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Inactivacion o supresion de elementos genéticos (incluido el curado de

plasmidos)

Introduction

La demostracién formal de la funcidon de un gen o elemento genético (isla genémica, plasmido, etc.)
requiere su inactivacion o delecion para demostrar que es esencial para el fenotipo. Utilizamos un
plasmido suicida, que puede replicarse en la cepa E. coli donante pero no en Vibrio. Este plasmido se
transfiere a Vibrio por conjugacion.

El plasmido contiene

- un origen condicional de replicacién, oriV, cuya replicacién esta mediada por una proteina (Pir). El
gen que codifica esta proteina esta presente en el donante de la conjugacién pero ausente en el vibrio.
Este vector suicida se utiliza para la integracion recombinante en el genoma con el fin de inactivar o
suprimir un elemento genético. También se puede utilizar para clonar transposones mariner para generar
bibliotecas de insercion alélica.

- Utilizamos el sistema oriT RP4, un origen de transferencia oriT compatible con el sistema de
conjugacion expresado por el donante.

- Un marcador de seleccidn, un gen de resistencia a los antibiéticos.

En caso de integracién por recombinacion simple, se clona este plasmido:
e Uninserto de 500 pb situado
oen medio de un gen si se desea inactivarlo
oal final de un gen si se desea introducir un marcador (por ejemplo, resistencia a los antibiéticos)
en el elemento genético sin inactivar el gen.

En el caso del intercambio alélico (o POP IN-POP OUT), el vector suicida que también contiene:
e araC_pBAD_ccdB: una toxina bacteriana dependiente de un promotor condicional, reprimido
por glucosa al 1%; activado por arabinosa al 0,2%.
e Uninserto de fusion 500 pb aguas arriba y 500 pb aguas abajo del gen que se va a suprimir o
intercambiar.

La cepa de clonacién de E. coli (denominada Pi 3814) contiene:
e gen pir para la replicacién del vector suicida
o Es auxotréfica a dT (timidina)
e Tiene una mutacién gyrA que la hace resistente a ccdB.

La cepa de conjugacion de E. coli (denominada Beta 3914) contiene:
e genes de conjugacion RP4 acoplados al gen de resistencia a la kanamicina
e gen pir para la replicacion del vector suicida
e Es auxotrofica al DAP (diaminopimelato) para eliminarlo (contra seleccién) después del paso
de conjugacion y transferencia del plasmido al vibrio.
e También es resistente al ccdB (mutacion gyrA).



Le Roux Lab Université du Montréal

Resumen:

1- Integracién del vector suicida en un evento de recombinacién
oriV ReK
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LBANaCl antibio
Ventajas: técnica rapida (2 dias)
Desventaja: el vibrio es entonces resistente al antibiético, y no se pueden realizar mdultiples
inactivaciones. Ademas, la integracion del vector suicida puede alterar la expresién de otros genes en
esta region (efecto polar). En general, cuando observamos la pérdida de un fenotipo en un mutante,

siempre debemos demostrar que la complementacion de esta mutacién restaura el fenotipo. Esto puede
conseguirse expresando el gen en un plasmido o integrandolo en el genoma.

2- POP In POP OUT

Etapa l:
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araC_pBAD_ccdB

X X
Premiére recombinaison

Exemple X gauche
Mais peut aussi arriver a droite
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LBA NaCl antibio Glucose 1%

Etapa 2: la integracion del vector suicida es seleccionada por el antibiético. La glucosa impide la
expresion de ccdB. Esta integracion genera una duplicacion de las regiones flanqueantes (X gris
claro/oscuro) que puede dar lugar a una segunda recombinacion.
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Las células que no han sufrido este segundo evento de recombinacién se contra-seleccionan activando
la expresion de ccdB (arabinosa); las células que aun portan el pldsmido suicida mueren. Las mutaciones
se seleccionan mediante un cribado de delecion utilizando cebadores PCR externos a la delecion.
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LBANaCl arabinose

Ventajas: se pueden acumular tantas deleciones como se quiera, ya que la contra-seleccion conduce a
la pérdida del gen de resistencia a los antibiéticos. En teoria, la delecion o el intercambio alélico no
modifica los genes adyacentes.

Desventaja: técnica que requiere mas tiempo (5 dias).

Materiales (ejemplo para V. crassostreae)

e Marine broth (MB)

e Lysogeny broth (LB)

e LB + agar (LBA)

e NaCl 5N

e Dap 50mM (SIGMA 33240-5G)

e Chloramphenicol (Cm) 25 mg/mL

e LB NaCl0.5N

e Kanl100 mg/mL

e TSA-2 (BBL Trypticase Soy Broth, BD, ref. 211768). For 1L de TSA-2: TSB 30 g; NaCl 15 g; Agar
15 g; H20 quantity necessary 1L

e Conjugacion TSA-2 + dap 0.3 mM or LB NaCl 0.5N + agar + dap 0.3 mM

e Seleccion : TSA-2 + Cm 5ug/mL or LB NaCl 0.5N + agar+ Cm 5ug/mL

e En el caso de intercambio alélico: primera seleccion de recombinacién TSA-2 + Cm 5ug/mL +
Glucose 1% o LB NaCl 0.5N + agar+ Cm 5ug/mL+ Glucose 1% ; contra-seleccion segunda
recombinacion: LB NaCl 0.5N + agar+arabinose 0.2%.

Cultivos bacterianos

E. coli beta: LB dap 0.3mM, 37°C, 250 rpm

Vibrio: MB, 20°C, ou LB NaCl 0.5N, agitacién suave (100 rpm)
37°C incubador para E. coli

30°C incubador para la conjugacion

20°C incubador para vibrio y seleccion
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Protocolo:

Dia-2

Descongelar las células en agar:

- Vibrio en MA

- Donante de conjugacion en LBA+ dap+ Kan100+ antibiotico codificado por plasmido, aqui Cm 25 ug/mL
Dia -1

Lanzar 5mL de cultivo durante la noche

- Vibrio en MB

- E. coli donante LBA dap0,3 mM+ Cm25 ug/mL (no se afiade Kana en fase liquida)
Dia 0

Diluir los cultivos 1/100 en 20mL

Vibrio: LB NaCl 0,5N, 20°C, agitacién suave

E. coli: LB dap 0,3 mM (sin antibiéticos), 37°C, 250 rpm

Controlar regularmente el crecimiento (DO). A la DO 0,3, mezclar 2mL de vibrio con 10 mL de E. coli
donante, centrifugar a 6000 rpm durante 10 minutos, eliminar todo el sobrenadante posible (invertir
rapidamente el tubo sobre papel adsorbente) y recuperar el pellet con un volumen minimo (25ul) de LB
NacCl 0,5N.

Depositar la mezcla sobre agar TSA-2 Dap 0,3 mM bien seco (el depésito debe tener un tamafio de
medio milimetro), e incubar durante la noche a 30°C.

Dia 1
Raspar el biofilm/mancha aceitosa con un tip (P1000) para recuperarlo todo.

Colocar la punta con el sedimento bacteriano en un tubo de 15 mL que contenga 2 mL de LB NaCl 0,5N,
y agitar enérgicamente durante 5 segundos para resuspender las células.

Esparza 500 ul en una placa grande de agar de seleccién; dependiendo de la cepa y del gen objetivo,
se necesitaran una o mas placas.

- Para la integracion de recombinacioén Unica, seleccione en TSA-2 Cm5
- Para el intercambio alélico, seleccione TSA-2 Cm5 Glucosa 1%.
Incubar de 24 a 48 horas a 20°C, dependiendo de la cepa de V. crassostreae.

En caso de integracion de recombinante UGnico, confirme la integracion en el sitio correcto mediante PCR
utilizando un cebador en el plasmido y un cebador en el genoma bacteriano.

En el caso de un intercambio alélico, continte con la segunda recombinacién para este:

Dia 2
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Seleccionar 4 clones en TSA-2 Cmb5 Glucosa 1% y cultivarlos en LB NaCl 0,5N Cmb5 durante 6-8 h.
Esparcir 10 (aislamiento) y 100 ul (rastrillo) en LB NaCl 0,2% arabinosa.

Incubar durante 24 horas a 20°C.

Cribar los mutantes por PCR utilizando cebadores externos

Tips importantes!

Es importante entender que cada cepa de vibrio tiene sus propias particularidades: tipo de antibi6tico
disponible para la seleccion, permisividad al ADN exdgeno, etc. Ademas de los consejos dados en el
protocolo de conjugacién, he aqui algunos consejos para la integracion:

- Las frecuencias de conjugacién/integraciones acumuladas varian mucho segun la cepa y el
objetivo. Para V. crassostreae, generalmente aislamos varios meriploides en un solo plato
(seleccion de 500 ul de jugo de conjugacion); para V. aestuarianus, necesitamos de 10 a 20
platos grandes (5 conjugaciones, ocupando 2 mL = 10 mL , 500 uL repartidos en 20 platos).

- Lafrecuencia de integracion del plasmido suicida depende del tamafio de la regién utilizada para
la recombinacion, generalmente 500 pb, pero puede reducirse a 150 pb si es necesario.

- Algunas cepas no son permisivas a los plasmidos replicativos pero si a la integracion de un vector
suicida, jasi que no desesperes!

- Algunas personas tienden a afiadir glucosa al agar de conjugacion, jpero no lo hagas! La glucosa
tiene un efecto negativo sobre E. coli, que deja de conjugar. La glucosa sélo se utiliza para la
seleccion de vibrios conjugadores.

- Enel caso de los islotes genémicos (en particular los implicados en la defensa antifagica), puede
ser necesario realizar subdeleciones para suprimir el islote completo; al igual que con los
plasmidos, la supresion de la toxina de un sistema de adiccion también puede utilizarse para
realizar la supresion total.

- Las mismas herramientas se utilizan para la curacion de plasmidos, para:

o Clonar el origen de replicacion del plasmido vibrio en el vector suicida (sin ccdB),
transferirlo a la cepa vibrio y seleccionar con antibiéticos. El plasmido enddgeno vy el
pladsmido transferido entran en competicion (incompatibilidad ligada al mismo origen de
replicacién) y se seleccionan las cepas que han perdido el plasmido endégeno (Le Roux
NAR 2011).

o Clonar 500 pb del plasmido endégeno en el plasmido suicida que codifica ccdB,
seleccionar la integracion por recombinacién en antibiético/glucosa y, a continuacion,
cultivar en arabinosa para contrarrestar la pérdida de plasmido (Bruto ISME J 2017).
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