue utilizada
para la integracion de
la construccion y tam-
bién para la amplifica-
cion del gen TetR.

WG1655

K-12 F— A ilvG— rfb-
50 rph-1

Cepa utilizada para
las integraciones con-
trol y la insercion
de vectores. Integra-
cion de TetR

W3110

F- A- rph-1 INV(rrnD,
rrmkE)

Cepa utilizada para
las integraciones con-
trol y la inserciéon
de vectores. Integra-
cion de TetR

DHb5a

F- endA1 gInV44 thi-
1 recAl relAl gyrA96
deoR  nupG purB20
¢80dlacZoM15
d(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(rK-mK+),
A

Cepa utilizada para
las integraciones con-
trol y la inserciéon de
vectores.
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beta-lactamase

gam protein

bet protein

pKD46 Dansenko & Wanner

10,884bp exonuclease

FnCpfl
FnCpfl

Figura 11.1: Vector pKD46 con el sistema de recombinasas del fago lambda-red.

11.0.1. Plasmidos
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Figura 11.4: Vector TA Cloning™ Kit, with pCRT™2.1 para la clonaciéon durante la
construccién del médulo antisentido
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Anexo 3: Almacenamiento de cepas

en glicerol

En condiciones de completa esterilidad:
1. A 1.5 mL de cultivo bacteriano, anadir 0.5mL de glicerol estéril al 60 %.

2. Para asegurar que el glicerol se mezcle con el cultivo correctamente agitar con

vortex.
3. Transferir el cultivo con glicerol a un tubo especial para congelamiento a -70°C.

4. Congela el tubo con hielo seco o nitrogeno liquido y transferir a -70*C para su

almacenamiento.

5. Para recuperar el cultivo, con un asa de cultivo, después de descongelar, tomar
una pequena porcion del tubo y estriar en una caja petri con LB y el antibiético

apropiado e incubar a 37°C. Regresar el cultivo a almacenamiento de -70°C.
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Anexo 4: Extraccion de DNA con el

uso de Fenol.

13.0.1. Equilibracién de fenol:

Antes de usar fenol es importante que este equilibrado a un pH >7.8, pues el DNA
tiende a particionarse en la fase organica cuando el pH es acido. Es importante usar

lentes y guantes como proteccion.

1. Almacenar el fenol a -20°C, cuando sea necesario usarlo colocarlo a tempera-
tura ambiente. Afiadir hidroxiquinolina a 0.1 %. Este compuesto actua como
antioxidante y es un inhibidor parcial de RNasa, ademés también puede funcio-
nar como quelante de metales. El color amarillo del mismo permite distinguir

entre la fase organica e inorgéanica.

2. Anadir un volumen de 0.5 M Tris-Cl (pH 8.0), mezclar la soluciéon con un mag-
neto. Cuando se termine de mezclar, dejar reposar la soluciéon y cuando se

distingan ambas fases, tomar la superior del fenol.

3. Anadir un volumen de 0.1M Tris-Cl (pH 8.0), al fenol. Mezclar con un magneto
por aproximadamente 15 min y remover la fase superior de la mezcla con fenol,

repetir las extraciones hasta que el fenol este equilibrado a un pH >7.8.

57



CAPITULO 13. ANEXO 4: EXTRACCION DE DNA CON EL USO DE FENOL.58

4. Después de que el fenol este equilibrado y que la fase acuosa se haya removido,
anadir 0.1 volmen de 0.1M Tris-Cl (pH 8.0) + 0.2 % de mercaptoetanol. Se debe

almacenar en una botella obscura a 4°C por periodos de hasta 1 mes.

13.0.2. Extraccion con cloroformo:fenol:alcohol isoamilico.

La mezcla debe contener partes iguales de fenol:cloroformo y una propocion 24:1
de cloroformo:alcohol isoamilico, el cual es frecuentemente utilizado para remover pro-
teinas de preparaciones de acidos nucleicos. El cloroformo desnaturaliza las proteinas
y facilita la separacion de la fase organica y el alcohol isoamilico evita que se genere

espuma en la solucién.
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Anexo 5: Protocolo Recombinacion

Dansenko-Wanner:

14.0.1. Preparaciéon del inserto a recombinar:

» Preparar 10 reacciones de PCR de 100uL ¢/u para tener una mayor concentra-

cién de DNA.

» Mezclar el contenido de los 10 tubos de PCR en 2 tubos eppendorf (1.5mL).

14.0.2. Dansenko-Wanner:

1. Dos dias antes estriar la cepa receptora con el pKD46 para la recombinacion
en cajas de LB con ampicilina, incubar a 30 C (es importante que la cepa este

fresca).
2. Inocular una colonia en 5mL de LB + amp a 30 C.

3. Inocular 500uL del preinoculo en 100mL de SOB+ amp a 30 C + 7.5mL de
L-arabinosa 1M.

4. Incubar a 30 C hasta una OD600 n m = 0.6-0.7

5. Centrifugar las células 10 min a 8 000 rpm 4°C
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6. Lavar 2 veces con 50 mL de agua fria
7. Lavar 1 vez con glicerol 10 % frio.

8. Resuspender las células en 1000uL de glicerol al 10 % frio y trasnferir a un tubo

eppendorf de 1.5 mL
9. Centrifugar 3 minutos a 13 000 rpm y resuspender en 360uL (agua)

10. Hacer alicuotas de 60uL.

14.0.3. Electroporacion:

1. A partir de la alicuota de células competentes agregar de 3-5uL del fragmento de

PCR previamente concentrado.https://es.overleaf.com/project /5dd553be342db200018fad18

2. Anadir 1mL de medio SOC y recuparar después de 3hr a 30°C (opcionalmente
dejar ON a 30°C).

3. Concentrar las células y plaquear todo en placas de LB con el antibi6tico co-

rrespondiente e incubar a 42°C

4. Picar 100 colonias en placas de LB con el antibiético correspondiente e incubar

a 42°C

5. Dar 2 pases de 42°C en placas de LB con el antibittico especifico con la finalidad
de perder el pKD46.

6. Incubar una colonia candidata en un 5mlL de LB con antibi6tico a 37°C y una

colonia de la cepa W'T sin el antibiético como control.

14.1. Modificaciones al protocolo convencional de in-

tegracion Dansenko & Wannner
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/ Dansenko & Wanner Serra-Moreno Este trabajo
" Oligonucle6tidos de tamafio largo, y
Una reaccién de PCR serie de reacciones de PCR para
amplificacion

souL de volumen para preparacid de células compelentes 100uL de volumen de células

compelentes
|
5ug de cloranfenicol para seleccionar 1M de arabinosa para
inducir
. 0.1 M de arabinosa para 75ng/ug de DNA para
1mM de arabinosa para inducir integracién
inducir
Recuperacion de las células a lavados de células
Recuperacion de las células 37C exclusivamente con agua
a30°C
0.5ug de DNA para integrar plasmido con recombinasas

inducible (pLac)

o /

Figura 14.1: Cambios al protocolo de integracion cromoésomica de Dansenlo & Wann-
ner, (43) en el panel amarillo se muestran las modificaciones correspondientes al
grupo de Serra-Moreno (45). Finalmente en el panel naranja los cambios al protocolo
realizados en el presente trabajo.
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por PCR
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y o = N
4

zero_blunt_vector_for-mutations
4443

PCR inverso
(IPCR): los
productos de PCR
"%"f% _ _ se re-circularizan y
transforman

Figura 15.1: Representacion del método y el vector utilizado para la generacion de
mu- taciones puntuales en el promotor en sentido, por medio de amplificaciéon por
PCR inversa o vuelta del vector (uso de oligos que se encuentran en los dos extremos
terminales), para después re-circularizar el vector y transformarlo en células compe-
tentes.



CAPITULO 15. ANEXO 7: REACCIONES DE AMPLIFICACION POR PCR 64

3000 bp —»

Figura 15.2: Gel de agarosa al 1 % en donde se muestran los productos de PCR vuelta
para mutagénesis de las cajas -10, -10, -35 (desde el carril no.3, respectivamente) del
promotor sentido, el PCR se realiz6 en el vector blunt con la construcciéon clonada
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2000 bp

Figura 15.3: Gel de agarosa 1% que muestras los productos de PCR con la extension
del Shine Dalgarno para las recombinasas del vector del fago lambda.
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Figura 15.4: Gel de agarosa al 1%. Muestra los fragmentos de doble digestion del
vector Zero Blunt™ con las recombinasas del fago lambda, los asterisos sobre los
carriles senalan aquellas clonas, en donde el plasmido tiene la correcta orientacion de
las recombinsas (después del promotor pLac)
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Anexo 8: Soluciones y Medios

LB
10g NaCl
5g Extracto de levadura.
10g Triptona
1L agua miliQ
Esterilizar en autoclave
SOC (Super Optimal broth with Catabolic repressor)
2g Bacto Triptona
0.5 g Extracto de levadura
0.05g NaCl
Disolver en 75ml de Hy O
ImL de KCI 250 mM
Ajustar pH 7 - NaOH 4M
Aforar con 100mL de agua miliQ
Esterilizar en autoclave
YENB
Extracto de levadura
Nutrient Broth
NaOH

Reactivos:
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1. IPTG 25mg/mL
2. X-GAL 25mg/mL
3. Anhidrotetraciclina 50mg/p L.
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La realizacion de esta tesis recibié el apoyo técnico de la M. B. Maria Luisa Tabche,

Técnica Académica del Instituto de Biotecnologia - UNAM
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