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L. Resumen

I. Resumen

Con la llegada de la tecnologia del DNA recombinante, un gran nimero de genes se ha aislado, caracterizado y
expresado en diferentes células hospedero. Generalmente, los plasmidos han sido las herramientas moleculares
utilizadas por excelencia para expresar genes heterologos, de manera extracromosomal en microorganismos
como Escherichia coli. No obstante, se han desarrollado nuevas metodologias que pemiten integrar y modificar
genes a nivel del cromosoma bacteriano, estos sistemas conocidos como de integracion y delecion (inactivacion),
permiten de manera sencilla y rapida la insercion de genes en un determinado locus del cromosoma bacteriano
(Le Borgne et al., 1998; Datsenko & Wanner, 2000; Kolisnychenko et al., 2002; Fukiya et al., 2004).

El presente trabajo de investigacion, se centra en el desarrollo de una herramienta molecular que combina
caracteristicas tanto de plasmidos como de sistemas de integracion cromosomal. Este proyecto surgié como una
alternativa a los problemas asociados con la presencia de plasmidos multicopia (Glick, 1995) y también a los
genes de resistencia a antibidticos que permanecen en el genoma de las cepas recombinantes. Este hecho,
ademas de que implica la dificultad para seleccionar modificaciones adicionales que se requieran incorporar a un
microorganismo previamente modificado, dado que la disponibilidad de marcadores de seleccion es limitada,
también dificulta la aceptacion de estas cepas en procesos de produccion, debido a la posibilidad de que se lleve
a cabo la dispersion y transferencia horizontal de estos genes.

El sistema generado en este proyecto, permite insertar y expresar genes directamente en el cromosoma de E.
coli, a través del uso de productos de PCR, sin dejar marcadores de resistencia a antibioticos en las cepas
modificadas. Este sistema se basa en el uso del promotor fuerte fr¢, asi como de la recombinasa Cre del
bacteriofago P1 y sus secuencias blanco o sitios de recombinacion loxP. Para llevar a cabo lo anterior, se partid
de un plasmido derivado de la familia pLox1, el cual presenta un casete de resistencia a gentamicina escindible
por el sistema Cre/loxP (Palmeros et al., 2000), al cual se le insertd un fragmento proveniente del plasmido
pTrc99A para la correcta expresion del gene de interés (Amann et al., 1988). De esta manera, se genero el
plasmido de expresion pLoxGentre. Este sistema genético se caracterizo y se valido utilizando como ejemplo al
gene heterologo melA de Rhizobium etli CFN42. Posteriormente, se evaluo el efecto de la expresion de dicho
gene sobre la sintesis de melanina a nivel multicopia, asi como al ser insertado en el gene cromosomal lacZ de la
cepa silvestre W3110 de E. coli. Las cepas generadas W3110/pLoxGentrcmeld y W3110/lacZ::trcmelA, 1oxP-
aacC1-loxP respectivamente, presentan rendimientos del 50 y 75% de melanina a partir de tirosina comparadas
con el maximo tedrico, respectivamente. Esto demostrd que la expresion de genes cromosomales utilizando el
sistema molecular aqui desarrollado, en particular meld para el caso de este trabajo, resulto ser la estrategia mas

adecuada para incrementar la produccion y el rendimiento de la sintesis de melanina.
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I1. Introduccion

Mediante el desarrollo de tecnologias como la del DNA recombinante ha sido posible la generacion de
microorganismos con la capacidad de sobreproducir compuestos de interés industrial (Nielsen, 2001). La
bacteria Escherichia coli se ha sido utilizado en procesos biotecnolégicos, como cepa hospedero para la
expresion de genes propios, asi como heterélogos con el objetivo de producir proteinas y metabolitos
especificos. Generalmente, es necesario un nivel de expresion alto de los genes de interés para producir grandes
cantidades de la proteina requerida, para lo cual se hace uso de plasmidos en los que se introduce el DNA
foraneo. Una vez expresado el gene de interés en la célula, la proteina resultante provee al hospedero de nuevas
capacidades metabolicas, como son la habilidad de producir nuevos metabolitos o bien sobreproducir
compuestos nativos.

Los plasmidos usualmente son moléculas circulares de DNA, que se replican de manera auténoma al DNA
cromosomal bacteriano. Generalmente, se encuentran en multiples copias dentro de la célula hospedero y a pesar
de su versatilidad y utilidad como vectores de clonacion, es sabido que la presencia de multiples copias de un
plasmido y la expresion del DNA que contiene, representan una “carga metabolica” al organismo hospedero, que
frecuentemente ocasiona cambios adversos en su metabolismo. La carga metabolica se refiere a los recursos de
la bacteria, ya sea en la forma de energia o de moléculas precursoras, que se requieren para mantener y expresar
el DNA de interés en la célula. Uno de los cambios mas cominmente observados, es una disminucion en la tasa
especifica de crecimiento () de la bacteria (Glick, 1995). Ahora bien, si el interés es obtener una gran cantidad
de una proteina en particular, entonces resulta ideal el uso de vectores de expresion en multicopia, sin dejar de
lado otros aspectos a considerar sobre los plasmidos como son: la inestabilidad segregacional, la cual se refiere a
la pérdida del plasmido, lo cual puede evitarse hasta cierto grado si se emplea algin tipo de presion selectiva
como lo seria la adicion de antibidticos cuya resistencia se encuentre codificada por un gene presente en el
plasmido. Sin embargo, en la mayoria de los casos no es deseable el empleo de antibidticos, ya que es necesario
removerlos del medio de cultivo en procesos industriales.

En nuestro laboratorio se han construido un conjunto de vectores, muchos de ellos derivados de pBR322, que
permiten introducir en la bacteria el DNA clonado y estabilizarlo de forma extracromosomica (Bolivar et al.,

1977). Entre estos derivados, destacan una familia de tres plasmidos (pBRINT-Ts) que ademas permiten integrar
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material genético en el locus cromosomal lacZ de E. coli, reduciendo de esta manera el problema de la carga
metabolica en la célula (debida al mantenimiento del nimero de copias del pladsmido y a la expresion del gene de
interés), asi como la inestabilidad segregacional (Le Borgne et al., 1998 y 2001). Otro de estos derivados, es el
plasmido pLox1, el cual se desarrolld con el objetivo de eliminar los genes de resistencia a antibidticos del
cromosoma bacteriano, lo cual permite incrementar el repertorio de marcadores de seleccion disponibles para su
uso en E. coli y otras bacterias (Palmeros et al., 2000). Por otra parte, existen métodos actuales de reemplazo
alélico que permiten, a través del uso de productos de PCR, insertar genes en cualquier locus del cromosoma
bacteriano (Datsenko & Wanner, 2000; Kolisnychenko et al., 2002; Fukiya et al., 2004). En estos sistemas, la
integracion génica ya no estd restringida a un determinado sitio en el cromosoma. Sin embargo, estas
metodologias estan disefiadas unicamente para llevar a cabo la inactivacion de genes en el cromosoma de E. coli.
Por esta razon, seria ideal generar nuevas herramientas moleculares, basadas tanto en el uso de pldsmidos como
de sistemas actuales de integracion, que permitan no sélo inactivar sino también expresar genes a nivel
cromosomal y que sean estables, es decir, que logren contender con la pérdida de genes y con el efecto de carga
metabolica, ambos factores impuestos tanto por la segregacion como por el efecto multicopia de los plasmidos
respectivamente. Por otra parte, el disefio de dichas herramientas podra permitir que la expresion cromosomal
del gene de interés, pueda ser regulable o bien constitutiva, eliminando en este ultimo caso la necesidad de un
inductor. Asimismo, estas metodologias prescindirian del uso de antibidticos.

Considerando la importancia que tienen estas herramientas moleculares en la generacion de cepas con nuevas
capacidades metabdlicas, en este proyecto se disend y caracterizé un método para la integracion y la expresion
de genes en el cromosoma de E. coli, basado en el uso de un plasmido de expresion como templado para la
generacion de un producto de PCR. Para poder validar este sistema, se utilizo al gene heterdlogo de Rhizobium
etli CFN42, el cual codifica para una tirosinasa dependiente de cobre, involucrada en la sintesis de melanina. Se
estudio el efecto de expresar dicho gene en el crecimiento y la produccion del pigmento mencionado,
comparativamente entre las cepas que expresan meld en multicopia, asi como una vez integrado en el

cromosoma, es decir en monocopia.
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II1. Antecedentes

Ante la creciente demanda de compuestos de interés comercial, los avances en la ingenieria genética han
permitido desarrollar cepas modificadas genéticamente con caracteristicas favorables para la sintesis de dichos
productos. La estrategia mas deseable para la generacion de cepas de produccion estables, consiste en lograr la
expresion cromosomal de los genes de interés, lo cual se puede lograr mediante mecanismos de integracion que
involucran recombinacion homologa mediada por la enzima RecA, asi como recombinacion sitio especifica

mediada por enzimas recombinasas sitio especificas (Balbas y Gosset, 2001).

3. 1. Mecanismos de recombinacion del DNA

3.1.1. Recombinaciéon homoéloga

Este tipo de recombinacion ocurre entre secuencias muy similares o idénticas de al menos 500 pares de bases,
y puede llevarse a cabo en cualquier punto a lo largo del cromosoma. La recombinacion homologa es
conservativa, es decir, no hay pérdida o ganancia de bases (Nelson y Cox, 2000).

El modelo de la ruptura de doble cadena (Fig. 1), se ha utilizado para describir el mecanismo de
recombinacién homoéloga en eucariontes, aunque también describe el de procariontes. En este modelo, la
recombinacidn inicia con un corte de doble cadena en una de las moléculas de DNA, esta ruptura es alargada por
accion de una exonucleasa 5°—3’, la cual deja extremos 3’ de cadena sencilla libres. El extremo 3 de una de las
cadenas invade a la molécula homoéloga de DNA, y es elongado por accion de la DNA polimerasa utilizando
como templado a la cadena complementaria. Por otro lado, el extremo 3’ de la otra cadena que suftié ruptura,
también es elongado utilizando la otra cadena complementaria del diplex homodlogo Posteriormente, los
extremos de cada una de las cadenas elongadas son ligados. Este intercambio de segmentos entre ambas
moléculas de DNA, tiene como resultado la generacion de dos heteroduplex con dos sitios de entrecruzamiento
conocidos como estructuras de Holliday. La resolucion de estas estructuras, es decir, la generacion de moléculas
individuales de DNA de doble cadena, se da a través de la introduccion de segundos cortes. Lo anterior, ocurre
de dos maneras, generando en uno de estos eventos un par de duplex en los cuales ocurrié recombinacién
reciproca (Lodish et al., 2000).

En E. coli, 1a recombinacion homologa sigue de manera general el modelo de la ruptura de doble cadena. Sin
embargo, se limita a la presencia de un tinico extremo 3’ de cadena sencilla, necesario para invadir una molécula
de DNA. En este caso, el complejo enzimatico RecBCD reconoce la ruptura y se une al duplex de DNA.
Posteriormente RecBCD se mueve a lo largo del DNA mientras su actividad helicasa desenrolla el duplex. De
manera similar al modelo de la ruptura de doble cadena, el complejo enzimatico degrada tanto con su actividad
exonucleasa 5°—3’ como con la 3°—5°, el DNA de cadena sencilla de ambas hebras. Sin embargo, cuando
RecBCD reconoce sitios de alta recombinacion llamados CHI, su actividad 3’—5’ disminuye mientras que la
5’—3’ incrementa. De esta manera, se genera un extremo 3’ de cadena sencilla, el cual es reconocido por

multiples enzimas de union a DNA llamadas RecA. En presencia de ATP, RecA cubre el extremo 3’ generando
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un filamento nucleoproteico, el cual invade un diplex de DNA homologo. Una vez que RecA lleva a cabo la
insercion del DNA de cadena sencilla, una de las hebras del diplex homoélogo es desplazada, formandose un

heteroduplex con estructura de Holliday.

Apareamiento de secuencias homologas.

Corte de doble cadena.

Generacién de extremos 3’.

Invasion de la cadena y formacién de un loop,
en el duplex homologo.

Sintesis y ligacion del DNA de ambas cadenas.

Formacion de dos estructuras de Holliday y
migracion de las cadenas.

Resolucién de la estructura.

No recombinantes Recombinantes reciprocos

Figura 1. Modelo de recombinacion homologa mediada por una ruptura de doble cadena (modificado de Nelson y Cox,
2000).

Esta estructura es reconocida por la enzima RuvA, que desenrolla dicho punto de entrecruzamiento dejando
cada una de las cuatro cadenas separadas en forma de cruz. De esta manera, se induce la unién de dos proteinas
hexaméricas llamadas RuvB, cada una de las cuales forma un canal a través del cual pasa el DNA (Fig. 2a). El
complejo formado por RuvA y RuvB en presencia de ATP, lleva a cabo la migracion de las cadenas (branch
migration), es decir, el desplazamiento unidireccional de la estructura de Holliday a lo largo del duplex.
Finalmente, dos endonucleasas de nombre RuvC se unen al complejo RuvA/B, y resuelven la estructura de
Holliday a través de un corte en dos sitios separados por180° (Fig. 2b). Posteriormente, los extremos generados

se ligan y se generan moléculas recombinantes (o no recombinantes) conteniendo una region heteroduplex (Fig.

2¢) (Lodish et al., 2000).
a) b) c)

Recombinantes

Regidn heteroduplex

Figura 2. Proteinas de E. coli involucradas en la migracion de las cadenas y la resolucion de las estructuras de Holliday
(modificado de Lodish et al., 2000).
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La ventaja principal de utilizar el mecanismo de recombinacion homologa en sistemas de modificacion
genética, radica en que se conoce el sitio donde se realiza la insercién de la modificacion deseada (Palmeros,

2001).

3. 1. 1. 1. Sistema Red del fago A

El sistema que lleva a cabo el evento de recombinacion en el fago 4, previo al empaquetamiento del DNA en
las capsides del fago, es el de la recombinasa Red. Este sistema, esta formada por los productos de los genes v, B
y exo, localizados en el operon pL de este fago. El mecanismo de recombinacion inicia debido a la presencia de
rupturas de doble cadena, en sitios especificos cos (cohesive end site), por la enzima terminasa. Esta enzima se
une al extremo derecho del sitio cos, linearizando el cromosoma del fago 4. Este extremo queda desprotegido por
la terminasa, de tal manera que es sujeto a degradacion por la proteina Exo. Esta enzima, permanece unida a una
de las cadenas del duplex de DNA, mientras que con su actividad de exonucleasa degrada la hebra
complementaria en direccion 5’ —3’. Esto resulta en un extremo 3’ libre al cual se une el otro componente de este
sistema, la proteina Beta (Sawitzke et al., 2007).

La accidn conjunta de Beta y la proteina RecA, media la invasion de la cadena sencilla en un duplex de DNA
homologo, promoviendo el alineamiento y el intercambio entre las cadenas complementarias. Una vez que se
forma el heteroduplex, el complejo RuvAB se encarga de la migracion de las cadenas, mientras que la estructura
de Holliday es resuelta por RuvC (Poteete, 2001).

Las moléculas de DNA lineal, generalmente son degradas por el sistema RecBCD de la bacteria. Sin embargo,
la proteina Gama del sistema Red, inhibe la actividad exonucleasa de dicho complejo en la célula hospedero.
Debido a esto, el sistema Red del fago 4 es ampliamente utilizado para promover la recombinaciéon homologa
entre fragmentos pequefios de DNA lineal y el cromosoma de organismos hospederos. Este sistema se ha
utilizado principalmente para inactivar genes en el cromosoma de E. coli (Murphy, 1998), ya que a diferencia de
la recombinaciéon homoéloga mediada por RecBCD, las proteinas del sistema Red reconocen secuencias
homologas de aproximadamente 50 pares de bases entre las moléculas de DNA involucradas en el evento de

recombinacion, haciendo mas sencilla la manipulacion de este sistema in vitro.

3. 1. 2. Recombinacidn sitio-especifica

Este tipo de recombinacion, a diferencia de la recombinacion homdloga, ocurre en sitios muy especificos entre
las moléculas de DNA los cuales, a diferencia de la recombinacién homologa, tienen una region pequeiia de
secuencia idéntica. En este tipo de recombinacion no participa RecA, sino proteinas especificas para cada
sistema llamadas recombinasas sitio-especificas, las cuales llevan a cabo el intercambio genético y la unién de
las hebras por una ruptura precisa en los sitios blanco. Como resultado se genera un cointegrado, el cual esta
flanqueado por dos sitios nuevos de insercion, que son reconocidos por la misma enzima para llevar a cabo la
escision del DNA (Fig. 3). Solo algunos sistemas de recombinacion sitio-especifica se utilizan extensamente en

la modificacion del genoma de diversos organismos (incluyendo bacterias, plantas, moscas y mamiferos), la
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familia A integrasa esta formada por dos de ellos: el sistema /oxP/Cre del fago P1 y el sistema fr#/Flp de

Saccharomyces cerevisiae.

Escision l
., RS
Inteeracion N
AS N
.- || i
' Recombinasa
AS AS
- e T
cointegrado

Figura 3. Mecanismo de integracion y escision por recombinacion sitio-especifica. Abreviaciones: sitio de reconocimiento:
RS, sitio de insercion: AS (Balbas & Gosset, 2000).

3. 1. 2. 1. Sistema loxP/Cre del fago Pl
Durante el ciclo de replicacion de este fago, la recombinasa Cre es la responsable de resolver los dimeros que

se forman durante la duplicacion de su genoma; ademds de esta enzima, el sistema esta conformado por dos
sitios de recombinacion llamados /oxP, cada uno de los cuales consiste de una secuencia de 34 pares de bases,
compuesta por 2 secuencias invertidas repetidas de 13 pares de bases separadas por una region de 8 nucledtidos
(Fig. 4).

ATAACTTCGTATA GCATACAT TATACGAAGTTAT

TATTGAAGCATAT CGTATGTA ATATGCTTCAATA

Figura 4. Secuencia nucleotidica de un sitio JoxP. Se sefala la region de entrecruzamiento ( * *).

Después de que un dimero de Cre se une a un sitio /oxP, otro dimero localiza y se une a un segundo sitio /oxP,
la recombinasa corta el DNA en la region espaciadora y después de llevar a cabo el intercambio de las hebras,
vuelve a unir el DNA. La recombinacion entre dos sitios /oxP dispuestos en la misma direccidon, provoca que el
fragmento de DNA entre ellos se escinda como molécula circular (Fig. 5); los productos de esta recombinacioén
llevan un sitio JoxP completo cada uno. En cambio, el evento de recombinacion entre dos sitios /oxP dispuestos
en orientacion contraria provoca que el fragmento de DNA entre ellos se invierta (Sternberg y Hamilton, 1981).

Este mecanismo de recombinacion sitio-especifica, permite eliminar marcadores de resistencia del

cromosoma, mientras estén flanqueados por sitios loxP (Palmeros et al., 2000).
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Figura 5. Recombinacion entre dos sitios /oxP orientados en la misma direccion.

3. 1. 2. 2. Sistema frt/Flp de Saccharomyces cerevisiae

La enzima Flp estd codificada por el pldsmido 2pm de levadura, y es responsable del mantenimiento del
numero de copias de dicho vector. EIl DNA blanco de esta enzima, son los sitios de recombinacion fit (Flp
Recognition Target), y a diferencia del sistema Cre/loxP, existen 3 sitios de union, sin embargo, se ha visto que
uno no es esencial (Fig. 6). Asi mismo, la longitud de la region espaciadora (donde ocurre el entrecruzamiento)

puede variar de 7-9 pbs, lo cual no repercute en la eficiencia de la recombinacion (Chen y Rice, 2003).

GAAGTTCCTATTCCGAAGTTCCTATTCTCTAGAAAGTATAGGAACTTC

> Pe o o o o o o o <

C b a

Figura 6. Secuencia nucleotidica de los 3 sitios fit. El sitio marcado con ¢ no es necesario para la recombinacion. Se sefala
la region de entrecruzamiento (¢ © °).

Al igual que Cre, la enzima Flp no requiere de componentes accesorios para llevar a cabo su reaccion, ademas
de que comparten mas de la mitad en sus sitios de recombinacion (Fig. 7). A pesar de sus diferencias en
especificidad y en afinidad durante el reconocimiento de sus secuencias nucleotidicas (ya que ninguna de estas

recombinasas parece reconocer el sustrato de la otra). Ambas enzimas presentan un mecanismo de unidén



I11. Antecedentes

conservado, lo cual se observa en el uso de dos dominios enzimaticos, que reconocen y se unen a sus Sitios

respectivos (Buchholz ef al., 1996, Chen y Rice, 2003 y Swalla et al., 2003).

Cre
ATAACTTCGTATA........

17H
16 P
154
144
13 @
o
P
Q
n
P
H
g
H

Fip l..f

Figura 7. Comparacion de los sitios de recombinacion de las enzimas Cre y Flp. La numeracion inicia en la mitad de la
region espaciadora. Region de entrecruzamiento (¢ ¢ ¢), posicion de corte de las enzimas (1), secuencias compartidas por
los dos Sitios ().

A pesar de que los sitios y las recombinasas no son intercambiables, las similitudes mencionadas sugieren una
relacion evolutiva entre estos dos sistemas de recombinacion sitio-especifica (Hoess y Abremski, 1984).

Por otro lado, la temperatura a la cual se crece la célula hospedero, impone una condicion sobre la recombinasa
empleada, ya que FLP es mas eficiente a 23-30°C, y pierde su actividad a temperaturas mayores. Mientras que
Cre funciona mas eficientemente a y arriba de 37°C, por lo que es deseable para ser usada en organismos que
crezcan en este rango de temperaturas. Estudios realizados en mamiferos, recomiendan el uso de Cre para
aplicaciones que requieran una recombinacion eficiente, por ejemplo, tejido-especifico o knock-outs inducibles
en ratones (Buchholz et al., 1996). Mientras que Flp puede ser utilizada en estudios que requieran una fuerte

regulacion, mas que una dependencia en eficiencia, por ejemplo, en lineas celulares (Buchholz et al., 1996).

4. Sistemas de integracion

En nuestro laboratorio, se ha disefiado un sistema derivado del plasmido pBR322, que ademas de permitir
clonar DNA foraneo en la bacteria de E. coli (Bolivar et al., 1977), posibilita la integracion de material genético
en su cromosoma.

4. 1. Familia pBRINT-T's

Esta familia estd formada por tres vectores que permiten la integracion de DNA en el gene lacZ del
cromosoma de E. coli (Fig. 8). Cada uno de ellos posee: 1) un sitio multiple de clonacion (MCS), flanqueado por
un gene que confieren resistencia a un antibiotico, 2) regiones de identidad con el gene lacZ y 3) un origen de
replicacion termosensible (T,) derivado del plasmido pSC101. Este plasmido puede replicarse a una temperatura

de 30°C, pero conforme ésta incrementa por arriba de los 37°C, la replicacion se detiene.
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Pstl

Nhe | Bglll Ncel
PBRINT-T Km (8.3-kb) EEZ2Zamyy  nptil (1.2-kb)

5end ¥
MCS

Neo |l
spel PBRINT-T PBRINT-T4Cm (8.1-kb) cat (1-kb)
family Bgl | Eco RV

PBRINT-T Gm (7.9-kb) EEzzzmzRy aacC1 (0.8-kb)

lacZ £
3 end //

Figura 8. Familia pBRINT-Ts, formada por tres diferentes plasmidos de acuerdo a su resistencia: kanamicina (Km),

cloramfenicol (Cm) y gentamicina (Gm). Tomado de Le Borgne et al., 1998.

Se ha reportado que plasmidos que no se replican de manera extracromosomal en una cepa hospedero, pueden
recombinar de manera eficiente en su cromosoma, siempre y cuando presenten regiones de identidad (Hamilton
et al., 1989). Por lo que la presencia de la secuencia trunca de lacZ, y el origen de replicacion de los plasmidos
de la familia pBRINT-Ts, permiten la seleccion directa de los eventos que llevan a la integracion cromosomal.
En el primer evento de recombinacion entre el plasmido y el cromosoma bacteriano, a la temperatura no-
permisiva de 44°C (Fig. 9a), se genera un cointegrado, el cual estd formado por la fusién entre las dos moléculas
de DNA (Fig. 9b). Posteriormente, al disminuir la temperatura a 30°C (temperatura permisiva en la que el

plasmido se replica), el cointegrado pasa por un segundo evento de recombinacién (Fig. 9c¢).

a)
.z A1 747) .
b) l T Formacion del cointegrado a 44°C
- :mrﬂm: -
©)
d) I\ @ Resolucion a 30°C
M ——
=z 77! o

Figura 9. Estrategia general para el método de integracion cromosomal, utilizando el plasmido pPBRINT-Ts en el gene lacZ
de E. coli (modificado de Balbas y Gosset, 2001). Gene que confiere resistencia a algiin antibidtico, M; regiones de

identidad, .
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Como resultado, se obtienen dos moléculas en las cuales ocurrié intercambio de alelos, es decir, cada una de
ellas contiene la secuencia original de la otra molécula. En este segundo entrecruzamiento, el gene que confiere
resistencia a alguno de los antibioticos, y el cual esta flanqueado por regiones de identidad con el gene /acZ, se
inserta directamente en alelo lacZ del cromosoma de E. coli, mientras que el plasmido se regenera (Fig. 9d). Este

ultimo puede ser eliminado de la célula al aumentar la temperatura del cultivo a 44°C (Hamilton ef al., 1989).

4. 2. Inactivacion cromosomal por productos de PCR

A pesar de que existen numerosos métodos de reemplazo alélico para integrar genes en el cromosoma
bacteriano, todos requieren que la modificacion deseada se genere in vifro en el vector antes de que recombine
en el cromosoma, restringiendo de esta manera la integraciéon génica a un determinado locus. Un sistema
alternativo para evitar lo anterior, es a través de la amplificaciéon por PCR de genes de resistencia (Fig. 10). La
estrategia basica consiste en reemplazar una secuencia cromosomal con un gene selectivo de resistencia a un
antibiotico, el cual se genera por PCR flanqueado por secuencias que llevan en su extremo 5’ de 36 a 50
nucleotidos de identidad con el gene a interrumpir (H1 y H2), y 20 pb en su extremo 3’ idénticas con el plasmido
templado (P1 y P2) que expresa el gene selectivo. La recombinasa Red del fago A lleva a cabo la doble

recombinacion entre las secuencias H1 y H2 del producto de PCR con las del gene a interrumpir.

Paso 1. Amplificacion por PCR del gene de resistencia (AnbX)

=, ?, e
frt frt
}
Paso 2. Transformacion de cepas Red*
Gene A Gene B Gene C

Paso 3. Seleccién de transformantes

Geer 7000 2/, 7, GeneC_|
|

Paso 4. Eliminacién del gene de resistencia

| Gees 7 GeneC |

Figura 10. Estrategia de interrupcion de genes cromosomales. H1 y H2 se refieren a las secuencias homdlogas con el gene
B. P1 y P2 representan las secuencias de identidad con el plasmido templado (Datsenko y Wanner, 2000).
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Una vez interrumpido el gene blanco y después de la seleccion, el casete de resistencia puede ser escindido del
cromosoma usando un plasmido que expresa la recombinasa FLP, la cual lleva a cabo la recombinacion sitio-
especifica entre los sitios frt que flanquean el gene de resistencia que se insertd. Los plasmidos que expresan las
recombinasas Red y FLP, poseen origenes de replicacion termosensible que facilmente pueden ser diluidos si las

células se crecen a 37°C (Datsenko y Wanner, 2000).

4. 3. Familia pLox1

A pesar de no tratarse de un sistema de integracion, la importancia de esta familia de plasmidos radica en la
eliminacion de los marcadores de resistencia a antibidticos del cromosoma. Esta serie de plasmidos derivados del
vector pLox1, se utilizan para modificar cualquier gene que confiera resistencia a un antibiotico, mediante la
adicion a ambos lados de sitios loxP y sitios multiples de clonacion (Fig. 11). A través de este procedimiento el
marcador de seleccion ademas de ser mas versatil por los sitios de restriccion adicionados, es escindible por la

presencia de los sitios loxP que lo delimitan y sobre los cuales actiia la recombinasa Cre.

X Sc NeSyBaAlE Dr X

cat pLoxCat2

Sy NcAvBa Be BgSy

\/ || \/
g

/
\

nipIl i pLoxKan2
M M)
EVBg AvAy A S HII
0.4 kb PLOXGBH“-
: I (M] M]

Figura 11. Familia pLox1. Estos plasmidos poseen dos sitios de recombinacion loxP flanqueados por MCS. Cada uno de
ellos codifica para un gene que confiere resistencia a un antibidtico, el cual se inserta entre estos sitios.

Esta nueva herramienta molecular, se implement6 para generar una segunda generacion de plasmidos de la
familia pBRINT-Ts, en los cuales ya es posible eliminar los marcadores de resistencia a antibidticos del

cromosoma (Le Borgne et al., 2001).

5. Regulacion de la expresion genética

Para poder expresar eficientemente cualquier gene de E. coli, es necesario colocarlo bajo el control de las
sefales que reconoce la maquinaria de transcripcion y de traduccion del organismo huésped. El disefio y la
construccion de un sistema genético debe incluir al menos las siguientes sefiales: 1) region codificadora o gene
estructural de la proteina de interés, 2) regiones reguladoras ubicadas en el extremo 5’: promotor, secuencia
Shine-Dalgarno (SD) y el codon de inicio de la traduccion, y 3) regiones reguladoras ubicadas en el extremo 3’
para la terminacion de la transcripcion y el codon de término de la traduccion (Lewin, 2004).

El promotor es la secuencia que reconoce la RNA polimerasa como sefial de inicio de la transcripcion. La

secuencia de nucleodtidos de los promotores varia considerablemente, influyendo en la afinidad de union de la

12
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RNA polimerasa. Esta variacion es debida en gran parte, a diferencias en la secuencia del promotor. De tal
manera, que la fuerza de un promotor estd relacionada con la similitud que tenga con respecto a la secuencia
consenso (Nelson y Cox, 2001). En E. coli, la subunidad sigma (o) del holoenzima de la RNA polimerasa, es un
factor de especificidad que interviene en el reconocimiento y la unidén del promotor. Los procariontes tiene
multiples factores sigma; un factor o primario, necesario para la expresion de los genes constitutivos
(housekeeping) durante el crecimiento exponencial, y factores ¢ alternos que se utilizan bajo ciertas condiciones
de crecimiento o estrés (Tabla A). El factor primario en E. coli es 6”°, el cual reconoce promotores que presentan
secuencias consenso ubicadas alrededor de: 35 (TTGACA) y 10 (TATAAT) pares de bases corriente arriba
del sitio de inicio de la transcripcion (Barnard-Hook y Hinton, 2007). Ambas secuencias se encuentran separadas

entre ellas de 16 a 18 pares de bases (Fig. 12).

Factor sigma Region -35 Region espaciadora Region -10
6" | General TTGACA 16-18 TATAAT
o°° | Fase estacionaria y respuesta a estrés - - CTACACT
o | Heat shock CNCNCTTGAAA 12-16 CCCCATNT
o | Sistema flagelar CTAAA 15 GCCGATAA
6" | Transporte de Fe GAAAAT 15 TGTCCT
o' | Heat shock GGAACTT 16 TCNAA
o> | Metabolismo de Nitrogeno CTGGCAC A/G 4 TTGCAT

Tabla A. Secuencias promotoras de los diferentes factores sigma de E. coli.

De acuerdo a su regulacién los promotores pueden ser: a) constitutivos: los que siempre permiten la
transcripcion del (os) gene (s) bajo su control y b) regulados: los que inicamente permiten la expresion genética
en condiciones ambientales y metabodlicas especificas. La regulacion de la transcripcion a partir de los
promotores del tipo b), se lleva a cabo por la interaccion entre proteinas de union especificas y secuencias
determinadas localizadas en o préximas al promotor, dichas moléculas actian como activadores (regulacion
positiva) o represores (regulacion negativa).

Algunos promotores inducibles como P, y Pj..urs, estan controlados negativamente por la proteina represora
Lacl y positivamente por la proteina receptora de AMP-ciclico (AMPc) o CRP. En ausencia de glucosa, el
complejo CRP-AMPc se une al DNA en el sitio CRP, estimulando la interaccion de la RNA polimerasa con el
promotor y activando la transcripcion de los genes localizados corriente abajo. En contraste, el represor Lacl se
une al operador, el cual esta contiguo al sitio del inicio de la transcripcion. Esta unién bloquea a la RNApol,
impidiendo que se transcriba el gene de interés. La induccion de la transcripcion a partir de estos promotores, se
lleva a cabo en presencia de alolactosa (inductor natural) o de compuestos quimicos de bajo peso molecular
como el isopropil-p-D-tiogalactopiranosido o IPTG (inductor gratuito). Estos inductores se unen al represor y
cambian su conformacion, impidiendo que éste interactie con la region del operador. Por lo tanto, la RNApol es

libre de unirse al promotor y de iniciar la transcripcion.
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Debido a que la transcripcion del gene /acl ocurre solo una o dos veces por generacion, produciendo alrededor
de 10 moléculas represoras por célula. Se cree que la débil transcripcion de este represor se debe a que la caja
-35 GCGCAA del promotor lacl, se desvia de la secuencia consenso TTGACA. Por otra parte, de las 50 pares de
bases que conforman a este promotor, 28 de ellas son G:C, observandose principalmente entre la caja -10 y el
sitio del inicio de la transcripcion. De tal manera, que el acceso al sitio activo de la RNA polimerasa por el DNA
templado se ve afectado, ya que el desenrrollamiento del DNA se da justamente en la region de -11 a +3, la cual
en el promotor P, presenta mayoritariamente enlaces triples entre G y C. Debido a estas caracteristicas, es que
se atribuye una unién débil de la RNA polimerasa al promotor silvestre lacl, siendo asi la transcripcion de este
gene tan baja. Sin embargo, la mutacion denominada I? genera un cambio de una C por una T en la caja -35 del
promotor lacl, resultando en la secuencia: GTGCAA. De esta manera, se incrementa la similitud con el resto de
los promotores, asi como la afinidad de la RNA polimerasa por dicho promotor (Calos, 1978). Esta mutacion en
la secuencia -35 del promotor /acl, genera un incremento de 100 moléculas de represor por célula.

Por otro lado, el promotor P15 se obtuvo por mutagénesis del promotor P, cambiando la secuencia de la
caja —10 del promotor silvestre TATGTT, a la secuencia consenso TATAAT, con lo que se increment6 la fuerza
de este promotor. Por su parte, el promotor sintético hibrido P, se construyé con las secuencias de las cajas —35
del promotor P, y —10 del promotor P,.yys, separadas por 16 pares de bases. Su regulacion es similar a la que
tienen los promotores que le dieron origen, puesto que se reprime por el producto del gene /acl, por lo que se
induce con lactosa o IPTG, y como carece del sitio de union para CRP-cAMP es insensible a represion
catabolica.

Un promotor hibrido derivado del anterior, es el promotor P, el cual a diferencia del promotor P, tiene las
cajas —35 y —10 separadas por 17 pares de bases (Fig. 12), sin embargo, las actividades transcripcionales de

ambos promotores son similares (Amann et al., 1988).

trc
N N

5’--- TTGACA---17 pb---TATAAT---AGGA---5-13 pb-ATG- Gene estructural [f-TGA ---3°

o 1

codon de inicio codon de término

Figura 12. Representacion esquematica de los elementos necesarios para la expresion de un gene. Se utiliza como ejemplo
el promotor hibrido #rc, dependiente de ™.

En el caso del promotor del operon de triptofano, P, éste se regula negativamente por el represor TrpR unido
a L-triptofano. Para mantener este promotor activo, se utiliza acido indol-acrilico (IAA), el cual inactiva al
represor al impedir su union con el triptéfano.

Existen diferentes promotores que regulan de manera eficiente el inicio de la transcripcion, por lo que se
emplean para expresar genes. De esta manera, para la construccion y la funcionalidad de sistemas de expresion,

es necesario seleccionar los elementos necesarios para cubrir cada caso.
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IV. Justificacion

Entre los objetivos de nuestro laboratorio, se encuentra el desarrollo, la caracterizacion y el refinamiento de
herramientas moleculares para ser utilizadas en el aislamiento y la manipulacion del material genético. Por lo
que con la informacién obtenida de los sistemas generados por nuestro grupo (Bolivar ef al., 1977; Le Borgne et
al., 1998 y 2001; Palmeros et al., 2000), y basandonos en una metodologia similar a la desarrollada por
Datsenko y Wanner (2000), en este proyecto planteamos el desarrollo de un sistema molecular que permite
integrar y expresar genes en el cromosoma de E. coli, de manera regulable y sin dejar marcadores de resistencia
a antibioticos en las cepas modificadas. Al integrar genes en el cromosoma, se puede lograr contender con la
pérdida de éstos como consecuencia de la segregacion de los plasmidos. Ademads, el empleo del sistema
propuesto puede ser de utilidad en cepas de produccion, donde la expresion en multicopia de diversos genes
involucrados en la sintesis del compuesto de interés, repercute de manera negativa sobre el crecimiento. Por lo
que al integrar genes en el cromosoma, evitando el efecto multicopia, se puede mejorar la viabilidad en algunas
de las cepas modificadas, ya que se reduciria la carga metabdlica impuesta por el mantenimiento de las multiples
copias del plasmido(s) en cuestion, y la demanda en precursores y energia ocasionada por la expresion de
algunos de los genes presentes en el plasmido.

Por lo tanto, tomando en cuenta lo anterior, una de las aportaciones del sistema generado en este proyecto,
radica en la posibilidad de generacion de cepas de produccion mas estables y robustas que aquellas que expresan

genes presentes en plasmidos.
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V. Hipotesis
La construccion de un plasmido que permita generar un templado, el cual pueda ser amplificado mediante la
técnica de PCR, conteniendo a un gene especifico regulado por un promotor fuerte y flanqueado por un gene que

confiera resistencia a un antibidtico, permitira su integracion y expresion en el cromosoma de Escherichia coli.

VI. Objetivos

6.1. Objetivo general:

Construir y caracterizar un sistema para la expresion cromosomal de genes en Escherichia coli.

6.2. Objetivos particulares:

o Construir el plasmido pLoxGentrc, el cual nos permitira controlar la expresion de cualquier gene de interés
bajo el control del promotor fuerte #rc.

o Clonar el gene heterdlogo meld de Rhizobium etli CFN42 en el plasmido de expresion pLoxGentrc.

e Obtener un producto de PCR a partir del plasmido templado pLoxGentrcmelA, el cual contenga el gene melA
regulado por el promotor fuerte trc, y el gene aacCI que confiere resistencia a gentamicina flanqueado por
sitios loxP.

o Integrar el producto de PCR en el gene estructural lacZ de la cepa E. coli W3110 y determinar la eficiencia de
insercion.

e Evaluar los pardmetros cinéticos (U, qp ¥ Ypss) de las cepas W3110/pLoxGentremeld y W3110/1acZ::trcmelA,
loxP-aacCI-loxP, durante la produccion de melanina en medio minimo suplementado con glucosa y L-

tirosina.
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VII. Metodologia

VII. Metodologia
7.1. Cepas y plasmidos

Las cepas de E. coli, los plasmidos utilizados y construidos en este trabajo se describen en la tabla B. La cepa

XL1-Blue de E. coli se utilizo para la propagacion y la amplificacion de vectores del tipo pBR322 y derivados

termo-sensibles del pSC101, asi como en los experimentos de clonacion y construccion de los plasmidos. La

cepa W3110 se utilizé como hospedera para la integracion del gene melA en el cromosoma bacteriano.

Tabla B. Cepas y plasmidos utilizados y construidos

Cepas

Caracteristicas

Referencia

XL1-Blue

supE44, hsdR17, recAl, endAl, gyrA46 (NalR), thi, relAl,
lac- F’ [traD36 proAB" lacl’ lacZAMIS5, Tn10 (Tet")]. Cepa
transformable a eficiencias altas y deficiente en los sistemas
de recombinaciéon homoéloga. El F’ de esta cepa permite la
seleccion de colonias blancas/azules en XGal.

Sambrook et al.,
1989

W3110 Trp’

F, X, INV (rnnD-rnnE)1, RecA™, Lac, Trp+ por
transduccion generalizada con el fago P1.

Coleccion del
laboratorio.

W3110/pTrcmelA

W3110 Trp " transformada con el plasmido pTrc99A, que
expresa el gene melA4 bajo regulacion del P,,..

Cabrera et al., 2006

W3110/pLoxGentrc

W3110 Trp" transformada con un derivado del pLoxGen4, en
el cual es posible clonar cualquier gene, cuya expresion
queda bajo regulacion del P,,..

Este trabajo

W3110/pLoxGentrcmelA

W3110/pLoxGentrc, expresa el gene melAd bajo regulacion
del P,,..

Este trabajo

W3110/lacZ::P,..melA, loxP-
aacCl-loxP

W3110 Gm", interrumpida en el gene cromosomal lacZ por
la integracion del producto de PCR: P, .melA, loxP-aacCl-
loxP.

Este trabajo

W3110/lacZ::P,..melA, loxP

W3110/lacZ::P,..melA, pero con un sitio loxP remanente
después de la escision del casete de gentamicina.

Este trabajo

Plasmidos

Caracteristicas

Referencia

pIW168

AmpR, porta el gene cre bajo regulacion de Py,yys y con las
funciones de replicacion termosensibles del plasmido
pSC101. Las cepas transformadas con este plasmido se deben
crecer a 30°C (temperatura a la cual se lleva a cabo la
replicacion de este plasmido).

Palmeros et al., 2000

pKD46

Amp", porta los genes v, B y exo de la recombinasa Red del
fago A bajo regulacion de P, y con las funciones de
replicacion termosensibles del plasmido pSC101.

Datsenko y Wanner,
2000

pTrc99A

Amp", presenta el promotor hibrido #¢ formado por la
secuencias de la caja —35 de Py, y —10 de Pj,cuvs, €l sitio de
unioén a ribosoma de lacZ, un MCS de pUCI18 y los
terminadores ribosomales rrnB. Reprimido por el producto
del gene lacl’ e inducible por IPTG.

Amann et al., 1988

pTrcmelA

Derivado del pTrc99A, el gene melA silvestre se insert6 en el
MCS.

Cabrera et al., 2006

pLoxGen4

Amp" y Gm", derivado del vector pLox1 (20 copias por
célula) que lleva clonado el gene aacCI (Gm®) entre las
secuencias /oxP.

Palmeros et al., 2000

17



VII. Metodologia

pLoxGentrc Derivado de pLoxGen4 con la insercion de un fragmento Este trabajo
proveniente de pTrc99A, el cual lleva el gene que codifica
para el represor lacl, la secuencia de P, el sitio multiple de
clonacion (MCS) y los terminadores 77nB.

ploxGentremelA Derivado de pLoxGentrc y ademas tiene clonado el gene Este trabajo
melA que codifica para la tirosinasa de Rhizobium etli.

7.2 Técnicas genéticas y de DNA recombinante

7. 2. 1. Transformacion bacteriana

EI DNA se incorporo a E. coli por el método de electroporacion utilizando un electroporador marca Eppendorf
modelo 2510 a 2, 500 volts. Posteriormente, las células se recuperaron en medio SOC a 37°C por 3 horas

aproximadamente.

7. 2. 2. Purificacion de DNA

Para el andlisis de las clonas recombinantes, el DNA plasmidico se extrajo por el método de lisis alcalina
(Ausubel et al., 2005). Por su parte, los vectores utilizados para transformar, se purificaron mediante el kit
Miniprep System de GIBCOBRL como lo describen los fabricantes. El DNA cromosomal, se extrajo usando el
kit marca MO BIO para aislamiento de DNA microbiano. Finalmente, para purificar productos de PCR, se

utilizo el kit PCR purification marca Marligen BioScience, Inc.

7. 2. 3. Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la reaccion de PCR, se utilizo la “elongase enzyme mix” (Invitrogen, Inc.), en un volumen final de

reaccion de 50 pL. Las condiciones se describen en la siguiente tabla.

Componente Volumen por reaccion de 50 uL. Concentracion final
DNA templado Variable (50-100 ng) ---
2 mM dNTP’s 5uL 0.2 mM
Primer 5’ 1 puL 50 pmol/uL
Primer 3’ 1 puL 50 pmol/uL
5X Buffer B [Mg"'] 10 pL 2mM
Elongase Enzyme Mix 1 pL -
Agua hasta 50 pL —
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VII. Metodologia

Para el proceso de amplificacion las mezclas se incubaron en un RoboCycler Gradient 96 marca Stratagene en
3 etapas:
1. Un ciclo de pre-desnaturalizacion a 94°C por 3 minutos.
2. 30 ciclos de amplificacion, cada uno con un paso de desnaturalizacion (94°C por 30 segundos),
alineamiento (56°C por 1 minuto) y polimerizacion (68°C 1min/Kb).

3. Un ciclo de extension final a 68°C de 7-10 minutos.

Los oligonucleoétidos utilizados para amplificar mediante PCR el DNA cromosomal, plasmidico, asi como para

realizar las comprobaciones de integraciones en cromosoma, se describen en la tabla C.

Tabla C. Secuencia de los diferentes oligonucleoétidos utilizados en este estudio.

Oligonucleotido Secuencia nucleotidica

Clonacién lacl-T2

Ptrcup 5 CTGATGCCGCATAGTTAAGCCA 3’
Ptrcdown * S’ ATAAGAATGCGGCCGCGGGTTATTGTCTCATGAGCGG3’
Notl
Secuenciacién
MCSup 5 GGCGCCATTCGCCATTCAGG 3’
MCSdown 5> GCAAGCAGATTACGGTGACG 3’
pLoxGentrcup 5’ TGTGCTGCAAGGCGATTAAG 3’
pLoxGentrcdown 5 GTATGGCTGTGCAGGTCGTA 3’
MtyrA3 5 CTGTATCAGGCTGAAAATCTTCTCTCATCC 3’
MtyrA5 5" GTATAATGTGTGGAATTGTGAGCGGATAAC 3°
Integracion cromosomal
tremelA/lacZfwd ** 5’GAGTGCGATCTTCCTGAGGCCGATACTGTCGTCGTCCCCTCAAACgcttatcatcgactgeacgg3’
trcmelA/lacZrvs ** 5 ’GACATGGCCTGCCCGGTTATTI:ETTATTTTTGACACCAGACCAACTgcacagatgfs;taaggagaﬁ ’
Comprobacién de la integracién cromosomal e "
LacZ::trcmelAfwd 5 GTGGAAGCTGCCTGCACTAA 3°
LacZ::trcmelArvs 5" GTGGCGAACGATGAGCCAAT 3’
SEC3melA 5> ATTGTCCTTGCCGTCGGGCG 3’
SEC4melA 5" ATCGGTGGCTGGATGCCGGA 3’

* Se indica el sitio de restriccion de la enzima Notl.
** H representa la region de identidad con el gene cromosomal /acZ, mientras que P con el plasmido templado
pLoxGentrcmelA.
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7. 2. 4. Generacion de productos de PCR e integracion cromosomal

Mediante una estrategia metodoldgica similar al sistema de inactivacion cromosomal de genes de Datsenko y
Wanner (2000), se utilizé como templado el plasmido pLoxGentrcmelA para obtener un producto de PCR de
3,761 pb, que contiene el gene meld bajo control de P,.y el gene que codifica para el casete de resistencia a
gentamicina (aacC1) flanqueado por sitios loxP (Fig. 13), este producto esta flanqueado en su extremo 3’ por 20
pb idénticas al pLoxGentrcmelA, las cuales hibridan de la posicion 493 a la 512, es decir, 182 pb corriente arriba
del inicio del MCS; y de la 4,235 a la 4, 254, que corresponden a las 10 ultimas pb corriente arriba del ultimo
codon del promotor #7¢ y 10 pb corriente abajo del mismo respectivamente. Por su parte, en el extremo 5 dicho
DNA lineal presenta 45 pb idénticas al gene cromosomal /acZ (oligos tremelA/lacZ fwd y tremelA/lacZ rvs)
que se desea inactivar. Las condiciones asi como los componentes para la amplificacion se detallan en la seccion
anterior. El producto de PCR resultante se digirid con la enzima Dral, cuyos sitios de restriccion se localizan en
el plasmido pLoxGentrcmelA, fuera de la region a amplificar, esto con el objetivo de eliminar DNA plasmidico.
Posteriormente, el producto de PCR se purifico de gel de agarosa al 0.8%, utilizando el kit Rapid Gel Extraction
System marca Marligen BioScience, Inc. Finalmente la cepa W3110 de E. coli que expresaba previamente el
plasmido pKD46 (Datsenko & Wanner, 2000), se transform6 con 4 pL del producto de PCR, dejandose
recuperar en medio SOC por aproximadamente 4 horas a 30°C y 300 rpm, y posteriormente a temperatura
ambiente sin agitacion durante una noche, para luego sembrar la transformacién en cajas de LB so6lido con
gentamicina a 37°C por 18 horas aproximadamente. Las colonias con la integracion deseada se obtuvieron en su

totalidad de la recuperacion a temperatura ambiente.

7. 3 Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

7. 3. 1. Medios de cultivo
A continuacion de describen los medios de cultivo empleados:

e Medio Luria-Bertani (LB): 10g/L de triptona, 5g/L de extracto de levadura y 5g/L de NaCl.

e Medio mineral M9: 6g/L de Na,HPO,, 0.5g/L de NaCl, 3g/L de KH,HPO,, 1g/L de NH,CI, 246.5mg/L de
MgSO,, 14.7mg/L de CaCl,, 10ug/mL de vitamina B1 y 2 g/L de C4H;,0¢ .

o Medio bajo en sales YENB: 7.5g/L de extracto de levadura y 8g/L de caldo nutritivo.

e Medio SOC: 20g/L de bactotriptona, 5g/L de extracto de levadura, 2.5g/L de MgSO,, 2g/L. de MgCl,,
0.58g/L NaCl, 93.18 mg/L de KCI.
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7. 3. 2. Condiciones de los cultivos de crecimiento

Las cepas utilizadas en este trabajo se mantienen y crecen rutinariamente en medio Luria-Bertani liquido o
solidificado. Para seleccionar las construcciones deseadas o asegurar la presencia de un plasmido en E. coli, se
utilizaron las siguientes concentraciones de antibidticos: ampicilina/carbenicilina, 200/100 pg/ml y gentamicina
(aacCl), 10 pg/ml, para seleccionar las cepas con los genes de resistencia a antibiotico en multicopia; mientras
que en el caso de las clonas con el gene de resistencia a gentamicina en una sola copia, se utilizaron
concentraciones de 5 pg/ml. Todas las cepas se crecieron a 37°C, excepto cuando se transformaron con
plasmidos que tienen origenes de replicacion termo-sensibles, donde los crecimientos se hacen a 30°C.

Para seleccionar las clonas con el gene lacZ interrumpido en el cromosoma, ademds de verificar la resistencia
al antibidtico dada por el casete escindible (loxP-Gm-loxP) que se utilizé durante las interrupciones in vitro, se
determinaron los fenotipos B-Gal en placas de LB soélido con 33 pg/ml de Xgal + IPTG 100 pM.

Para determinar los pardmetros cinéticos de la produccion de melanina, se realizaron medios de cultivo de 50
mL en matraces bafleados de 250 mL con medio mineral M9 suplementado con 0.1 mM IPTG, 40 pg/ml
CuSOy, 2 g/l glucosa y 0.4 g/l L-tirosina en polvo, gentamicina 10 pg/ml (segin se indique), a 30°C, 300 rpm y
pH=7.

7. 3. 3. Determinacion del crecimiento bacteriano y la sintesis de melanina

El crecimiento bacteriano se cuantifico en funcidn de la turbidez, midiendo la absorbencia de los cultivos a 600
nm en un espectrofotometro Beckman DU-70. Sin embargo, la melanina interfiere con la absorbancia de las
células a 600nm, por lo que el crecimiento se obtuvo a partir de la resta de la DOggonm del medio de cultivo con
células, de la DOggonm del sobrenadante libre de células (Lagunas-Muiioz ef al., 2006). La absorbancia resultante
se convertio a peso seco mediante la siguiente relacion 1 DOggopm = 0.37 gDCW/L (DCW = peso seco de células;
Hernandez-Montalvo ef al., 2001).

Para cuantificar la melanina, se midi6 la DOy, en el sobrenadante y se convertié a peso seco utilizando la
siguiente relacion 1 DOygo,n= 0.0676 g/L. eumelanina. Este ultimo valor es el inverso del coeficiente de extincion

(14.8 cm™ g/L™") de la eumelanina procesada en el trabajo de Lagunas-Muiioz y colaboradores en el 2006.
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Figura 13. Construccion del plasmido de expresion pLoxGentre.
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Figura 14. Construccion del plasmido templado pLoxGentrcmelA.
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{rcmelA/lachvs

MCS

loxP
bla
Gm
XP

lo
Ori pLoxGentrcmelA 15
8108 pb

lacla
trc
>

/ trcmelA/lacZfwd
‘L loxP

rrnB

melA

loxP

melA Gm

melA rrnB Gm

AN

—
—l

LacZ::tremelAfwd

PR
Q—

SEC3melA

PR
Q—

LacZ::trcmelArvs

SEC4melA

loxP

melA rrnB

)

Paso 1. Generacion del producto de
PCR a partir del pLoxGentrcmelA, los
primers utilizados para la
amplificacion llevan homologia con
lacZ 'y con el plasmido templado
(trcmelA/lacZfwd y tremelA/lacZrvs).

Paso 2. Recombinacién homdloga
entre el DNA lineal y el gene
cromosomal /acZ mediada por el
sistema A-Red.

Paso 3. Seleccion de las
transformantes por su resistencia a
gentamicina (Gm) y fenotipo meld".
Confirmacion por PCR

Paso 4. Eliminacion del casete de
resistencia a Gm por recombinacion
sitio especifica entre los sitios /oxP,
mediada por la enzima Cre
recombinasa.

Figura 15. Esquema de la estrategia para llevar a cabo la inactivacion y expresion de genes en el cromosoma de E. coli. La

figura muestra el protocolo general utilizado para el gene mel4 como ejemplo.
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VIII. RESULTADOS Y DISCUSION

8. 1. Construccion del plasmido de expresion pLoxGentrc.

El método desarrollado en este proyecto para la expresion de genes cromosomales, es similar al generado por
Datsenko y Wanner, con la diferencia de que este Gltimo sistema no es de expresion, sino que se disefid para
inactivar genes en el cromosoma de E. coli.

El primer elemento para desarrollar nuestro sistema, fue la construccion del plasmido de expresion pLoxGentre
(Fig. 13). Para la generacion de este vector se insertd el fragmento lacl-T2 del plasmido pTrc99A (Fig. 16a) en
el plasmido pLoxGen4 (Palmeros et al., 2000), dicho fragmento lleva el gene que codifica para el represor lacl
bajo el control del promotor lacl’, la secuencia del promotor fuerte trc (P,.), el sitio multiple de clonacion
(MCS) y los terminadores rrnB (T1 y T2). Por otro lado, se decidi6 trabajar con el plasmido pLoxGen4, ya que a
diferencia de los otros dos vectores que conforman a la familia pLox1 (Palmeros et al., 2000), s6lo el pLoxGen4
carece del sitio Ncol, el cual en los pldsmidos pLoxCat2 y pLoxKan2 de dicha familia, se localiza en el casete de
resistencia a antibidtico (Fig. 11). Por lo que con el objetivo de evitar la redundancia de dicho sitio (uno presente
en el MCS del fragmento lacl-T2, y el otro en cualquiera de los dos plasmidos de la familia pLox1), se decidio
trabajar con el pLoxGen4.

Para la amplificacion del fragmento /lacl-T2, se utilizaron los oligos Ptrcup y Ptrcdown (Tabla C),
obteniéndose un producto de PCR de ~2.3 Kb (Fig. 16b); posteriormente este fragmento se digirid con las

enzimas BstZ171 y Notl para ser ligado al plasmido pLoxGen4.

a) Ncol b)
EcoRlI 1 2
Sacl
- Kpn
Hindlll Smal
Xmal
MCS BamHI
rrnB T1 Xbal
q B T2
lacl
23Kb —>
pTrc99A
‘ 4176 pb bla Ptrcdown, 809
Ptrcup 2, 728
Figura 16. a) Esquema del pTrc99A, se indican las posiciones de los oligos que | b) imagen del gel analitico que muestra el producto
amplifican el fragmento /lac/-72 y algunos sitios unicos de restriccion del MCS | de PCR /lac/-T2. Carril 1: marcador 1 Kb plus, 2:
(Amann ef al., 1988). producto de PCR que contiene al fragmento lac/-72.

24



Por su parte, al plasmido pLoxGen4 (Fig. 17) se le elimino el sitio que reconoce la enzima Hindlll (ya que este

mismo sitio se encuentra en el MCS del fragmento lacl-T2) para lo cual, se digiri6 al plasmido y posteriormente

los extremos resultantes se polimerizaron.

Finalmente, el plasmido se recircularizé utilizando la T4 DNA ligasa (Fermentas) por 1 hora a 22°C, para

posteriormente transformar la cepa XLI-Blue con el plasmido resultante pLoxGen4AHindIll, obteniéndose 25

transformantes, de las cuales se extrajo plasmido mediante lisis alcalina (Rodriguez y Tait, 1983) y se realizé un

tamizado utilizando a la enzima HindlIll, 3 de ellas perdieron el sitio de restriccion de dicha enzima, ya que como

puede observarse en el gel analitico el plasmido no es digerido cuando se utiliza HindlIIl (Fig. 18a). Se eligio la

clona 18 para continuar con el disefio del plasmido pLoxGentrc.

Hindlll
Aflll
Sfil
Pmll
Soel
Xhol

loxP
bla

pLoxGen4
4239 pb 3acCl

Ori

Figura 17. Esquema del pLoxGen4, se muestran algunos sitios tinicos de restriccion.

1

2

345 67 b)

Figura 18. a) Patron de restriccion del pLoxGen4AHindlll. Carril 1:
Marcador 1 Kb plus, 2: pLoxGen4, 3: pLoxGen4 digerido con

Hindlll, 4: pLoxGen4AHindI1l digerido con Hindlll, 5: pLoxGen4 | producto de PCR.

digerido con Nhel, 6 y 7: pLoxGen4AHindlIll digerido con Nhel.

b) imagen del gel analitico que muestra el producto de PCR del
MCS-L del pLoxGen4AHindI1l. Carril 1: marcador 1 Kb plus, 2:
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Para verificar la pérdida de Hindlll, se amplifico el MCS-L del plasmido de la clona 18 utilizando los oligos
MCSup y MCSdown (tabla B), el producto de PCR resultante, con un tamafio de ~418 pb (Fig. 18b), se
secuenci6 (Unidad de sintesis y secuenciacion del Instituto de Biotecnologia) y se realizd un alineamiento local
tomando como referencia la secuencia del pLoxGen4 obtenida de la base de datos del NCBI (GenBank:
AJ401048.1). Se observa que como resultado de la re-ligacion entre los extremos polimerizados, se pierde el
sitio de reconocimiento de HindlIll (AAG CTT) y en su lugar se genera el de la enzima Nhel (GCT AGC) (Fig.
19). Asi mismo, al utilizar esta Gltima enzima se observa cémo el plasmido pLoxGend4AHind se digiere (Fig.
18a.)

Figura 19. Comprobacion de la pérdida del sitio HindIll, mediante alineamiento local de la secuencia del pLoxGen4 (tomada de la base de
datos del NCBI) contra la secuencia de ~418 pb. En sombreado se muestran las regiones homologas; las lineas punteadas dentro del
alineamiento representa ausencia de bases; enmarcados se sefialan el nuevo sitio Nhel ====, el MCS-L === y uno de los sitios de
recombinacion /oxP —s—s—.

Posteriormente, el pLoxGen4AHindlll se digiri6 con EcoRl, se polimerizo y finalmente se digirid con Notl,
esto con la finalidad de generar un extremo romo y otro cohesivo respectivamente, compatibles con los extremos
del fragmento lacI-T2. Por ultimo, se procedid a ligar ambos productos con la T4 DNA ligasa (BioLabs, New

England) por 2 horas a temperatura ambiente.

ploxGentrcup, 617
MCS-L

loxP

aacCl
pLoxGentrc

6295 pb loxP

Ori T2

MCSie

ploxGentrcdown, 2, 379

Figura 20. Esquema del plasmido de expresion pLoxGentrc. Se indican las posiciones de los oligos que amplifican corriente arriba del
MCS-L hasta el promotor P,,..
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Una vez generado el plasmido al que se llamo6 pLoxGentre (Fig. 20), se transformo a la cepa XL1-Blue y se
obtuvieron 50 transformantes, a las cuales mediante lisis alcalina se les extrajo plasmido, selecciondndose las
clonas 21 y 35 de acuerdo a la diferencia en tamano de su DNA plasmidico con respecto al del pLoxGen4, ya
que como se observa en la figura 21a, este Gltimo se desplaza mas rapido a través del gel debido a que es de
menor tamafio que el pLoxGentrc.

Asi mismo, se realiz6 un tamizado de estas dos clonas utilizando la enzima Ncol y como se observa en el gel
analitico, la digestion del pLoxGentrc con esta enzima, generd un fragmento esperado de 6.3 Kb, el cual

corresponde con el tamafio del plasmido generado (Fig. 21a).

a) 12345678 b) ] 23 4 5

1.76Kb —>

«—~63Kb
«—~42Kb

Figura 21. a) Patron de restriccion de las clonas 21 y 35. Carril 1:
pLoxGen4, 2: pLoxGentrc clona 21, 3: pLoxGentrc clona 35,4 y
8: pLoxGen4 digerido con Ncol, 5: clona 21 digerida con Ncol, 6:
marcador 1 Kb plus, 7: clona 35 digerida con Ncol.

b) Imagen del gel analitico que muestra el producto de PCR que
contiene a partir del P, incluyendo loxP-aacClI-loxP. Carril 1:
marcador 1 Kb plus, 2-3: Clona 21, 4-5: Clona 35.

Por otro lado, con la finalidad de verificar tanto la integridad del fragmento lacl-T2, el cual se obtuvo por
amplificacion mediante PCR utilizando a la enzima elongasa, asi como el correcto marco de lectura del casete
loxP-aacCl-loxP, se disefiaron los oligos pLoxGentrcup y pLoxGentrcdown (tabla B) que hibridan a partir de
la posicion 617 corriente arriba del MCS-L y 2379 corriente abajo del promotor P, del plasmido pLoxGentrc
respectivamente (Fig. 20). A partir de los productos de PCR resultantes de las clonas 21 y 35 (Fig. 21b), se
decidi6 secuenciar el DNA de ambas clonas para posteriormente realizar un alineamiento local, tomando como
referencia la secuencia del pLoxGentrc generada in silico en el programa Clone Manager version 6.00, Sci Ed
Central. Como se observa en la figura 22, no se encontraron cambios en dicho fragmento, comprobandose de
esta manera su integridad, particularmente de las cajas —10 y —35 del promotor P,., a partir del cual se expresara

nuestro gene de interés. Por su parte, el marco de lectura del casete loxP-aacCI-loxP se encontraba en fase.
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Alignment: Local DNA homologies.
Parameters: Both strands. Method: FastScan - Max Score

Mol 1 pLoxGendl8trc (1-62895) Mol 2 producto PCR (1-1766)

Number of sequences to align: 2

Settings: Similarity significance wvalue cutoff: >= 60%
pLoxGendl8tr 1694 aaaaagagtttgtagéé;éaégééééab;bgfz6§£E£égégégézfié%hcttaatttg
producto PCR 1081 aaaaagagtttgtagpaacgcaaaaaggccatccgtcaggatggccttctljcttaatttg

pLoxGend4l8tr 1754 atgectggecagtttatggecgggegtectgecegecacecteecgggeegttgettegeaac
producto PCR 1141 atgcectggcagtttatggogggegtectgecegecacocteacgggecgttgettegeaac

pLoxGendl8tr 1814 gttcaaatcecgctcccggeggatttgtectactcaggagagegttcaccgacaaacaaca
producto PCR 1201 gttcaaatcegctecceggeggatttgtectactcaggagagegtteacecgacaaacaaca

pLoxGendl8tr 1874 dataaaacgaaaggcccagtctttegactgagectttegttttattthatgectggeagt
producto PCR 1261 dataaaacgaaaggcccagtctticgactgagectticegttttatttigatgectggeagt

pLoxGend4l8tr 1934 teccctactctegecatggggagaccccacactaccateggegetacggegtttecacttetyg
producto PCR 1321 tccctactctegecatggggagaccccacactaccatceggegetacggegtttecacttetg

pLoxGendl8tr 1994 agtteggecatggggtcaggtgggaccaccgogetactgecgecaggecaaattetgtttta
producto PCR 1381 agtteggcatggggtcaggtgggaccacegegetactgocgecaggeaaattetgtttta

pLoxGendl8tr 2054 tcagaccgcttectgegttetgatttaatetgtatcaggetgaaaatetteteteateege
producto PCR 1441 tcagaccgcttctgegttctgatttaatectgtatcaggetgaaaatectteteteateege

pLloxGendl8tr 2114 caaaacajgccaagcttgecatgecctgecaggtegactetagaggatcecegggtacegaget
producto PCR 1501 caaaacajgccaagcttgecatgecctgecaggtegactetagaggatcocecgggtacegaget

pLoxGendl8tr 2174 |lcgaattccatggpctgtttcocctgtgtgaaattgttatccgetcacaattecacacattat
producto PCR 1561 |cgaattccat ctgtttcctgtgtgaaattgttatccgetcacaatteccacacattat

pLoxGend4l8tr 2234 acgagccggatgattaattgtcaacagectecatttcagaatatttgecagaacegttatga
producto PCR 1621 acgagccggatgattaattgtcaacagetcatttcagaatatttgecagaaccgttatga
—

pLoxGendl8tr 2294 tgtcggcgcaaaaaacattatccagaacgggagtgegeccttgagegacacgaattatgea
producto PCR 1681 tgtcggcgcaaaaaacattatccagaacgggagtgegecttgagecgacacgaattatgea

Figura 22. Comprobacién de la integridad del fragmento /ac/-T2, mediante alineamiento local de la secuencia del pLoxGen#rc contra la
del producto de PCR de 1766 pb. Se muestran en orden descendente so6lo las regiones que corresponden a los terminadores rrnB 2y 1 —
——, el MCS,.,——, y las cajas -10 y -35 del P,,, ——.

El plasmido pLoxGentrc (Fig. 20), es un vector de alrededor 20 copias por célula, posee un tamafio de 6, 295
pb y un origen de replicacion proveniente del pBR322. Ademas, presenta un fragmento correspondiente al
pTrc99A que permite la clonacion y la expresion de cualquier gene de interés bajo el control del promotor fuerte
P,... Este vector posee un sitio de unién a ribosoma para la traduccion eficiente del gene que se quiere expresar.
Es importante sefialar que la presencia del sitio tnico Ncol (CCA TGG) corriente abajo del P,., permite la
expresion directa de cualquier gene que porte dicho sitio de restriccion en su codon de inicio (Amann et al.,
1988).

Por otra parte, la presencia de dos sitios milltiples de clonacion, uno corriente arriba del casete loxP-aacClI-
loxP y el segundo proveniente del plasmido pTrc99A (MCS,.), permiten el uso de varias enzimas de restriccion
para la insercion de secuencias de DNA adicionales.

Por su parte, la presencia del gene que codifica para el represor Lacl en este plasmido, permite la regulacion

del promotor P,.. Por lo tanto, el plasmido pLoxGentrc puede utilizarse en cepas lacl .
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8. 2. Construccion del plasmido pLoxGentrcmelA.

Como parte del segundo objetivo y para validar la funcionalidad del vector generado, el gene meld de
Rhizobium etli CFN42 se insertd en el MCS,,. del plasmido de expresion pLoxGentrc. Dicho gene se obtuvo
mediante digestion del plasmido pTrcmeld (Cabrera et al., 2006). Ambos plasmidos se digirieron con las
enzimas Ncol y Smal, liberando un fragmento en el caso del pLoxGentrc y dos fragmentos para pTrcmelA (Fig.
23a); en este ultimo caso, se purifico de gel de agarosa la banda correspondiente al gene meld (1, 836 pb).

Ambos fragmentos se ligaron utilizando la enzima T4 DNA ligasa.

a) b)

1 2 3 4 s/ L-Tirosina 0.4 g/l L-Tirosina

<— 1.8Kb

Figura 23. a) Digestiones de los plasmidos | b) Produccion de melanina por la cepa de E. coli W3110/pLoxGentrcmeld. (1)
pLoxGentrc 'y pTrcmel4. Carril 1:| Transformantes de la ligacion pLoxGentre + melA; (1I) Clonas seleccionadas de I: 5, 6
Marcador 1 Kb plus, 2: pLoxGentrc|y 8, candidatas que expresan el pLoxGentrcmeld ; 7, control negativo. Cajas de LB
digerido con Smal, 3: pLoxGentrc digerido | suplementadas con Gm!°Cb'®, 0.1 mM IPTG y 40 pg/ml CuSOy, por 48h a 30°C.

con Smal y Ncol, 4: pTrcmelA digerido con
Smal y Ncol.

El plasmido generado tiene un tamafio de 8.1 Kb y se nombré pLoxGentrcmeld (Fig. 14). Finalmente, la
ligacion se transformoé en la cepa W3110 de E. coli y se obtuvieron 756 transformantes, de las cuales 68
presentaban una coloracion café [Fig. 23b (I)], con lo cual se corrobor6 la ligacion del gene heterélogo melA al
plasmido de expresion pLoxGentrc. La coloracion observada, se debe a la sintesis del polimero café-negro
llamado eumelanina (o mejor conocido como melanina) en presencia de tirosina y cobre. Con el objetivo de
verificar la integridad del gene meld, se enviaron a secuenciar las clonas productoras de melanina 5, 6 y 8 ([Fig.
23b (II)]). Para ello, se utilizaron los oligos MtyrA3 y MtyrAS5 (cortesia Chavez-Béjar, datos no publicados)
que hibridan respectivamente en la posicion 4048 y 2082 del plasmido pLoxGentremelA, es decir, 17 codones
corriente arriba del codoén de inicio de meld y 27 codones corriente abajo del fin del mismo. Los productos de
PCR resultantes de las 3 clonas respectivas, se enviaron a la unidad de sintesis y secuenciacion del Instituto de
Biotecnologia. Posteriormente, se realizé un alineamiento local tomando como referencia la secuencia del gene

melA de Rhizobium etli CFN42, tomada de la base de datos del NCBI (GenBank: U80928. 5). Como resultado
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del alineamiento, se observa que no existen cambios a lo largo de la secuencia nucleotidica del gene melA (Fig.
24), por lo tanto, se decidid utilizar el pldsmido pLoxGentrcmeld de la clona 8 como templado para la

generacion del producto de PCR correspondiente.

30



Figura 24. Alineamiento local de la secuencia del gene silvestre mel4 contra la de la clona 8. Se indica el codon de inicio
(o—>).
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8. 3. Integracion del gene heterélogo melA en el gene cromosomal lacZ de E. coli.

Como ya se ha mencionado, utilizando una metodologia similar a la de Datsenko y Wanner (2000), el plasmido
pLoxGentrcmelA se utilizé como templado para la generacion de un producto de PCR, empleando primers de 65
nucleotidos (nt), que incluyen 45 nt de identidad con el gene a inactivar y 20 nt que hibridan con el plasmido
templado. El tamafio del producto de PCR fue de 3, 761 pb, y contiene el gene que codifica para el casete de
resistencia a gentamicina (aacC1) flanqueado por sitios /oxP y el gene melA bajo control de P,.. Dicho DNA
lineal se introdujo en la cepa W3110. Para validar nuestro sistema se decidio interrumpir el gene /acZ, debido a
que la enzima codificada por este gene confiere un fenotipo caracteristico y facilmente reconocible a las cepas
que lo expresan. Ademas, su eliminacion no compromete la sobrevivencia de la bacteria en un medio con
glucosa. Por su parte, el genotipo lacZ ™ se puede seleccionar facilmente en placas conteniendo XGal e IPTG, en
la cual las mutantes en dicho gene muestran colonias color blanco, en tanto que las no mutantes pesentan
colonias color azul. De las transformantes de la cepa W3110 de E. coli con el producto de PCR mencionado, se
seleccionaron colonias “blancas” y resistentes al antibidtico gentamicina. Posteriormente, a estas colonias se les
verifico resistencia a carbenicilina (Cb), ya que la posible integracion del pLoxGentremeld (el cual presenta
resistencia a Cb y Gm) en cromosoma, resultaria en colonias falsas positivas de fenotipo “blanco” pero Cb"
Gm®, mientras que por su parte colonias “blancas” con fenotipo Cb®> Gm"; resultarian ser transformantes en las
cuales ocurri6 el evento de doble recombinacion homoéloga entre el gene cromosomal /acZ y el DNA lineal. Los
resultados muestran que no se obtuvieron colonias falsas positivas, mientras que como consecuencia de la
sustitucion del gene /acZ por el producto de PCR, se obtuvieron 2 colonias con el ultimo fenotipo descrito (Tabla
C). Asi mismo, se observaron colonias con fenotipo azul y Cb® Gm®, por lo que a 3 de un total de 14 de dichas
colonias, se les extrajo DNA y como era de esperarse se obtuvo DNA plasmidico, el cual al utilizarse como
templado para una reaccion de amplificacion por PCR, mostré un patron de bandas idéntico al del plasmido
pLoxGentrcmelA, confirmando de nuevo la presencia de este pldsmido a pesar de que el producto de PCR fue

sometido a un proceso de purificacion (Fig. 25c¢, carriles 3y 6, 9y 12).

Clonas Colonias | No. de Fenotipo
totales | colonias Anb® | lacZ” meld * PCR
141 co*om® | - v wi
1 2 3 4
W3110/lacZ::trcmelA, 16
loxP-aacCl-loxP b’ GmR | N N

Tabla D. Cuantificacion de las transformantes de la cepa W3110 con el producto de PCR que expresa el casete de resistencia a
gentamicina (aacCl) flanqueado por sitios loxP y el gene melA bajo control de P, El recuadro sombreado muestra el nimero de colonias
en las que ocurrié la sustitucion del gene cromosomal /acZ por el producto de PCR. 1-4: Produccion de melanina 1: W3110, 2:
W3110/pLoxGentremelA, 3: W3110/lacZ: :tremelA, loxP-aacCl-loxP 12 y 4: W3110/lacZ: :trcmelA, loxP-aacCI-loxP 18.wt: wild type.
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Continuando con la validacion de nuestro sistema, la expresion de genes heterdlogos en el cromosoma de la
bacteria, se demostr6 usando el gene meld que codifica para la enzima tirosinasa de R. et/i CFN42. La
produccion del pigmento melanina por esta enzima, cuando se afiade al medio el sustrato L-tirosina, genera una
coloracion café en las bacterias, por lo que se verific6 que las 2 colonias, previamente identificadas como
blancas y Cb® Gm", expresaran el gene meld y como consecuencia fueran capaces de producir melanina, por lo
que fueron cultivadas en medio liquido LB suplementado con L-tirosina, IPTG y CuSO, a 30°C por 72 horas.
Ambas mutantes (clonas 12 y 18) producen melanina ya que después del tiempo de incubacion, el medio de
cultivo cambio su coloracion a café (Tabla C).

Finalmente, la integracion del casete de resistencia a gentamicina (aacC/) flanqueado por sitios loxP y del
gene melA bajo control de P, se confirmé mediante amplificacion por PCR a partir del DNA aislado de las
colonias con los fenotipos previamente identificados. Con dicho fin se utilizaron los siguientes dos pares de
oligos: 1) trecmelA/lacZrvs - SEC4melA que hibridan en las posiciones 6, 316 y 2, 794 respectivamente, y 2)
tremelA/lacZfwd - SEC3melA que hibridan en las posiciones 558 y 2, 647 respectivamente. El analisis del
PCR de las candidatas donde se llevo a cabo el evento de intercambio alélico, resultdé como se esperaba en
fragmentos de aproximadamente 2 Kb y 3. 5 Kb que corresponden con la interrupcion lacZ::trcmelA, loxP-
aacCl-loxP (Figura 25). Las colonias derivadas de W3110 con la integracion cromosomal verificada se

nombraron W3110/lacZ::trcmelA, loxP-aacCI-loxP.

Region cromosomal laclZY

H1 H2
|
lacl lacZ lacY
Placl Placz
W3110/1acZ::trcmelA, loxP-aacC1-loxP
a)
Tamafio esperado: 2, 090 pb 558 2647
P < loxP loxP
e ) oeeeeeeessss) - se——)
lacl trc melA rrnB Gm lacZ lacY
b) 27>94 6316
Tamafo esperado: 3, 523 pb |~ PooToomomosmmmoTooo o T oo mmT oo
p P ) | e | s—)
lacl trc melA rrnB Gm lacz lacY
c)
3.5Kb ’
<«—— 2.0Kb
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Figura 25. Verificaciéon mediante PCR de la integracion cromosomal en el gene lacZ de E. coli. La linea superior muestra parte de la
region del operon lac silvestre, HI-H2 representan las 45 pb de identidad donde ocurrié la doble recombinacion. (a-b) muestran la
estructura de la integracion del casete de resistencia a gentamicina flanqueado por sitios loxP y del gene melA bajo control de P, en el
cromosoma de E. coli. Los numeros representan la posicion en la que hibridan los oligos de comprobacion de la integracion cromosomal.
Se indica el tamafio de los productos de PCR generados. ¢) Gel analitico donde se muestra las comprobaciones por PCR de las
integraciones en el gene lacZ. 1-Marcador 1Kb plus; con oligos trcmelA/lacZrvs - SEC4melA: 2-W3110, 3-pLoxGentrcmeld, 4-
W3110/lacZ::tremelA, loxP-aacCl-loxP candidata 12, 5-W3110/lacZ::tremeld, loxP-aacCI-loxP candidata 18, 6-clona “azul” CbRGm?¥,
7- Marcador 1Kb plus; con oligos tremelA/lacZfwd - SEC3melA: 8-W3110, 9- pLoxGentremeld, 10-W3110/lacZ::trcmelA, loxP-
aacCl-loxP candidata 12, 11-W3110/lacZ::tremelA, loxP-aacCl-loxP candidata 18, 12- clona “azul” CbRGm®.

En los experimentos realizados, encontramos una mayoria de transformantes resistentes a antibiotico sin la
integracion deseada, algunas de ellas presentaban plasmido que al parecer habia escapado de la digestion con
Dral (lo cual se hizo para eliminar el DNA plasmidico). Aparentemente, estos resultados se deben al uso del
plasmido pLoxGentrcmeld como templado, el cual no se trata de un plasmido suicida ni termosensible, por lo
que seria necesario utilizar otro tipo de enzimas como Dpnl, para eliminar el DNA metilado (no-amplificado), o
bien obtener el fragmento de interés a partir de la digestion del pLoxGentrcmelA, y una vez liberado el DNA
lineal utilizarlo como templado para la reaccion de PCR.

A pesar de que existe un sistema de inactivacion de genes cromosomales ya reportado, el cual utiliza a la
recombinasa Flp y los sitios de reconocimiento fit (Datsenko & Wanner, 2000), en nuestro sistema al tiempo que
se lleva a cabo la inactivacion, es posible la expresion de genes en cromosoma, ademas creemos que el sistema
Cre/loxP aqui utilizado posee la ventaja de que E. coli es un huésped natural de dichos elementos (Hoess y
Abremski, 1984; Palmeros et al., 2000). Por otra parte, segun el objetivo planteado, no se excluye la posibilidad
de trabajar con ambos sistemas, siendo una de las ventajas el alternar el uso de las recombinasas Cre y Flp, ya
que de esta manera se disminuye la recombinacion sitio-especifica entre los sitios loxP que se vayan acumulando
en el cromosoma de la bacteria, pudiendo con ello ocasionar deleciones de grandes segmentos de DNA

cromosomal.
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8. 4. Efecto de la expresion del gene heterologo melA en el cromosoma de la cepa silvestre W3110

de E. coli sobre su capacidad de sintetizar melanina.

Una vez construido y validado nuestro sistema de integracion y de expresion, se llevd a cabo la caracterizacion
de la cepa W3110/lacZ::trcmelA, loxP-aacCl-loxP, la cual expresa, a nivel monocopia, el gene meld, bajo el
control del promotor fuerte P,.. La presencia del gene silvestre lacl en el cromosoma de E. coli, regula de
manera negativa a trc 'y por lo tanto la expresion de melA, por lo que es necesaria la adicion al medio de cultivo
del inductor gratuito IPTG. Asi mismo, se caracterizo la cepa W3110/pLoxGentrcmelA, la cual expresa el gene
melA en multicopia, en este caso el plasmido posee la version mutante del represor Lacl, asi como la version
cromosomal silvestre de Lacl, lo que hace la expresion del gene de interés igualmente regulable.

Como se observa en la grafica de crecimiento (Fig. 26), cuando la cepa silvestre W3110 se transforma con el
plasmido pLoxGentrc, la tasa de crecimiento (p) disminuye considerablemente en un 41% con respecto a la cepa
W3110. Lo anterior es resultado de un efecto de carga metabolica impuesta por la replicacion y la expresion de
genes en el plasmido. Por su parte, como consecuencia de la expresion del gene melA en dicho plasmido, la p de
la cepa W3110/pLoxGentremelA disminuyé ain mas, de 0.27 a 0.13 h™', es decir un 52% con respecto a la cepa
W3110 (tabla E). Sin importar que tan negativo sea el efecto del nimero de copias o el tamafio de un plasmido
en la tasa de crecimiento, éste es mayor cuando se expresan determinados genes en el vector, como se observa en
la p de la cepa que expresa meld en multicopia. En este caso no s6lo incrementa el tamafio del plasmido (8.0
Kb), sino que ahora se expresan dos genes, el que confiere resistencia a gentamicina y el gene melA. Si bien la
expresion de este Ultimo es regulable por la adicion de IPTG, el promotor hibrido P,. a partir del cual se
transcribe meld es tan fuerte que existe una expresion basal incluso en ausencia del inductor. Debido a lo
anterior, es 16gico pensar que la carga metabdlica en la cepa W3110/pLoxGentrecmelA sea mayor con respecto a
la cepa W3110/pLoxGentre.

Por otro lado, cuando el gene meld se integra en el cromosoma de la cepa W3110 junto con el casete /oxP-
aacCl-loxP, la n de esta cepa se recupera en un 96% con respecto a la de la silvestre; mientras que comparada
con la cepa W3110/pLoxGentrcmelA, la integracion en cromosoma de dicho gene ocasion6 un incremento del
doble en la p de la cepa W3110/lacZ::tremelA, loxP-aacCl-loxP.

En cuanto a la producciéon de melanina, la enzima MelA se produce intracelularmente durante la fase
exponencial, no tiene acceso a la tirosina, probablemente por un impedimento fisico que evita que las permeasas
AroP y TyrP permitan la entrada de ésta, por lo que es durante la fase estacionaria temprana que dicho sustrato
ingresa a la célula, los precursores de melanina se forman y son excretados al medio donde la polimerizacion de
la misma ocurre (Lagunas-Mufioz et al., 2006).

Para el caso de la cepa W3110/pLoxGentrcmelA, se consume un 1% de la tirosina inicial durante la fase
estacionaria temprana (16h), es decir 0.004 g/ de melanina se producen a partir de 0.4 g/L de tirosina afiadida al

medio de cultivo.
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Figura 26. Caracterizacion del a) crecimiento y b) produccion de melanina en las cepas que expresan el gene heterélogo melA bajo control
del promotor P, a nivel multicopia —*~ W3110/pLoxGentrcmeld, y monocopia — — W3110/lacZ::trcmelA, loxP-aacCI-loxP.
También se muestran las cepas controles ™ W3110 y W3110/pLoxGentre. Experimentos hechos por duplicado en medio
mineral M9 suplementado con 2 g/L de glucosa, 0.4 g/L de L-tirosina, 0.1 mM IPTG y 40 pg/ml CuSO,.
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Por su parte, la cepa W3110/lacZ::trcmelA, loxP-aacCI-loxP, entra a fase estacionaria alrededor de la hora 12,
es decir 4 horas antes que la cepa W3110/pLoxGentrcmelA, y para la hora 16 ha consumido aproximadamente
un 2% de la tirosina inicial generando 0.008 g/L de melanina en ese tiempo, llegando a acumular 0.35 g/L de
melanina al final del cultivo (97h), lo cual corresponde a un incremento del 52% comparado con la cepa
W3110/pLoxGentrcmelA. Como consecuencia, la velocidad especifica de produccion de melanina (qye) en la
cepa W3110/lacZ::trcmeld, loxP-aacCl-loxP, incrementa en un 67% con respecto a la cepa
W3110/pLoxGentrcmelA (tabla E).

Es importante mencionar, que como resultado de la incorporacion de un atomo de oxigeno a la molécula de
tirosina, por la actividad cresolasa de la tirosinasa, se obtiene un rendimiento teérico de 460 mg de melanina a
partir de 400 mg de L-tirosina (1.15 gy grir '1). Por lo que los valores de rendimiento (Yyr:;) obtenidos en este
trabajo, se presentan como porcentajes de éste maximo. En el caso de la cepa W3110/pLoxGentrcmelA, el titulo
alcanzado de melanina fue de 0.23 g/L, el cual corresponde con un Yy del 49% comparado con el maximo
teorico, mientras que para la cepa W3110/lacZ::trcmelA, loxP-aacCl-loxP el titulo alcanzado increment6 a 0.35
g/L. de melanina, logrando un Yy del 75% respecto al maximo tedrico (tabla E). Al parecer, la integracion a
cromosoma de una copia del gene heterélogo melA resulté ser la mejor estrategia para incrementar la produccion
de melanina en la cepa W3110 bajo las condiciones utilizadas en este estudio, ya que se elimina la carga
metabolica impuesta por la expresion de meld en multicopia a partir del plasmido pLoxGentre, restableciéndose
de esta manera la p de la cepa W3110/lacZ::trcmelA, loxP-aacCl-loxP con respecto a la de la silvestre. Por su
parte, la insercion de meld en el plasmido pLoxGentrc, ocasiona una disminuciéon en la p de la cepa
W3110/pLoxGentrcmelA de 0.16 a 0.13 h™', sin embargo en términos de biomasa méaxima (datos no mostrados),
alcanza valores similares después de las 16 horas comparada con la cepa W3110/lacZ::trcmeld, loxP-aacCl-
loxP, probablemente la cepa W3110/pLoxGentrcmeld canaliza una mayor cantidad de energia para el
mantenimiento de la célula debido a la presencia del plasmido pLoxGentremeld, y esto repercute negativamente
en la produccioén de melanina., pues la cepa W3110/pLoxGentrcmelA a pesar de expresar el gene melAd a nivel
multicopia, acumula un 34% menos de melanina que lo alcanzado por la cepa que lo expresa en cromosoma.

El sistema de integracion y expresion, disefiado y caracterizado en este trabajo, contribuy6 a mejorar la cepa
productora de melanina, al eliminar la necesidad del antibidtico. Asi mismo, este sistema puede ser modificado

para realizar una integracion en el gene lacl, y asi también lograr la eliminacion del uso del inductor IPTG.

W3110/lacZ::tremelA,

W3110 W3110/pLoxGentrc | W3110/pLoxGentrcmelA loxP- aacC1 -loxP
E:;Znencial 1 (h-1) 0.27 + 0.0057 0.16 + 0.0024 0.13 +0.0057 0.26 + 0.0073
Melanina 0.23 +0.0162 0.35+0.0121
Fase acumulada (g/L)
estacionaria ghﬁ;l (mg Melg DW 3.73 £0.1082 6.23 +0.2353
Ymterric (%) 49 75

Tabla E. Comparacion de parametros cinéticos entre las diferentes cepas generadas en este estudio. DW: peso seco.
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IX. Conclusiones

e Se construyo el pldsmido de expresion pLoxGentrc, el cual permite la clonacién y expresion regulada de

genes bajo el control transcripcional del promotor fuerte P,,..

o El plasmido pLoxGenfrc también fue disefiado para funcionar como templado de PCR, el cual puede usarse
para lograr la integracion y expresion de genes en el cromosoma de E. coli. Esto se llevd a cabo mediante 4
pasos: 1) Generacion del producto de PCR a partir del pldsmido de expresion pLoxGentre, el cual
previamente expresa el gene de interés bajo control del promotor fuerte P,., 2) Transformacion de la cepa
hospedero y recombinacién homoéloga mediada por el sistema A-Red, entre el producto de PCR y el gene
blanco a inactivar en el cromosoma, 3) Seleccion de las transformantes por su resistencia a gentamicina y 4)
Opcionalmente la eliminacion del casete de resistencia, en caso de que se deseen realizar modificaciones

genéticas posteriores en la cepa.

e El uso del plasmido pLoxGentrc, permitio expresar el gene meld tanto a nivel multicopia como en
monocopia, generando cepas productoras de melanina con la capacidad de crecer y sintetizar este metabolito,

siendo ambas caracteristicas mas eficientes en la cepa que expresa meld en cromosoma que en multicopia.

e La presencia del gene meld en el cromosoma de la cepa W3110, ocasiond que su p se incrementara en un
50% comparada con la cepa W3110/pLoxGentrcmeld, al reducirse el efecto de carga metabolica impuesta
por la replicacion y expresion de los genes en el plasmido. Asi mismo, se elimind la necesidad de utilizar

antibiotico en la cepa que expresa el gene melA en el cromosoma.

e La integracion a cromosoma de una copia del gene heterdlogo melA bajo el control del promotor P, resulto
ser la mejor estrategia para la produccion de melanina, lograndose un titulo 52% mayor que el alcanzado en
la cepa W3110/pLoxGentrcmeld. Como consecuencia la que en la cepa W3110/lacZ::tremeld, loxP-aacCl-
loxP, increment6 un 67% comparada con la cepa que expresa meld en multicopia, para alcanzar finalmente

un Yyeyric del 75% con respecto al maximo teorico.
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X. Perspectivas

e El sistema en 4 pasos desarrollado en este trabajo, permite la inactivacion y expresion de genes
cromosomales de manera regulable, por lo que es necesaria la adicion del inductor gratuito IPTG, sin
embargo, también seria importante la generacion de un sistema constitutivo, el cual eliminaria la necesidad
del uso del inductor, como lo seria integrando el producto de PCR en el gene que codifica para el represor

Lacl del cromosoma de E. coli.

e Con la finalidad de incrementar la productividad y el rendimiento en las cepas W3110/pLoxGentrcmelAd y
W3110/lacZ::trcmeld, loxP-aacCl-loxP, evaluar a nivel fermentador la sintesis de melanina, bajo

condiciones reguladas de oxigeno asi como de pH (cambiando de 7 a 7.5 durante la fase de produccion).

e Con el objetivo de eliminar la adicion del sustrato L-tirosina al medio de cultivo y asi reducir los costos de
produccion de melanina, se podria integrar en cromosoma utilizando el sistema desarrollado, el producto de
PCR P,melA, loxP-aacCl-loxP en cepas generadas en nuestro laboratorio que son productoras del
compuesto fendlico catecol (datos no publicados), el cual es oxidado por la tirosinasa MelA y posteriormente

convertido en una melanina sintética de color durazno (Cabrera-Valladares ef al., 2006).
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