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@ Resumen:

Sistemas de expresién heterdloga para el analisis funcio-
nal de bibliotecas metagenémicas.

La presente invencion se relaciona con el desarrollo de
unas células hospedadoras como sistemas de expresion
que ofrecen la posibilidad de identificar genes de interés
que no se expresan por ellos mismos en bacterias que al-
bergan una biblioteca metagendémica, permitiendo asi la
deteccion de las funciones que codifican, que de lo con-
trario permanecerian silenciadas y sin detectar.
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DESCRIPCION

Sistemas de expresion heteréloga para el anlisis funcional de bibliotecas metagendmicas.
Campo de la invencion

La presente invencion va dirigida al aislamiento de genes que codifican para funciones o actividades de interés. La
invencion se refiere a las dreas de la genética microbiana y la tecnologia de ADN recombinante. Mds especificamente,
la invencién se refiere a la combinacién de elementos de diferentes circuitos reguladores de fagos y bacterias para
construir vectores y cepas especializadas para su uso en el andlisis funcional de bibliotecas metagendmicas.

Antecedentes de la invencion

La metagendmica funcional o andlisis metagendmico dirigido a la funcién ofrece la posibilidad de descubrir nue-
vas proteinas con funciones conocidas, nuevas proteinas con funciones novedosas, proteinas conocidas con funciones
unicas y productos naturales novedosos que tienen actividades ttiles en la medicina, agricultura o industria. Sin em-
bargo, también es un reto encontrar la célula huésped que incluya todos los genes requeridos para expresar la funcién
de interés y que exprese dicha funcién. El andlisis segun la funcién comienza con un examen amplio para identificar
clones que expresan un rasgo deseado, seguido por la caracterizacién de los clones activos mediante andlisis de se-
cuencias y bioquimico. El éxito requiere la expresion fiel del gen o genes de interés y la secrecidn del producto génico,
si el examen o ensayo requiere que sea extracelular.

La limitacién significativa es que muchos genes, quiza la mayoria, no se expresardn en cualquier bacteria huésped
particular seleccionada para la clonacién. De hecho, existe una contradiccion inherente en este enfoque ya que los
genes se clonan a partir de organismos exéticos desconocidos para descubrir nuevos motivos en biologia y sin embargo
se requiere que estos genes se expresen en Escherichia coli u otra bacteria domesticada con el fin de que se detecten.

Es esencial desarrollar sistemas de expresion de genes heterélogos en las bacterias que albergan la biblioteca meta-
gendmica con el fin de maximizar las posibilidades de expresar cualquier gen presente en la biblioteca metagenémica.
Esto ampliara claramente el potencial de la metagenémica funcional.

La gran mayoria de los microorganismos en entornos naturales no pueden cultivarse. Por tanto, una enorme fuente
de informacién genética sigue sin descubrirse incluso tras un examen extensivo basado en métodos de cultivo con-
vencionales. Para explorar estas fuentes, se han desarrollado enfoques novedosos que implican el aislamiento y la
clonacién directos de ADN de muestras del entorno en vectores adecuados, creando asi bibliotecas metagendmicas
complejas.

Las bibliotecas metagendmicas pueden analizarse para determinar rutas y genes novedosos con técnicas basadas en
secuencias o mediante andlisis, que implican el examen de la actividad, de la expresion de rasgos fenotipicos novedosos
en huéspedes sustitutos. La ventaja de tales enfoques de examen funcional es que pueden detectar actividades que se
originan a partir de genes cuyas funciones no pueden predecirse mediante andlisis bioinformaticos de secuencias de
ADN o proteicas. Por otro lado, la identificacion de actividades novedosas mediante examen funcional depende de la
expresion satisfactoria de los genes clonados. La limitacidn significativa es que muchos genes, quiza la mayoria, no se
expresardan en cualquier bacteria huésped particular seleccionada para la clonacion. Incluso aunque se han expresado
actividades novedosas usando E. coli como huésped, existe una ventaja potencial obvia de aumentar las posibilidades
de expresion génica metagendmica en los huéspedes bacterianos para detectar capacidades de expresion adicionales.

Un enfoque para aumentar las posibilidades de expresion génica metagendmica consiste en clonar fragmentos de
ADN metagendmico cortos de unas pocas kilobases de longitud en vectores de expresidon que contienen un promotor
cerca del sitio de clonacién y cuya transcripcion puede discurrir por el ADN metagendmico. Por tanto, la expresion
génica se basa en la transcripcién génica a partir del promotor de vector heter6logo. El principal inconveniente es que
el ADN que va a expresarse no debe portar un terminador de la transcripcion entre el promotor del vector y el gen de
interés. Por tanto, las posibilidades de expresion génica metagendmica se correlacionan inversamente con el tamafio
del ADN clonado. La reduccién del tamafio de los fragmentos de ADN clonado en las bibliotecas metagenémicas
implica que la probabilidad de tener un gen de interés en un clon se reduce también y, por tanto, se requieren un
mayor nimero de clones metagenémicos para cubrir la misma longitud de ADN metagenémico total. Este enfoque ha
sido satisfactorio para identificar actividades que pueden seleccionarse y dependen de la expresién de un tnico gen
(Sommer et al., 2009 Science 28, 325(5944): 1128-31) pero no parece ser adecuado para actividades que no pueden
seleccionarse ya que requiere la obtencion y el examen de un mayor nimero de clones metagendémicos. La limitacién
es incluso mayor cuando la actividad de interés requiere la expresion de mas de un gen.

Los vectores mds comunes usados para construir bibliotecas metagendmicas se basan en el factor sexual F de E.
coli, que pueden mantener de manera estable grandes fragmentos de ADN. Estos vectores pueden ser vectores de tipo
fésmido, que pueden estar empaquetados en cabezas de fagos lambda, o BAC (cromosomas artificiales bacterianos)
que albergan y mantienen fragmentos de ADN incluso mayores. La expresion de genes metagendmicos en esta clase
de bibliotecas se basa en su propia capacidad de expresion en el huésped bacteriano.
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El vector pCC1FOS es uno de los vectores tipo fésmido mas comtin, usado para construir bibliotecas metageno-
micas (casi 300 publicaciones usaron este vector en los tltimos 5 afios). Puede albergar aproximadamente 40 kb de
ADN de inserto, que se empaquetan eficazmente en particulas lambda. Ademads del replicén F, el vector alberga un
replicén adicional que proporciona un mayor nimero de copias que puede activarse haciendo crecer las bacterias con
arabinosa. Esto es muy conveniente para amplificar la funcién o actividad de interés, lo que facilita su deteccién si
el gen codificante se expresa en E. coli. Se han construido con diferentes grados de éxito varios vectores basados en
F para permitir la transferencia y el mantenimiento de la biblioteca metagenémica entre diferentes bacterias huésped
en un intento por aumentar las posibilidades de expresar un gen metagenémico en diferentes antecedentes bacteria-
nos (Sosio et al., 2000 Nature Biotechnol 18: 343-345; Martinez et al., 2004 Appl. Environ. Microb. 70: 2452-2463;
Hain et al., 2008 Microb. 74: 1892-1901; Aakvik et al, 2009 FEMS Microbiol Lett 296: 149-158). Sin embargo, la
expresion de los genes metagendmicos todavia se basa en su propia capacidad de expresion en el huésped bacteriano.

Es esencial, por tanto, desarrollar nuevas herramientas bioldgicas basadas en la expresion génica heteréloga para
aprovechar la metagendémica funcional potencial.
Compendio de la invencién

Los inventores han desarrollado unos sistemas de expresién que, sorprendentemente, ofrecen la posibilidad de
identificar genes de interés que no se expresan por ellos mismos en las bacterias que albergan la biblioteca metage-
némica, permitiendo asf la deteccién de las funciones que codifican, que de lo contrario permanecerian silenciadas y
sin detectar. Esto da como resultado un mayor nimero de clones metagenémicos que presentan una funcién de interés
particular para una biblioteca metagenémica dada.

Una ventaja adicional, proporcionada por el gfp carente de promotor en el vector, es que los sistemas reguladores
desconocidos que responden a cualquier sefial que puede actuar en las células de la invencién pueden identificarse
usando la tecnologia SIGEX (Uchiyama et al., 2005 Nat. Biotechnol. 23: 88-93).

Por tanto la presente invencién facilita la expresion génica metagendmica permitiendo la identificacién de las
funciones de los genes por un lado y el uso adicional de un gen indicador que permite detectar sistemas reguladores
metagendmicos que pueden actuar en la cepa huésped.

En un primer aspecto la invencion se relaciona con el vector 1 para el clonaje de ADN en una célula hospedadora,
en donde dicho vector de clonaje es un vector artificial que se replica autdbnomamente en el interior de dicha célula
hospedadora, que comprende:

(a)  un origen de transferencia de ADN,
(b)  un promotor T7,y

(¢)  unsitio de clonacién de ADN metagendmico.

En un segundo aspecto la invencion se relaciona con el vector 2 para el clonaje de ADN en una célula hospedadora,
en donde dicho vector de clonaje es un vector artificial que se replica auténomamente en el interior de dicha célula
hospedadora, que comprende:

(a)  unorigen de transferencia de ADN,
(b)  un promotor regulable psal,

(c) una secuencia que codifica para el sitio nut;, y

(d)  unsitio de clonacién de ADN metagendmico.

En un tercer aspecto la invencién se relaciona con el vector 3 para el clonaje de ADN en una célula hospedadora,
en donde dicho vector de clonaje es un vector artificial que se replica auténomamente en el interior de dicha célula
hospedadora, que comprende:

(a)  un origen de transferencia de ADN,
(b)  un promotor regulable psal,
(c) una secuencia que codifica para el sitio nut ,

(d)  unpromotor T7,y

(¢)  unsitio de clonacién de ADN metagendmico.
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En un aspecto adicional la invencion se relaciona con la célula hospedadora 1 que comprende un fragmento de
ADN insertado en su genoma en donde dicho fragmento comprende

1) un promotor lacUV5,
ii) una secuencia del atenuador nasF, y
iii)  una secuencia del gen-1 del fago T7 que codifica para la ARN polimerasa de T7,

y en donde el promotor estd operativamente unido a la secuencia iii).

En otro aspecto adicional, la invencién se relaciona con la célula hospedadora 2 que comprende:

(a)  un fragmento de ADN insertado en su genoma en donde dicho fragmento comprende
i) un promotor lacUV?5,
ii) una secuencia del atenuador nasF, y
iii)  una secuencia del gen-1 del fago T7 que codifica para la ARN polimerasa de T7
y en donde el promotor estd operativamente unido a la secuencia iii); y

(b) el vector 1 de la invencidn o el vector 3 de la invencion, en donde dicho vector contiene ademas un ADN
metagenémico en el sitio de clonacién de ADN metagendmico operativamente unido al promotor T7 y

en donde dicha célula permite la transcripcion de ADN metagenémico desde el promotor T7 presente
en dicho vector.

En otro aspecto adicional la invencién se relaciona con la célula hospedadora 3 que comprende un fragmento de
ADN insertado en su genoma en donde dicho fragmento comprende
1) una secuencia del gen nahR,
ii) un promotor pnah,
iii)  un promotor psal, y
iv) una secuencia del gen N del fago lambda,
en donde el promotor ii) estd operativamente unido a la secuencia i), el promotor iii) estd operativamente unido a
la secuencia iv) y en donde las secuencias i) y iv) se transcriben de manera divergente.
En otro aspecto adicional la invencién se relaciona con la célula hospedadora 4 que comprende:
(a)  un fragmento de ADN insertado en su genoma en donde dicho fragmento comprende
i) una secuencia del gen nahR,
ii) un promotor pnah,
iii)  un promotor psal, y
iv)  una secuencia del gen N del fago lambda

en donde el promotor ii) estd operativamente unido a la secuencia i), el promotor iii) estd operativamente
unido a la secuencia iv) y en donde las secuencias i) y iv) se transcriben de manera divergente; y

(b) el vector 2 de la invencidn o el vector 3 de la invencion, en donde dicho vector contiene ademas un ADN
metagendémico en el sitio de clonacién de ADN metagendmico operativamente unido al promotor psal y
en donde dicha célula permite la transcripcion del ADN metagendmico desde el promotor psal presente
en dicho vector.

Asimismo la invencidn se refiere a un método para la expresion heter6loga de bibliotecas metagendmicas y analizar
la funcién de genes que comprende el uso de los vectores y células de la invencion.
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En otro aspecto adicional la invencién se refiere a un método de clonaje de ADN que comprende:
(a) introducir el ADN en uno de los vectores 1 a 3 de la invencion,
(b)  introducir dicho vector de clonaje en una célula hospedadora inicial, preferiblemente en una bacteria,
(c)  cultivar dicha célula hospedadora, y

(d)  transferir dicho ADN clonado a una o mds células huéspedes secundarias.

En otro aspecto adicional, la invencién se refiere con un método para preparar una biblioteca de clones de ADN
que comprende:

(a) introducir dicho ADN en uno de los vectores 1 a 3 de la invencidn,
(b) introducir dicho vector en una primera célula hospedadora,
(c) cultivar dicha célula hospedadora para preparar la primera biblioteca de clones de ADN, y

(d)  transferir dicha primera biblioteca a una o mds células huéspedes secundarias para preparar una o mas
bibliotecas secundarias.

Breve descripcion de las figuras

Figura 1. Fésmidos derivados de pCC1FOS. Para construir pMPOS571 se afiadié a pCC1FOS-Ceul un origen de
transferencia de ADN mediante conjugacién (oriT) y un promotor psal seguido por el sitio de utilizacién de la proteina
antiterminadora N (sitio nut) del fago lambda adyacente al lado izquierdo del sitio de clonacién de ADN metagenémico
(Eco72l). Para construir pMPO579 se afiadié a pMPO571 un gen gfp carente de promotor adyacente al lado derecho
del sitio Eco721.

Figura 2. Cepas derivadas de la cepa EPI300™-T1R de E. coli. MPO553: Cepa que produce ARN polimerasa de
T7. MPO554: Cepa que produce proteina antiterminadora N y NahR (el activador del promotor psal). MPOS555: Cepa
que produce la proteina antiterminadora N truncada y NahR.

Figura 3. Expresion del gen gfp en la cepa EPI300™-T1® y MPO553 (la cepa que produce ARN polimerasa de T7),
que albergan el fésmido pMPO579, sin induccién y afiadiendo arabinosa (aumenta el nimero de copias del fésmido
en estas cepas). La figura también muestra el nivel de expresién de GFP de la cepa MPO553 que alberga pMPO580
(similar a pMPO579 pero porta un terminador transcripcional entre el promotor de T7 y el gen gfp).

Figura 4. Expresion del gen gfp en la cepa MPO554 (la cepa que produce NahR y la proteina N) y MPOS555 (similar
a MPO554 pero con un desplazamiento del marco en el gen N), que albergan el fésmido pMPO579.

Figura 5. Expresion del gen gfp en la cepa MPOS554 (la cepa que produce NahR y proteina N) y MPO555 (similar a
MPO554 pero con un desplazamiento del marco en el gen N), que albergan el fésmido pMPOS580 (similar a pMPO579
pero porta un terminador transcripcional entre el gen psal y el gen gfp).

Figura 6. Los 6 patrones de restriccion diferentes de los fésmidos que confieren resistencia a carbenicilina aislados
de la biblioteca metagenémica. Los fésmidos se digirieron con BamHI, que realiza un corte en el fésmido a ambos
extremos del inserto (la banda de aproximadamente 9,5 kb es el fésmido sin inserto).

Descripcion detallada de la invencion

Los autores de la presente invencién han desarrollado unos vectores y células que permiten expresar el ADN de
una biblioteca metagenémica. En concreto tal y como se observa en el Ejemplo 7 de la presente invencion, los vectores
y células de la invencién permiten identificar la funcién de genes de una biblioteca metagenémica.

Por tanto, en un aspecto, la invencién se relaciona con un vector, en adelante vector de la invencidn, seleccionado
entre los vectores identificados como vectores 1, 2 y 3 para el clonaje de ADN en una célula hospedadora que se
describen a continuacién.

Asi, en una realizacion particular, el vector de la invencién es un vector 1 para el clonaje de ADN en una célula
hospedadora, en donde dicho vector de clonaje es un vector artificial que se replica auténomamente en el interior de
dicha célula hospedadora, que comprende:
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(a) un origen de transferencia de ADN,
(b)  un promotor T7, y

(©) un sitio de clonacién de ADN metagendmico.

En otra realizacién particular, el vector de la invencién es el vector 2 para el clonaje de ADN en una célula
hospedadora, en donde dicho vector de clonaje es un vector artificial que se replica autbnomamente en el interior de
dicha célula hospedadora, que comprende:

(a) un origen de transferencia de ADN,
(b)  un promotor regulable psal,
(c)  unasecuencia que codifica para el sitio nut;, y

(d)  unsitio de clonacién de ADN metagendmico.

En otra realizacién particular el vector de la invencidn es el vector 3 para el clonaje de ADN en una célula hospe-
dadora, en donde dicho vector de clonaje es un vector artificial que se replica autonomamente en el interior de dicha
célula hospedadora, que comprende:

(a) un origen de transferencia de ADN,

(b)  un promotor regulable psal,

(c) una secuencia que codifica para el sitio nufy ,
(d)  un promotor T7,y

(e) un sitio de clonacién de ADN metagendmico.

El término “vector” se refiere a una construccion de ADN replicativo utilizado para expresar ADN. Los vectores
de la invencidn son tipo fésmidos. Por “fésmido” segiin se emplea en la presente invencién se refiere a un sistema de
vector fagémido adecuado para el clonaje de insertos genémicos de aproximadamente 40 kilobases (kb). Los vectores
de la invencidén son capaces de clonar insertos de 15, 20, 30 6 40 kb o incluso mds. Mds particularmente, el vector
es capaz de clonar largos insertos. Por “inserto” se refiere al ADN que se va a clonar. Por “insertos largos” segiin se
emplea aqui se refiere a insertos de al menos 30 kb mds particularmente 40, 50, 60 6 70 kb.

Por “vector artificial” segtin se emplea en la presente invencién incluye cualquier construccion artificial capaz de
autoreplicarse, capaz de incluir insertos largos y capaz de mantenerse establemente en una célula huésped.

El vector de la invencién contiene un gran nimero de funciones y caracteristicas del vector pCC1FOS™
(EPICENTRE) entre ellos para, parB, parC, repe, oriV, ori2.

Por “replicacion auténoma”, segiin se emplea en la presente invencion se refiere a que dicho vector no se integra en
el cromosoma de la célula huésped. En particular no se integra en ninguna célula huésped en donde se introduce dicho
vector o al que es transferido. Dicho vector es capaz de auto replicarse en la célula hospedadora, por lo que el vector
permanece presente cuando la bacteria crece y se divide. Mdas particularmente, el vector es capaz de ser mantenido
establemente en la célula hospedadora. Asi, el vector debe ser introducido en la célula huésped y mantenido en dicha
célula durante su cultivo en repetidas generaciones (en al menos 2, 3, 4, 5, 6 6 10 generaciones) o mas generalmente
durante el crecimiento de la célula huésped.

Las vectores de la invencién pueden obtenerse mediante el empleo de técnicas ampliamente conocidas en el estado
de la técnica [Sambrook et al., “Molecular cloning, a Laboratory Manual”, 2™ ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, N.Y., 1989 Vol 1-3].

Los vectores pueden contener ademds una o mds secuencias marcadoras seleccionables adecuadas para su uso en
la identificacién de células que se han transformado o transfectado o no con el vector. Los marcadores incluyen, por
ejemplo, genes que codifican para proteinas que aumentan o disminuyen o bien su resistencia o bien su sensibilidad a
antibidticos u otros compuestos (por ejemplo higromicina, kanamicina, etc.), genes que codifican para enzimas cuyas
actividades pueden detectarse mediante ensayos convencionales conocidos en la técnica (por ejemplo, S-galactosidasa,
luciferasa, etc.) y genes que afectan de manera visible al fenotipo de las placas, las colonias, los huéspedes o las células
transformadas o transfectadas tales como diversas proteinas fluorescentes (por ejemplo proteina fluorescente verde,
GFP, proteina fluorescente roja, dsRED). Alternativamente, los vectores de la presente invencién pueden incorporar
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un marcador de seleccién que no es un antibidtico, por ejemplo, genes que codifican para una enzima catabdlica que
permite el crecimiento en un medio que contiene un sustrato de dicha enzima catabdlica como fuente de carbono. Un
ejemplo de una enzima catabdlica de este tipo incluye, pero no se limita a enzimas que codifican para la captacién de
lactosa y beta- galactosidasa. Otros marcadores de seleccién que proporcionan una ventaja metabdlica incluyen, pero
no se limitan a, enzimas para la utilizacién de galactosa, de sacarosa, de trehalosa y de xilosa.

Las “células hospedadoras” que pueden emplearse en la presente invencion se describen mds adelante.

Por “origen de transferencia” segin se emplea aqui, se refiere a una secuencia de ADN necesaria para la trans-
ferencia de un plasmido bacteriano desde una bacteria huésped a una receptora durante el proceso de conjugacién
bacteriana.

Por “promotor” segtin se emplea en la presente invencidn, se entiende la regién de ADN que controla la iniciacién
de la transcripcion de una secuencia de ADN y por tanto es el lugar de enlace de la ARN polimerasa. Dicho promotor
estd compuesto por una secuencia especifica de ADN localizado justo donde se encuentra el punto de inicio de la
transcripcién de ADN y contiene la informacién necesaria para activar o desactivar el gen que regula. El “promotor
T7”, seglin se emplea aqui se refiere al promotor con secuencia (SEQ ID NO: 35).

Por “promotor regulable” se entiende a aquel promotor cuyo funcionamiento puede ser alterado en presencia o
en ausencia de ciertos agentes. El promotor regulable psal, segiin se emplea en la presente invencion, se refiere al
promotor de secuencia SEQ ID NO: 24 que responde a salicilato, y en donde dicha secuencia comprende el sitio de
reconocimiento del activador NahR.

Por “secuencia que codifica para el sitio nut;” segin se emplea en la presente invencién se refiere a la region con
secuencia de ADN (SEQ ID NO: 25) que permite el funcionamiento del sistema de antiterminacién del fago lambda
mediada por la proteina antiterminadora N, codificada por el gen N (SEQ ID NO: 34), en donde la regién codificante
estd comprendida entre los nucleétidos 168 y 569.

Por “sitio de clonacién de ADN metagenémico” segin se emplea en la presente invencién se refiere a la regién
de ADN que contiene sitios Unicos de corte de enzimas de restriccién para la clonaciéon de ADN metagenémico. Por
“clonacién” o “clonaje” seguin se emplea aqui se refiere a la tecnologia que permite aislar y propagar secuencias de
interés.

Por “ADN metagendémico” segiin se emplea en la presente invencidn se refiere a las secuencias de nucleétidos que
forman la metagenoteca.

Por “genoteca metagendmica”, “biblioteca metagenémica” o “metagenoteca” se refiere al conjunto de clones de
fragmentos de ADN procedentes de una muestra. Dicho ADN puede proceder de una sola fuente o de una mezcla de
fuentes, por ejemplo de una tnica muestra o de una mezcla de muestras. El origen de dicha muestra puede ser animal,
vegetal, etc. Preferiblemente dicha muestra es de origen ambiental.

En una realizacién particular los vectores de la invencion comprenden adicionalmente una secuencia de ADN
metagendmico en el sitio de clonacién de ADN metagendmico operativamente unido.

Por “operativamente unido” segtin se emplea en la presente invencién significa que un promotor estd en una loca-
lizacién funcional y orientacion correcta en relacion a la secuencia de dcido nucleico para controlar el inicio transcrip-
cional y/o expresion de esa secuencia, es decir estd bajo el control de dicho promotor.

En otra realizacion particular el origen de transferencia de ADN de los vectores de la invencién es el oriT del
plasmido RP4 (SEQ ID NO: 23).

En otra realizacién particular los vectores de la invencion comprenden adicionalmente un gen reportero.

Por “gen reportero” segin se emplea en la presente invencion se entiende un gen cuyo producto da lugar a una
seflal que puede ser facilmente medible o detectado.

En una realizacién adicional el gen reportero de los vectores de la invencidn es el gen de gfp. Dicha secuencia gfp
puede contener ademds la Shine Dalgarno del gen-10 del fago T7 (SEQ ID NO: 26).

En otro aspecto, la invencion se relaciona con una célula hospedadora, en adelante célula hospedadora de la inven-
cion seleccionada entre las células hospedadoras identificadas como célula hospedadora 1, 2, 3 y 4.

En una realizacién particular, la célula hospedadora de la invencion es una célula hospedadora 1 que comprende
un fragmento de ADN insertado en su genoma en donde dicho fragmento comprende

i) un promotor lacUV?5,
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ii) una secuencia del atenuador nasF, y
iii)  una secuencia del gen-1 del fago T7 que codifica para la ARN polimerasa de T7,

y en donde el promotor estd operativamente unido a la secuencia iii).

En otra realizacion adicional la invencion se relaciona con una célula hospedadora 2, que comprende
(a) un fragmento de ADN insertado en su genoma en donde dicho fragmento comprende
i) un promotor lacUV?5,
ii) una secuencia del atenuador nasF, y
iii)  una secuencia del gen-1 del fago T7 que codifica para la ARN polimerasa de T7
y en donde el promotor estd operativamente unido a la secuencia iii); y
(b)  unvector 1 oun vector 3 de la invencién, en donde dicho vector contiene ademds un ADN metagenémico

en el sitio de clonacién de ADN metagenémico operativamente unido al promotor T7 y en donde dicha
célula permite la transcripciéon de ADN metagendmico desde el promotor T7 presente en dicho vector.

Dicha célula hospedadora 1 y 2 tiene reducido el nivel de expresién del gen de la ARN polimerasa de T7. En una
realizacién particular dicha célula hospedadora 1 y 2 carece del represor transcripcional Lacl.

Por “célula que tiene reducido el nivel de expresion del gen de la ARN polimerasa del fago T7” se refiere a una
célula en la que el nivel de expresion del gen de ARN polimerasa del fago T7 estd disminuido al menos 1,5%, al
menos 2%, al menos 4%, al menos 8% y mds preferiblemente al menos un 10% o incluso mds con respecto al nivel de
expresion de la célula silvestre.

Por “promotor lacUV5” se refiere al promotor con secuencia SEQ ID NO: 29.

Por “secuencia del atenuador nasF” (SEQ ID NO: 30) segtin se emplea aqui se refiere a una secuencia de nucleé-
tidos que reducen los niveles basales de expresidn de un gen. De acuerdo con la presente invencion, se considera que
los niveles de expresion de un gen estdn reducidos cuando los niveles de dicha expresion respecto a la expresion basal
estan disminuidos al menos un 1,5%, al menos un 2%, al menos un 5%, al menos un 10%, al menos un 15%, al menos
un 20%, al menos un 25%, al menos un 30%, al menos un 35%, al menos un 40%, al menos un 45%, al menos un
50%, al menos un 55%, al menos un 60%, al menos un 65%, al menos un 70%, al menos un 75%, al menos un 80%:
al menos un 85%, al menos un 90%, al menos un 95%, al menos un 100%, al menos un 110%, al menos un 120%, al
menos un 130%, al menos un 140%, al menos un 150% o mas.

Por “gen-1 del fago T7”, en una realizacion particular (SEQ ID NO: 31), segiin se emplea en la presente invencién
se refiere al gen que codifica para la ARN polimerasa de T7, en donde la regién codificante estd comprendida entre
los nucleétidos 24 y 2675 de dicha secuencia.

En otra realizacién particular, la célula hospedadora es una célula hospedadora 3 que comprende un fragmento de
ADN insertado en su genoma en donde dicho fragmento comprende

1) una secuencia del gen nahR,
ii) un promotor pnah,
iii)  un promotor psal, y
iv) una secuencia del gen N del fago lambda
en donde el promotor ii) estd operativamente unido a la secuencia i), el promotor iii) estd operativamente unido a
la secuencia iv) y en donde las secuencias i) y iv) se transcriben de manera divergente.
En otra realizacion particular, la célula hospedadora es una célula hospedadora 4 que comprende
(a)  un fragmento de ADN insertado en su genoma en donde dicho fragmento comprende

1) una secuencia del gen nahR,
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ii) un promotor pnah,
iii)  un promotor psal, y
iv)  una secuencia del gen N del fago lambda

en donde el promotor ii) estd operativamente unido a la secuencia i), el promotor iii) estd operativamente
unido a la secuencia iv) y en donde las secuencias i) y iv) se transcriben de manera divergente, y

(b)  unvector 2 oun vector 3 de la invencién, en donde dicho vector contiene ademés un ADN metagendémico
en el sitio de clonacién de ADN metagenémico operativamente unido al promotor y en donde dicha
célula permite la transcripcién del ADN metagenémico desde el promotor psal presente en dicho vector.

Por “gen nahR”, segin se emplea en la presente invencion, se refiere al gen de secuencia SEQ ID NO: 32 que
codifica el activador del promotor psal y activa la transcripcion a partir del promotor psal en presencia del salicilato
inductor.

Por “pnah” se refiere al promotor cuya secuencia estd comprendida en la SEQ ID NO: 33.

Por “gen N del fago lambda”, segiin se emplea en la presente invencion, se refiere a la secuencia SEQ ID NO:
34 que codifica para la proteina antiterminadora N de manera que en presencia de dicha proteina, la transcripcién
iniciada desde psal puede continuar insensible a las posibles sefiales terminadoras que pueda encontrarse en el ADN
metagendmico, gracias a la antiterminacion mediada por la proteina N. La region codificante de dicho gen se encuentra
entre los nucleétidos 168 y 569 de SEQ ID NO: 34.

En una realizacién particular las células hospedadoras de la invencién son células bacterianas.

Las células hospedadoras de la invencién pueden contener muiltiples copias de los vectores de la invencion tras ser
cultivadas en presencia de arabinosa, por ejemplo mediante la adicién al medio de cultivo de arabinosa 1 mM durante
6 horas. De esta manera se consigue mejorar la capacidad de deteccién de las funciones de los genes de la biblioteca
metagendmica.

Para la obtencién de las células hospedadoras de la invencién que comprenden adicionalmente los vectores de la
invencion es necesario introducir uno de los vectores de la invencidén que comprenden el ADN metagendmico. Dicha
introduccién puede realizarse mediante diversos métodos, por ejemplo mediante conjugacion triparenteral segin se
describe en Figurski y Helinski, 1979 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 76(4): 1648-52 empleando las células hospedadoras
de la invencién como receptoras, una cepa portadora de dichos vectores, por ejemplo EPI300™-TIR y una cepa
auxiliar, por ejemplo DHSe portadora del pldsmido auxiliar pRK2013.

Las células hospedadoras de la invencion incluyen una gran variedad de bacterias Gram negativas y Gram po-
sitivas. Bacterias gram negativas adecuadas comprenden, entre otras, el género de bacterias entéricas, Escherichia
sp, Salmonella sp, Klebsiella sp, Proteus sp y Yersinia y no entéricas incluyendo Azotobacter sp, Pseudomonas sp,
Xanthomonas sp.

En una realizacién particular dichas células bacterianas pertenecen a la especie Escherichia coli.

Una cepa de E. coli adecuada para la realizacion de la presente invencion es la cepa F-mcrA A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) (StrR) ®80dlacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A-rpsL nupG trfA tonA
dhfr].

En otro aspecto la invencion se relaciona con un método para la expresion heteréloga de bibliotecas metagenémicas
y analizar la funcién de genes que comprende el uso de los vectores y células hospedadoras de la invencion.

Por “expresion heteréloga” segiin se emplea en la presente invencidn se refiere a la expresion de una secuencia que
no pertenece al organismo receptor sino a uno diferente.

En otro aspecto adicional la invencion se refiere a un método de clonaje de ADN que comprende:
(a) introducir el ADN en uno de los vectores 1 a 3 de la invencidn,
(b)  introducir dicho vector de clonaje en una célula hospedadora inicial, preferiblemente en una bacteria,
(c) cultivar dicha célula hospedadora, y

(d) transferir dicho ADN clonado a una o mds células huéspedes secundarias.
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En otro aspecto adicional, la invencién se refiere con un método para preparar una biblioteca de clones de ADN
que comprende:

(a) introducir dicho ADN en uno de los vectores 1 a 3 de la invencidn,

(b)  introducir dicho vector en una primera célula hospedadora,

(c) cultivar dicha célula hospedadora para preparar la primera biblioteca de clones de ADN, y

(d)  transferir dicha primera biblioteca a una o mas células huéspedes secundarias para preparar una o mas

bibliotecas secundarias.

La invencién se ilustra a continuacién en base a los siguientes ejemplos que se proporcionan a modo ilustrativo y
no limitativo del alcance de la invencidn.

Ejemplos
Materiales y métodos

Construcciones de ADN

Las extracciones del ADN necesario para las clonaciones se realizaron con el kit para extraccién de ADN plasmidi-
co NucleoSpin® Plasmid (Macherey-Nagel) siguiendo las instrucciones del fabricante. Cuando la estirpe era EPI300-
T1R a los indculos para la extraccion del material genético se les afiadié arabinosa 1 mM para aumentar el nimero de

copias del fésmido y obtener asi mayor cantidad de ADN.

Para hacer los extremos de ADN romos cuando fue necesario se empleé Klenow o T4 DNA Polymerasa (segin
cada caso, indicado en el texto, ambas de Roche) y siguiendo las instrucciones del fabricante.

Para llevar a cabo las reacciones de ligacion se utilizo la enzima T4 DNA Ligase (Roche) siguiendo las instruccio-
nes del fabricante.

El producto de las ligaciones en las que el vector era el f6smido se transformé en la estirpe EPI300-T 1R mediante
electroporacion [Sambrook et al., “Molecular cloning, a Laboratory Manual”, 2™ ed., Cold Spring Harbor Laboratory
Press, N.Y., 1989 Vol 1-3]. Los pasos intermedios en los que el vector fue pBluescript II SK+ se transformaron en
la estirpe de E. coli DH5a competentes mediante transformacién por choque térmico [Sambrook et al., “Molecular
cloning, a Laboratory Manual”, 2™ ed., Cold Spring Harbor Laboratory Press, N.Y., 1989 Vol 1-3].

Amplificacion de la polimerasa en cadena (PCR)

La PCR se llev6 a cabo en un volumen final de 50 ul, empleando unos 3 ng del ADN molde, y concentraciones
finales de ambos cebadores 1 uM, dNTPs a 200 uM y MgCl, a 3 mM. La enzima usada fue Expand High Fidelity
PCR System (Roche). Una desnaturalizacion inicial de 5 min a 94°C fue seguida de 35 ciclos de amplificacién (30 s a
94°C, 30 s a 55°C y 30 s a 72°C), y una extension final de 7 min a 72°C.

Ejemplo 1
Construccion del vector 3 de la invencion

El principal objetivo era conseguir que los genes de las metagenotecas pudieran ser expresados heter6logamente
desde el vector que se utiliza para construir la metagenoteca. Ello permitiria detectar funciones de interés en las
metagenotecas con mucha mds frecuencia que si se utilizase el producto que ahora se comercializa, el pPCC1FOS™,

Las ventajas que ofrecia pCC1FOS™ eran las siguientes:

1.- La metagenoteca construida con este vector se mantiene muy establemente en E. coli, siendo el nimero
de copias del vector en condiciones normales de 1 por cada célula.

2.-  Se puede inducir el n® de copias en la estirpe EPI300™-T1¥, lo que mejora la capacidad de deteccién
de actividades al incrementar la dosis génica.

3.-  Tiene un promotor dependiente de la polimerasa de T7 que puede utilizarse para transcribir heter6loga-
mente los genes que se clonen durante la construccién de una metagenoteca.

10



10

15

20

25

30

35

40

45

50

55

60

65

ES 2383077 Al

Pero tiene dos problemas:

1.-  El vector no es transmisible por conjugacidn y, por tanto, la metagenoteca construida con este vector no
puede transferirse a otras cepas bacterianas para detectar actividades.

2.- Los genes han de transcribirse desde sus propios promotores, por ello si un promotor determinado no se
expresa en E. coli, 1a funcidén del gen que se transcribe desde ese promotor no puede detectarse.

Para soslayar estos dos problemas se han realizado una serie de modificaciones en el vector y se han construido
dos estirpes bacterianas especializadas para usar junto con el vector modificado.

Las modificaciones que se han realizado en el vector pCC1FOS son:

I.- Se ha incorporado un origen de transferencia oriT del pldsmido RP4 (SEQ ID NO: 23). Se trata de
un pequeilo fragmento de ADN de 314 bp. Ello permite que las metagenotecas construidas en este
vector puedan ser transferidas eficazmente por conjugacion entre diferentes especies de enterobacterias
mediante conjugaciones triparenterales, usando una cepa convencional que alberga un plasmido auxiliar
tales como pRK2013 o pRK2073 (Figurski y ef al., Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 76(4): 1648-52).

2.- Se ha incorporado un sistema de expresion heteréloga que permite la transcripcién del ADN metage-
némico clonado en el vector desde uno de los extremos. Consiste en la. incorporacién de un promotor
regulable Psal que incluye el sitio de reconocimiento del activador NahR (SEQ ID NO: 24), desde el
que se puede inducir la transcripcidon en respuesta a la presencia del inductor salicilato, en una cepa
adecuada que contenga el sistema de regulacion de este promotor (ver mds adelante).

3.- A continuacién del promotor se ha clonado un sitio nuf;, (SEQ ID NO: 25) que permite el funciona-
miento del sistema de antiterminacion del fago lambda mediada por la proteina antiterminadora N. En
una cepa adecuada que contenga el gen codificante de la proteina N, la transcripcién iniciada desde
psal puede continuar insensible a las posibles sefiales terminadoras que pueda encontrarse en el ADN
metagenémico, gracias a la antiterminacién mediada por la proteina N.

4.-  Una de las variantes del vector modificado tiene tras el sitio de clonacién del ADN metagen6émico un
gen reportero codificante de GFP la proteina verde fluorescente, que incluye la Shine Dalgarno del gen-
10 del fago T7 (SEQ ID NO: 26). Esto, por una parte, va a permitir estudiar el comportamiento del
vector para validar las mejoras realizadas. Por otra parte, va a permitir detectar sistemas de regulacién
que pueda haber en las metagenotecas construidas, que respondan a una molécula determinada. Po-
der identificar sistemas de regulacién desconocidos presentes en las metagenotecas y que respondan a
determinadas moléculas de interés, puede ser muy util para desarrollar biosensores que detecten esa
molécula.

Para la construccién del vector pMPO579, se realizé una primera construccion del vector pMPOS71.

1.1. Construccion del vector pMPOS571

Se parti6 de una modificacién previa del vector tipo fésmido pCC1FOS™ (EPICENTRE), que contenia dos sitios
Ceul que flanquean el sitio de clonacion para el ADN metagendmico (Eco721). Para obtener este vector se clond en
pCCI1FOS™ linealizado con Eco72I un fragmento en doble cadena (SEQ ID NO: 28) que contiene un nuevo sitio
Eco72I (ya que el anterior quedaba inutilizado) y un sitio Ceul a cada lado del nuevo sitio Eco721. La incorporacién
de estas dianas permitia la separacién del fragmento de ADN metagenémico completo clonado en el vector del resto
del vector). A continuacién se modificé este fosmido introduciendo varios elementos.

En primer lugar, se clond un origen de transferencia de ADN mediante conjugacién, en concreto el oriT del
plasmido RP4 (SEQ ID NO: 23), en el sitio Hpal tnico de pCC1FOS-Ceul, generando pMPO561. Se amplificé el oriT
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) a partir del pldsmido RP4 usando los cebadores oriTHpalFw
(SEQ ID NO: 1) y OriTHpalRev (SEQ ID NO: 2) introduciendo un sitio de restricciéon Hpal en cada extremo del
fragmento de ADN amplificado.

Posteriormente, se introdujo un promotor psal (SEQ ID NO: 24) seguido por el sitio nut;, (SEQ ID NO: 25) (sitio
de utilizacién de N hacia la izquierda) del fago lambda. Se sintetiz6 la secuencia que contenia estos dos elementos
mediante PCR recursiva (Prodromou y Pearl, 1992 Protein Eng. 5(8):827-9), usando los cebadores psalnutl (SEQ ID
NO: 3), psalnut2 (SEQ ID NO: 4), psalnut3 (SEQ ID NO: 5) y psalnut4 (SEQ ID NO: 6). Se clond este fragmento en
primer lugar en el sitio EcoRV del sitio de clonacién mdltiple de pBluescript II SK+. Después se obtuvo el fragmento
de interés digiriendo con Xbal mds HindIII y se cloné en el sitio Narl tinico de pMPO561, dando lugar al vector
Ilamado pMPOS571. Un transformante que tenia la orientacion apropiada del fragmento psal-nut; en relacién con el
sitio de clonacién de ADN metagendmico, se selecciond y se nombré como pMPOS571 (Figura 1).
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1.2. Construccion del vector pMPO579

Una modificacién adicional al fésmido pMPOS571 consisti6 en la adicién de un gen gfp carente de promotor con
la Shine-Dalgarno del gen-10 del fago T7 (SEQ ID NO: 26) cerca del sitio de clonaciéon de ADN metagenémico. Para
obtener esta construccion fueron necesarias varias etapas.

En primer lugar, se amplific6 parte del fésmido pCC1FOS-Ceul que contenia el gen de resistencia a cloranfenicol
y parte de redF, usando los cebadores HindChlFw (SEQ ID NO: 7) y BstZredFRv (SEQ ID NO: 8) (fragmento flan-
queado por los sitios HindIII y Bst1107I) y se cloné este fragmento en el sitio EcoRV del sitio de clonacién miltiple
de pBluescript II SK+ (pldsmido intermedio 1).

A continuacién, se obtuvo la region codificante del gen gfp (SEQ ID NO: 27) a partir del pldsmido pMPO634
(Tomas-Gallardo et al., 2009 Microbial Biotechnology 2 (2 SPEC. ISS.): 262-273). El gen gfp tiene un sitio Eco721
(el mismo que el sitio de clonacion para el ADN metagendmico en el f6smido), que se muté en un sitio Mlul mediante
PCR solapante (Ho et al., 1989 Gene 77: 51-59) sin cambiar la secuencia de aminodcidos del gen codificante. Se
amplificé el gen gfp resultante a partir del plasmido pMPO634 usando los cebadores KpnISDpT77GFP (SEQ ID NO:
9), GFPMlulFwsolap (SEQ ID NO: 11), GFPMIulRvsolap (SEQ ID NO: 10) y GFPXbal-TFB-PCRsolap (SEQ ID
NO: 12). El extremo 5’ del cebador KpnISDpT77GFP (SEQ ID NO: 9) contenia la secuencia Shine-Dalgarno del
gen-10 del fago T7 de tal manera que se ubic6 durante la PCR a la distancia correcta en el sentido de 5’ de la regién
codificante de gfp amplificada. Se digiri6 el producto de la PCR con las enzimas de restriccién Kpnl y Xbal (sus sitios
de restriccidn estdn en los extremos del fragmento), se hicieron romos sus extremos con la ADN polimerasa de T4 y
se cloné entre los dos sitios HindIII del pldsmido intermedio 1, cerca del gen de resistencia a cloranfenicol. Tras esta
clonacién se obtuvo la siguiente construccion en el vector pBluescript II SK+: Shine-Dalgarno de T7, gfp sin sitio
Eco72l, gen resistente a cloranfenicol y parte de redF (pldsmido intermedio 2).

Por ultimo, se extrajo la construccidn de interés del plasmido intermedio 2 con Xhol y Scal (Shine-Dalgarno de
T7, gfp sin sitio Eco721 y parte del gen de resistencia a cloranfenicol) y se cloné en el fésmido pMPO571 en el sentido
3’ del sitio de clonacién de ADN metagenémico, entre los sitios HindIII y Scal (esta digestién doble elimina parte
del gen de resistencia a cloranfenicol del f6smido), obteniendo el fésmido final pMPOS579 (Figura 1), con el gen de
resistencia a cloranfenicol regenerado.

Ejemplo 2
Cepas de la invencion

Para conseguir la mejora de la funcionalidad del vector pMPOS579 era necesario construir cepas bacterianas que
permitieran la transcripcién desde el promotor de T7 (ya existente en pCC1FOS) y desde el promotor psal acoplado
al sistema de antiterminacién (introducido en el vector 2 y 3 de la invencidn). Para ello se construyeron dos cepas
bacterianas que promovian la transcripcion desde estos promotores heter6logos presentes en dichos vectores.

2.1. Construccion de la cepa MPO553

La cepa MPOS553 es una variante de EPI300™-T1R que ha integrado en su genoma en el locus trg un fragmento de
ADN que porta el promotor lacUV5 (SEQ ID NO: 29), nasF (SEQ ID NO: 30) y el gen-1 del fago T7 (SEQ ID NO:
31) y que expresa a bajo nivel el gen de la ARN polimerasa del fago T7. Esta cepa carece del represor transcripcional
Lacl por lo que la transcripcion a partir de placUVS5 es constitutiva. Sin embargo, la mayor parte de la transcripcién
iniciada en placUV5 termina en el atenuador nasF'y sélo una pequefia fraccion transcribe el gen 1 de T7.

Esta cepa, ademds de permitir incrementar el nimero de copias del pldsmido, como su parental, tiene la ARN
polimerasa del fago T7 ademds de su ARN polimerasa y, por tanto, en esa bacteria se puede transcribir el ADN
metagendémico desde el promotor T7 presente en el vector. La ARN polimerasa de T7 es mucho mds rdpida que la
ARN polimerasa bacteriana y es insensible a muchos de los terminadores de la transcripcién bacterianos, permitiendo
asf la transcripcién del ADN metagendmico.

Para su construccidn, se ha usado la cepa EPI300™-TI® de E. coli [F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) (StrR)
®80dlacZAMI1S5 AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A-rpsL nupG trfA tonA dhfr]
(EPICENTRE). La construccién se integré en el locus trg, reemplazando su secuencia codificante a través de una
modificacién del método descrito por Datsenko y Wanner, 2000 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97(12): 6640-5.

Para la generacion del fragmento de ADN, en primer lugar se obtuvo el promotor placUV5 (SEQ ID NO: 29) como
un fragmento de EcoRI-BamHI a partir del plasmido pNK736 (Simons ef al., 1983 Cell 34(2): 673-82) y se cloné en
pBluescript I SK+ digerido con Notl y BamHI, para construir pMPO556. Se obtuvo el atenuador nasF (SEQ ID NO:
30) a partir de pMPO27 flanqueado por los sitios EcoRI (Royo et al., 2005 Nucleic Acids Research 33(19): e169) y
se cloné en pMPO556 digerido con EcoRI, generando de ese modo pMPOS557. Se amplificé el gen que codifica para
la resistencia a kanamicina a partir de pKD4 (Datsenko y Wanner, 2000 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97(12): 6640-
5) usando los cebadores Sac-P1 (SEQ ID NO: 18) y Sac-P2 (SEQ ID NO: 19) y se cloné en pMPO557 digerido con
EcoRYV, generando asi pMPO558.
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Para construir la segunda parte de la construccidn, se amplificé el gen que codifica para la resistencia a cloranfenicol
a partir de pKD3 usando los cebadores Sac-P1 (SEQ ID NO: 18) y Sac-P2 (SEQ ID NO: 19) y se clon6 en pGP1-
2 (Tabor y Richardson, 1985 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82: 1074-1078) digerido con BamH]I, tras el gen-1 (ARN
polimerasa de T7) (SEQ ID NO: 31), generando pMPO559.

Se cred la construccidn de interés en dos partes porque la construccidn completa era demasiado grande para am-
plificase mediante la misma reaccién de PCR.

La primera parte de la construccion, en pMPOS5S58, se amplific6 mediante PCR usando los cebadores trgEc-P12
(SEQ ID NO: 13) y trgEc-BSK2 (SEQ ID NO: 14). Los extremos 5’ de estos cebadores son homdlogos a los limites
de la secuencia gendmica que va a reemplazarse por la construccién amplificada. Se digiri6 el producto de PCR con
Dpnl y se introdujo mediante electroporacion en la cepa EPI300™-T1® que contenia pKD46 para integrar la primera
parte de la construccién en el locus trg (Datsenko y Wanner, 2000 2000 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97(12): 6640-5).

La segunda parte de la construcciéon, en pMPOS559, se amplificé mediante PCR usando los cebadores trgEc-P12
(SEQ ID NO: 13) y terSacP2-G1 (SEQ ID NO: 15). Los extremos 5° de estos cebadores son homélogos a los limites
de la secuencia genémica que va a reemplazarse por la construccién amplificada. Se digiri6 el producto de PCR con
Dpnl y se introdujo mediante electroporacién en la cepa EPI300™-T1R con la primera parte de la construccién que
contenia pKD46 para integrar la segunda parte de la construccion tras la primera (reemplazando el gen de resistencia
a kanamicina de pKD4) (Datsenko y Wanner, 2000 2000 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97(12): 6640-5).

Finalmente, se elimino el gen resistente a cloranfenicol del genoma usando pCP20 (Datsenko y Wanner, 2000 2000
Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97(12): 6640-5).

En la figura 2 se muestra un esquema de la integracién genémica en la cepa MPOS553, que porta el promotor lacUV5
(SEQ ID NO: 29), el atenuador nasF (SEQ ID NO: 30) y el gen-1 del fago T7 (SEQ ID NO: 31). La orientacién de
esta construccion es la opuesta a la orientacién del gen trg.

2.2. Construccion de las cepas MPO554 y MPO555

La cepa MPOS554 ha integrado en su genoma en el locus trg un fragmento de ADN que porta el gen nahR (SEQ
ID NO: 32) y los promotores pnah y psal (SEQ ID NO: 33) que transcriben de manera divergente, seguido del gen N
del fago lambda (SEQ ID NO: 34). NahR codifica el activador del promotor psal y activa la transcripcion a partir del
promotor psal en presencia del salicilato inductor, induciendo asi la produccion de la proteina antiterminadora N. A su
vez, NahR activa la transcripcion a partir del promotor psal presente en el fésmido pMPO579 y la proteina N impide
la terminacién de la transcripcion que discurre por el sitio nut al ADN metagendmico.

Para la construccién de las cepas MPO554 y MPOS5535, se utilizé la cepa EPI300™-T1R de E. coli [F-mcrA A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) (StrR) ®80dlacZAM15 AlacX74 recAl endAl araD139 A(ara, leu)7697 galU galK A-rpsL nupG
trfA tonA dhfr] (EPICENTRE).

Para construir la cepa MPO554 se obtuvo el fragmento que contenia el gen nahR (SEQ ID NO: 32) con su promotor
pnah 'y el promotor psal (SEQ ID NO: 33) cercano al mismo pero transcritos de manera divergente, a partir del vector
pCNB4-S2 (Cebolla, A. et al., 2001 Nucleid Acids Research Vol. 29 No. 3 759-766) mediante restriccién con Notl y
BamHI y se clon6 en pBluescript II KS+ digerido con las mismas enzimas de restriccidn, generando asi pMPO563.
Se amplific el gen que codifica para la resistencia a cloranfenicol a partir de pKD3 (Datsenko y Wanner, 2000 Proc.
Natl. Acad. Sci. USA. 97(12): 6640-5) usando los cebadores Sac-P1 (SEQ ID NO: 18) y Sac-P2 (SEQ ID NO: 19)
y se clon6 en pMPO563 digerido con EcoRV, seleccionando la misma orientacién que el gen nahR (SEQ ID NO:
32), generando pMPO564. Entonces, se amplificé el gen N a partir de ADN de lambda usando los cebadores NotN
(SEQ ID NO: 20) y KspN (SEQ ID NO: 21). Se digiri6 el producto de PCR con las enzimas de restricciéon Notl y
Kspl (sus sitios de restriccion estdn en los extremos del fragmento) y se cloné en pMPOS564 parcialmente digerido
con Kspl y completamente digerido con Notl (de esta manera, el vector sélo perdia un pequefio fragmento fuera de
la construccién de interés), generando de este modo pMPOS565, que tiene el gen N en el sentido de 3’ de psal y en la
misma orientacién.

A continuacion se amplificé la construcciéon en pMPO565 mediante PCR usando los cebadores trgEc-BKS (SEQ
ID NO: 16) y trgEc-P1 (SEQ ID NO: 17). Los extremos 5’ de estos cebadores son homdlogos a los limites de la
secuencia gendémica que va a reemplazarse por la construccién amplificada. Se digirié el producto de PCR con Dpnl y
se introdujo mediante electroporacién en la cepa EPI300™-T1® que contenia pKD46 para integrar la construccion en
el locus trg (Datsenko y Wanner, 2000 2000 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97(12): 6640-5).

Finalmente, se elimind el gen de resistencia a cloranfenicol del genoma usando pCP20 (Datsenko y Wanner, 2000
2000 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 97(12): 6640-5).

En la Figura 2 se muestra un esquema de la integracién genémica en la cepa MPO554, que porta el gen nahR (SEQ
ID NO: 32), el promotor psal cerca del mismo pero transcrito de manera divergente y el gen N del fago lambda en el
sentido de 3’ de psal. La orientacion de psal-genN es la opuesta a la del gen trg.
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Como control para la validacién de los ensayos empleando el vector y las cepas de la invencidn, se generd la cepa
MPO555, a partir de la misma cepa EPI300™-T1® de E. coli que en casos anteriores. Para la generacién del fragmento
de ADN que iba a ser introducido, se hibridé el cebador thnB-6-thnC (SEQ ID NO: 22) consigo mismo incubdndolo
durante 5 minutos a 85°C mds 30 minutos a temperatura ambiente y se rellend en el inserto hibridado con Klenow para
crear un inserto de 14 pb. Se clond este inserto en pMPOS565 digerido con Hpal para generar un desplazamiento del
marco en el codén 60 del gen N. El pldsmido resultante era pMPOS575.

La construccion de la cepa MPOS555 era muy similar a la de MPO554. La tnica diferencia era que el molde para
la PCR con los cebadores trgEc-BKS (SEQ ID NO: 16) y trgEc-P1 (SEQ ID NO: 17) era pMPOS575 en lugar de
pMPOS565.

En la Figura 2 se muestra un esquema de la integracién genémica en la cepa MPOS555, que es similar a la de en la
cepa MPOS554 pero el gen N tiene un desplazamiento del marco que lo hace inditil.

Ejemplo 3
Transferencia de vectores mediante conjugacion

La presencia de oriT en los vectores modificados debe permitir una transferencia eficaz de los vectores entre dife-
rentes cepas de E. coli mediante conjugacion. Con el fin de someter a prueba la eficacia de conjugacion, se realizaron
conjugaciones triparentales durante la noche (Figurski y Helinski, 1979 Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 76(4): 1648-52)
usando EPI300™-T1® que portaba los vectores como la cepa donadora, mutantes espontdneos resistentes a rifampi-
cina (Rif") o 4cido nalidixico (Nal") derivados de EPI300™-T1R® como las cepas receptoras y DH5a que portaba el
plasmido auxiliar pPRK2013 como la cepa auxiliar de conjugacion.

Se estimaron las frecuencias de conjugaciéon como la razén de clones transconjugantes de la cepa receptora (clones
resistentes a cloranfenicol+rifampicina o resistentes a cloranfenicol+4cido nalidixico) con respecto a los clones totales
de la cepa receptora (o bien resistentes a rifampicina o bien a 4cido nalidixico, dependiendo de la cepa receptora).
Los vectores que portaban oriT se transfirieron de manera muy eficaz a la cepa receptora (frecuencia de conjuga-
cién superior a 107") con una frecuencia similar o incluso mayor que la del pldsmido mévil bien conocido pBBRI1
MCS-3 (frecuencia de conjugacién de 107"), mientras que el plasmido pCC1FOS-Ceul no pudo transferirse mediante
conjugacion (frecuencia de conjugacién de <1077).

La alta frecuencia de conjugacion, superior al 10%, permitiria transferir millones de clones independientes a la
cepa receptora en un conjugacion triparental convencional, garantizando asi la transferencia de cada clon de bibliotecas
metagendmicas que contienen algunos cientos de miles de clones a la cepa receptora, cuando se usa toda la biblioteca
metagenémica como cultivo donador.

Ejemplo 4
Transcripcion a partir del promotor de T7 y a partir del promotor psal a través de un terminador de transcripcion

Se sometieron a prueba los niveles de transcripcién de los promotores heterdlogos presentes en los vectores mo-
dificados en el vector pMPO579, que contiene el gen gfp carente de promotor clonado en el sentido de 3’ del sitio de
clonacién metagendmico (véase la Figura 1) y por tanto puede usarse como gen indicador. Los niveles de fluorescencia
de las diferentes cepas que albergan el plasmido indicardn la magnitud de la transcripcion que discurre por el sitio de
clonacién de ADN metagendmico al gen gfp.

Con el fin de someter a prueba si la transcripcidn iniciada en los promotores heter6logos podria realizarse a través
de terminadores de transcripcion, se construy6 el plasmido pMPOS580. Este pldsmido se deriva de pMPOS579 y tiene un
fragmento de ADN de 2,5 kb que porta el terminador de transcripcion del gen thnL de la cepa TFA de Sphingomonas
macrogolitabida (L6pez-Sanchez et al, 2009 Appl. Environ. Microbiol. 76(1): 110-8) clonado en el sitio Eco72l.

La expresion del gen gfp en la cepa EPI300™-T1®/pMPO579 es muy baja (aproximadamente 1.300 U.F., similar
a la fluorescencia intrinseca de EPI300™-T1®) y el aumento del niimero de copias del pldsmido afiadiendo arabinosa
1 mM durante 6 horas no dio como resultado un aumento sustancial de la expresion (Figura 3). En la cepa especiali-
zada MPO553, que produce de manera constitutiva niveles bajos de ARN polimerasa de T7, los niveles de expresion
también eran muy bajos cuando el nimero de copias del pldsmido era bajo. Sin embargo, los niveles de expresion
aumentaban drasticamente cuando se aumentaba el nimero de copias del plasmido mediante la adicién de arabinosa.
Este resultado mostré claramente que el promotor de T7 en pMPOS579 era funcional y podria dirigir la transcripcién
del ADN metagenémico clonado en este vector y que la cepa especializada MPOS553 producia ARN polimerasa de
T7. El nivel de expresion de gfp del plasmido pMPOS580, que contenfa el terminador thnL, era incluso superior que el
de pMPO579, lo que indicaba que este terminador no puede terminar la transcripcién mediante la ARN polimerasa de
T7 desde el promotor de T7 (Figura 3).
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En la cepa especializada que producia el activador transcripcional NahR y la proteina antiterminacién N, MPO554,
el nivel basal de expresién de gfp a partir de pMPOS579 era también bajo. El aumento del niimero de copias del pldsmido
afiadiendo arabinosa aument6 los niveles de expresion s6lo 2 veces. Se observaba un aumento moderado similar en
los niveles de expresion cuando NahR activaba la transcripcion en presencia de salicilato 5 mM durante 6 horas. Sin
embargo, se obtenian niveles de expresion altos cuando se afladia tanto arabinosa como salicilato al medio de cultivo
(Figura 4). Este resultado indicaba que el promotor psal en pMPOS579 es funcional y podria dirigir la transcripcion del
ADN metagendmico clonado en este vector y que la cepa especializada MPOS554 producia el activador transcripcional
NahR requerido para la transcripcion a partir de psal.

Para demostrar la antiterminacion de la transcripcién mediante la proteina N, se construyé la cepa MPOS555. Esta
cepa es isogénica con MPOS554, siendo la tnica diferencia que MPOS555 portaba un desplazamiento del marco en el
codén 60 del gen N. Por tanto, la activacion transcripcional mediante NahR deberia mantenerse en esta cepa mientras
que la antiterminacion de la transcripcién mediante la proteina N deberia desaparecer.

Los niveles de expresion de gfp a partir de pMPO579 en esta cepa eran ligeramente menores que los de la cepa
MPOS554 (Figura 4), indicando asi que la transcripcion a partir de psal podia inducirse en esta cepa. En la cepa que
producia la proteina N, la expresion a partir de pMPOS580, que portaba el terminador transcripcional entre el promotor
psal y el gen gfp (SEQ ID NO: 26), era alta de manera similar. Sin embargo, la expresién de gfp a partir de pMPO580
no podia inducirse en la cepa MPOS555, que carecia de la proteina N (Figura 5). Este resultado indicaba claramente
que la transcripcién a partir de psal en pMPOS5S80 se terminaba antes de alcanzar el gen gfp, presumiblemente en el
terminador del gen thnL ubicado aproximadamente a 2,3 kb en el sentido de 3’ del inicio de transcripcion desde psal,
pero que la transcripcion podia discurrir por gfp si también se inducia la produccion de la proteina antiterminadora
mediante salicilato (en la cepa MPO554).

Ejemplo 5
Identificacion de sistemas reguladores mediante la tecnologia SIGEX

Se realiz6 una reconstruccién de la tecnologia SIGEX (Uchiyama et al., 2005 Nat. Biotechnol. 23: 88-93) mediante
la cual los clones que portan sistemas reguladores del ADN metagendmico que responden a una sefial particular pue-
den identificarse inicialmente mediante examen usando citometria de flujo, para estimar si el fé6smido pMPOS579 era
adecuado para esta tecnologia ya que la transcripcién del gen gfp diferencial a partir de este vector puede discriminarse
mediante citometria de flujo.

Con este proposito, se hicieron crecer cultivos en LB de MPO554 Rif' y MPO554 Nal" que portaban el plasmido
pMPOS579 y posteriormente se diluyeron en dos cultivos similares de LB que contenia arabinosa 1 mM para aumentar
el nimero de copias del plasmido. También se afiadi6 salicilato 5 mM al cultivo de MPO554 Nal'/pMPOS579. Tras
16 horas de incubacién se mezclaron ambos cultivos a diferentes razones (1:1, 1 Nal’:10* Rif" y 1 Nal:10° Rif"). Se
sometieron los cultivos mezclados a citometria de flujo y se separaron las bacterias que expresaban altos niveles de GFP
y se sembraron en placa de LB con cloranfenicol para un anélisis adicional. Se hicieron crecer las colonias resultantes
en LB con rifampicina y en LB con 4cido nalidixico para someter a prueba su resistencia a estos antibidticos. De
esta manera, pudieron establecerse las razones de bacterias inducidas frente a no inducidas que podian recuperarse
tras la separacion y compararlas con las que se fijaron inicialmente mediante dilucién. En la mezcla con una razén
1 Nal":1 Rif", practicamente todas las bacterias recuperadas tras la separacion eran Nal® (inducidas); con la razén 1
Nal":10* Rif" la proporcién de bacterias inducidas aument6 desde el 0,01% hasta aproximadamente el 30% tras la
separacion; finalmente, con la razén 1 Nal":10° Rif" esta proporcién aument6 desde el 0,001% hasta aproximadamente
el 15% tras la separacion. En resumen, la cepa inducida se habia enriquecido 10* veces tras la separacién (tabla 1).
Estos resultados indicaban que las bibliotecas metagendmicas construidas en el fésmido pMPOS579 podian usarse para
identificar sistemas reguladores metagenémicos que responden a un inductor particular usando la tecnologia SIGEX.
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TABLA 1

Incremento de la proporcion de bacterias inducidas analizadas por citometria de flujo, comenzando con un cultivo
mezcla con MPO554/pMPO579 inducida (cepa derivada de Nal') y MPOS554/pMPO579 no inducida (Rif*) en
cocientes diferentes (1:1, 1:10,000 y 1:100,000, siempre la cepa inducida es la minoritaria

MPO554 Nal / Cociente antes de la Cociente después de la
pMPOS79 MPO554 separacion celular separacién celular
Rif' / pMPO579

1:1 50% 100%

1:10,000 0.01% 30%

1:100,000 0.001% 15%

Ejemplo 6
Construccion de una biblioteca metagendmica en la cepa EPI300™-TI?

Las modificaciones introducidas en los vectores y las cepas especializadas debian permitir la expresion de ADN
metagenémico, permitiendo asi la identificacién de clones con actividades de interés que de lo contrario permanecerian
sin detectar. Para validar el rendimiento aumentado de los vectores y las cepas modificados mostrando que su uso
permitia el aislamiento de un mayor nimero de clones con las caracteristicas deseadas, se us6 el plasmido pMPO579
para construir una biblioteca metagenémica procedente de una costa contaminada con petréleo crudo en Punta San
Garcia, Cadiz, Espafia, debido a un vertido de petréleo de un barco.

Se aisl6é el ADN de la muestra tal como anteriormente se ha descrito. Se extrajeron las bacterias mediante adicién
directa de tampdn de ruptura (NaCl 0,2 M, Tris-HCI 50 mM pH 8,0) a la muestra y mezclando durante la noche con
agitacion. Entonces, se centrifugé a velocidad baja (400 g durante 3 minutos) y se vertio el sobrenadante sobre una
disolucién de la resina Nycodenz (1,3 g ml-1). La centrifugacién en un gradiente de la resina Nycodenz (Axis-Shield)
permitia enriquecer la biomasa microbiana. La centrifugacién se llevé a cabo a 10.000 g x durante 40 minutos a 4°C.
Podia observarse una banda blanquecina que contenia células bacterianas en la superficie de contacto entre la resina
Nycodenz y la fase acuosa. Se recuper6 esta banda y se mezcld con solucién salina tamponada con fosfato (PBS). Se
sedimentaron las células mediante centrifugacién a 10.000 g durante 20 minutos y se resuspendieron en tamp6n TE
(Tris 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0).

Después de esto, se extrajo el ADN con el kit GENOME DNA (MP Biomedicals). Usando este método, se obtu-
vieron 24 ug de ADN a partir de 160 g de suelo, con un tamafio promedio de aproximadamente 40 kb.

Para construir la biblioteca metagenémica a partir del ADN aislado, se sigui6 el protocolo del kit de produccién
de bibliotecas de fésmidos CopyControl™ (EPICENTRE), empleando el fésmido pMPO579 en lugar de pCC1FOS.

Para preparar pMPO579, se linealizé mediante restriccién con la enzima Pmll (New England Biolabs, isoesquizé-
mero de Eco721), se desfosforil6 con fosfatasa alcalina de gamba (USB) y se concentré con un dispositivo de filtrado
con centrifugacion (Microcon, Millipore).

La biblioteca metagendmica construida comprendia aproximadamente 2 Gigabases distribuidas en aproximada-
mente 54.000 clones diferentes y se mantenia en la cepa EPI300™- T1R.

Ejemplo 7
Identificacion de clones resistentes a carbenicilina

Se transfiri6 la biblioteca metagenémica mediante conjugacién con derivados imitantes espontaneos resistentes a
dcido nalidixico y rifampicina de las cepas EPI300™-T1R, MPO553 y MPO554.

Conjugaciones triparentales durante la noche usando EPI300™-T1® que albergaba toda la biblioteca metagenémi-
ca como cultivo donador, cada uno de los derivados resistentes a dcido nalidixico y rifampicina como cepas receptoras
y DH5a/pRK2013 como cepa auxiliar, dieron como resultado una frecuencia de conjugacién muy alta, siempre su-
perior al 6%, independientemente de la cepa receptora. Estos datos indicaban que los clones metagendémicos podian
transferirse a otras cepas con una frecuencia similar al vector original pMPO579, a pesar de las aproximadamente 40
kb de ADN metagendémico que porta cada clon.
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Los microorganismos cultivados han sido la fuente de casi todos los genes de resistencia a antibidticos caracte-
rizados; por tanto, se conoce poco acerca de las reservas ambientales de genes de resistencia y su contribucion a la
resistencia en entornos clinicos. Los antibidticos S-lactdmicos se encuentran entre los antibidticos prescritos con ma-
yor frecuencia para seres humanos y ganado, generando una presion de seleccion potente para los genes que codifican
para elementos de resistencia en entornos proximos a la actividad humana. También se predice que las S-lactamasas
son abundantes en los suelos incluso en ausencia de presion de seleccién antropogénica, porque el suelo es rico en mi-
croorganismos que producen antibiéticos de S-lactama, tales como penicilinas y cefalosporinas, y ya se han detectado
fB-lactamasas en bibliotecas metagendmicas procedentes del intestino humano y procedente de reservas ambientales.

Resultaba interesante estimar la abundancia de estos genes de resistencia en los suelos y cudntos de estos genes
de resistencia no podian detectarse en bibliotecas metagendémicas convencionales usando vectores tipo fosmido. Por
tanto, se eligi6 la resistencia al antibidtico S-lactdmico carbenicilina como la actividad de interés para identificar entre
los clones metagendémicos transferidos. Ademads, la actividad podia seleccionarse directamente en placas de LB que
contenian 100 mg/1 de carbenicilina, lo que facilitaba la validacién del procedimiento.

También se sembraron conjugaciones triparentales en placas de LB con 4cido nalidixico/rifampicina para seleccio-
nar la cepa receptora, mds cloranfenicol para seleccionar la transferencia de los clones, carbenicilina para seleccionar
clones que conferian a la cepa receptora resistencia a este antibidtico y arabinosa para aumentar el nimero de copias
del fésmido. La tabla 2 muestra el nimero de clones resistentes a carbenicilina (Cb") detectados por cada millén de
transconjugantes que habian recibido un clon metagenémico, cuando se usaban como receptoras las cepas especializa-
das o derivadas de la cepa EPI300™-T1® convencional que permitian la expresion heteréloga bien a partir del promotor
de T7 o bien a partir del promotor psal. Se obtuvo un nimero aproximadamente 6 veces mayor de transconjugantes
resistentes a carbenicilina con las cepas especializadas en comparacién con la cepa EPBO0™-T1R convencional. Ade-
mads, en el caso de MPO554, este aumento dependia de la adicién de salicilato 1 mM, que inducia la activacién de la
transcripcién a partir de psal por NahR y la antiterminacion por parte de la proteina N.

TABLA 2

Niimero de clones resistentes a carbenicilina detectados en las diferentes cepas por cada
millon de transconjungantes

EPI300™-T1® | MPO553 MPO554
- salicilato + salicilato
Cepas dFezirp‘(adas de . 64 - 28
Cepas dﬁ;il\{aadas de 12 60 15 67

Se analiz6 el patrén de restriccion de los fésmidos que conferian resistencia a carbenicilina presentes en 100 trans-
conjugantes, 10 de EPI300™-T1®, 40 de MPO553 y 50 de MPO554. Se aislaron un total de 6 fésmidos diferentes
(Figura 6). Todos los transconjugantes de EPI300™-T1® Cb' tenfan el mismo fésmido, ETN1. Este fésmido también
se encontré entre los transconjugantes derivados de las cepas especializadas. El uso de MPOS553, la cepa que produ-
ce ARN polimerasa de T7, permiti6 la identificaciéon de 3 fésmidos adicionales, TN2, TN3 y TN4. Estos fésmidos
también se identificaron entre los transconjugantes derivados de MPOS554, la cepa especializada que permitia la anti-
terminacion de N. Esta cepa permitio la identificacién de dos fésmidos adicionales, N5 y N6, que no se identificaron
usando las demds cepas.

Para confirmar la capacidad de cada f6smido para conferir Cb" a cada una de las cepas receptoras, se transfirieron
los seis fésmidos de vuelta a la cepa EPI300™-T1R Rif' y al derivado EPI300™-T1R Nal". Se usaron cultivos de estas
cepas que albergaban cada uno de los seis fosmidos como donadores en conjugaciones triparentales junto con las cepas
receptoras Nal" y Rif" y la cepa auxiliar DHSa/pRK2013.
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TABLA 3

Frecuencia de transconjugantes resistentes a carbenicilina (bacterias resistentes a carbenicilina/transconjugantes
que han recibido el clon), para cada clon en cada cepa

Receptores
EPI1300™-T1" Rif" MPO553 Rif" MPO554 Rif"
-salicilato +salicilato
Donador: ETN1 10 1 107 0.8
EPI3007- | TN2 <10 0.8 <10 1
T1" Nal TN3 10° 0.8 <10° 1
TN4 <107 1 <10”° 0.9
N5 <10” <10” 10™ 1
N6 <10”° 10° <10” 0.9
EPI300-T1" Nal® MPO553 Nal™ MPO554 Nal®
-salicilato +salicilato
Donador: ETN1 0.1 7-10“ 0.3 0.5
EPI300™- TNZ <107 5107 <10” 1
TR R N3 <10° 02 <10° 1
TN4 <10° 0.2 <107 0.9
N5 <10” <10~ 0.2 1
N6 <10 <10 107 0.7

Tal como se muestra en la tabla 3, los seis fésmidos se transfirieron eficazmente a cada una de las 3 cepas receptoras.
Sélo el f6smido ETN1 confirié Cb" a EPI300™-T1R Nal®. La expresion del gen que conferia resistencia a carbenicilina
estaba aparentemente limitada ya que s6lo una fraccién de los transconjugantes mostraba resistencia y podia generar
una colonia. Los plasmidos ETN1, TN2, TN3 y TN4 proporcionaron Cb" a la cepa MPO553 que producia ARN
polimerasa de T7 y todos ellos confirieron Cb" a la cepa MPOS554. Estos resultados, usando los fésmidos aislados,
estaban totalmente de acuerdo con los obtenidos usando toda la biblioteca metagendmica y mostraban claramente que
al menos seis fésmidos de la biblioteca codificaban potencialmente para genes de resistencia a carbenicilina, tal como
se identificaba en las cepas especializadas permitiendo la expresién heter6loga del ADN metagendmico. Sin embargo,
s6lo una pequeiia fraccién (uno de seis) de los fésmidos expresaron realmente el gen de resistencia por si mismos y
confirieron Cb" en la cepa EPI300™-T1R.

Por tanto, estos resultados mostraban el potencial de usar la expresion heter6loga para detectar clones de fésmidos
que contienen genes con funciones de interés.
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REIVINDICACIONES

1. Una célula hospedadora, que comprende un fragmento de ADN insertado en su genoma en donde dicho frag-
mento comprende

1) un promotor lacUV5,
i) una secuencia del atenuador nasF, y
iii)  una secuencia del gen-1 del fago T7 que codifica para la ARN polimerasa de T7,

y en donde el promotor estd operativamente unido a la secuencia iii).

2. Una célula hospedadora, que comprende
(a)  un fragmento de ADN insertado en su genoma en donde dicho fragmento comprende
i) un promotor lacUVS35,
ii) una secuencia del atenuador nasF, y
iii)  una secuencia del gen-1 del fago T7 que codifica para la ARN polimerasa de T7,
y en donde el promotor estd operativamente unido a la secuencia iii); y

(b)  un vector para el clonaje de ADN en una célula hospedadora, en donde dicho vector de clonaje es un
vector artificial que se replica auténomamente en el interior de dicha célula hospedadora, que compren-

de:

- un origen de transferencia de ADN,

- un promotor T7,y

- un sitio de clonacién de ADN metagendmico;
0

un vector para el clonaje de ADN en una célula hospedadora, en donde dicho vector de clonaje es un
vector artificial que se replica auténomamente en el interior de dicha célula hospedadora, que compren-
de:

- un origen de transferencia de ADN,

- un promotor regulable psal,

- una secuencia que codifica para el sitio nut, ,
- un promotor T7,y

un sitio de clonacién de ADN metagenémico,
en donde dicho vector contiene ademds un ADN metagendémico en el sitio de clonacién de ADN me-
tagenémico operativamente unido al promotor T7 y en donde dicha célula permite la transcripcion de
ADN metagenémico desde el promotor T7 presente en dicho vector.

3. Célula segtin cualquiera de las reivindicaciones 1 6 2, que carece del represor transcripcional Lacl.

4. Célula segun cualquiera de las reivindicaciones 1 a 3, en donde dicha célula es una bacteria.

5. Célula segtn la reivindicacién 4, en donde dicha bacteria es Escherichia coli.

6. Método para la expresion heteréloga de bibliotecas metagendmicas y analizar la funcién de genes que comprende
el uso de una célula segiin cualquiera de las reivindicaciones 1 a 5.
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LISTA DE SECUENCIAS

<110> Universidad Pablo de Olavide

<120> SISTEMAS DE EXPRESION HETEROLOGA PARA EL ANALISIS FUNCIONAL DE BIBLIOTECAS

METAGENOMICAS
<130> P6242ES01
<160> 35
<170> PatentIn version 3.5

<210> 1

<211> 28

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador directo OriTHpalFw

<400> 1

caagttaacc ttgccctcat ctgttacg

<210>2

<211>29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador reverso OriTHpalRev

<400> 2

tcggttaacc cagtcggtag atattccac

<210>3

<211>95

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador psalnutl

<400> 3

taaggcgcct tattgctggt gcccggecgg gcgcaatatt catgttgatg atttattata

tatcgagtgg tgtatttatc aatattgttt gctcc

28

29

60

95
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<210>4

<211>74

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador psalnut2

<400> 4

gtcaccttca tggtggtcag tgcgtcctge tgattaataa cgataacgga gcaaacaata

ttgataaata cacc

<210>5

<211> 85

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador psalnut3

<400> 5

gcactgacca ccatgaaggt gacgctctta aaaattaagc cctgaagaag ggcagcattc

aaagcagaag gctttggggt gtgtg

<210> 6

<211> 68

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador psalnut4

<400> 6

tatggcgccce cggaatcgca cttacggceca atgettcgtt tcgtatcaca caccccaaag

ccttctge

<210>7

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

60

74

60

85

60

68
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<220>
<223> Cebador directo HindChlFw

<400> 7

caggcatgca agcttgag 18

<210> 8

<211> 18

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador reverso BstZredFRv

<400> 8

ggtataccgg catacagc 18

<210>9

<211>71

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador KpnISDpT77GFP

<400> 9

tagagggtac caataatttt gtttaacttt aagaaggaga tatacatatg agtaaaggag 60

aagaactttt c 71

<210> 10

<211>29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador GFPMIulRvsolap

<400> 10

ggaactacaa gacgcgtgct gaagtcaag 29

<210> 11

<211>29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> Cebador GFPMIulFwsolap

<400> 11

cttgacttca gcacgegtct tgtagttcce

<210> 12

<211> 30

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador GFPXbal-TFB-PCRsolap

<400> 12

aggtcttcta gattatttgt atagttcatc

<210> 13

<211>170

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador trgEc-P12

<400> 13

ggttttttgc atcacatcag gttggttccg ttatttgcct gcattctagg gtgtaggctg

gagctgcttce

<210> 14

<211>70

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador trgEc-BSK2

<400> 14

cgcgaggttc tgccgacaca gaatgtttgt gcagacggaa tacatccacc ccatgattac

gccaagctcg

<210> 15

<211>170

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

29

30

60

70

60

70
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<220>
<223> Cebador terSacP2-G1

<400> 15

ccgggecgett tttttttgeg cgaattcgat tatagagctc atatgaatat ttactaactg
gaagaggcac

<210> 16

<211>170

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador trgEc-BKS

<400> 16

ggttttttgec atcacatcag gttggttccg ttatttgcct gcattctagg taaaacgacg

gccagtgagce

<210> 17

<211>170

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador trgEc-P1

<400> 17

cgcgaggttc tgccgacaca gaatgtttgt gcagacggaa tacatccacc gtgtaggcetg

gagctgcttce

<210> 18

<211>29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador Sac-P1

<400> 18

tatagagctc tgtaggctgg agctgctte

70

70

60

70
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<210> 19

<211>29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador Sac-P2

<400> 19

tatagagctc atatgaatat cctccttag

<210>20

<211>29

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador NotN

<400> 20

tatgcggecg cccactggcecg gtgatactg

<210> 21

<211> 27

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador KspN

<400> 21

taaccgcgga aagccaaggc caatatc

<210> 22

<211>10

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Cebador thnB-6-thnC

<400> 22

gatcatgcat

<210> 23

<211> 314

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

29

29

27

10
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<220>
<223> Secuencia oriT de RP4

<400> 23

cttgccctea

gagcaccgcec

tacttcacct

cctttggcaa

aatgaccccg

tatctaccga

<210> 24
<211> 100
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>

<223> promotor psal (incluyendo sitio de reconocimiento del activador NahR)

<400> 24

ES 2383077 Al

tctgttacge cggcggtage cggccagcct cgcagagcag gattcccgtt

aggtgcgaat aagggacagt gaagaaggaa cacccgctcg cgggtgggcec

atcctgccecg getgacgecg ttggatacac caaggaaagt ctacacgaac

aatcctgtat atcgtgcgaa aaaggatgga tataccgaaa aaatcgctat

aagcagggtt atgcagcgga aaagcgctgc ttccctgetg ttttgtggaa

ctgg

ttattgctgg tgcccggeecg ggcgcaatat tcatgttgat gatttattat atatcgagtg

gtgtatttat caatattgtt tgctccgtta tcgttattaa

<210> 25
<211> 133
<212> DNA
<213> Artificial Sequence

<220>
<223> Sitio Nut;,

<400> 25

atcagcagga

gggcagcatt

agtgcgattc

cgcactgacc accatgaagg tgacgctctt aaaaattaag ccctgaagaa

caaagcagaa ggctttgggg tgtgtgatac gaaacgaagc attggccgta

cgg

60

120

180

240

300

314

60

100

60

120

133
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<210> 26

<211> 753

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> gfp con la Shine-Dalgarno del gen-10 del fago T7

15

20

25

30

35

40

45

50

55

<400> 26
aataattttg tttaacttta agaaggagat atacatatga gtaaaggaga agaacttttc 60
actggagttg tcccaattct tgttgaatta gatggtgatg ttaatgggca caaattttct 120
gtcagtggag agggtgaagg tgatgcaaca tacggaaaac ttacccttaa atttatttgce 180
actactggaa aactacctgt tccatggcca acacttgtca ctactttcgg ttatggtgtt 240
caatgctttg cgagataccc agatcatatg aaacagcatg actttttcaa gagtgccatg 300
cccgaaggtt atgtacagga aagaactata tttttcaaag atgacgggaa ctacaagacg 360
cgtgctgaag tcaagtttga aggtgatacc cttgttaata gaatcgagtt aaaaggtatt 420
gattttaaag aagatggaaa cattcttgga cacaaattgg aatacaacta taactcacac 480
aatgtataca tcatggcaga caaacaaaag aatggaatca aagttaactt caaaattaga 540
cacaacattg aagatggaag cgttcaacta gcagaccatt atcaacaaaa tactccaatt 600
ggcgatggcce ctgtcctttt accagacaac cattacctgt ccacacaatc tgccctttcg 660
aaagatccca acgaaaagag agaccacatg gtccttcettg agtttgtaac agctgcectggg 720
attacacatg gcatggatga actatacaaa taa 753

<210> 27

<211> 1717

<212> DNA

<213> Aequorea victoria



20

25

30

35

40

ES 2383077 Al

<400> 27
atgagtaaag gagaagaact tttcactgga gttgtcccaa ttcttgttga attagatggt 60
gatgttaatg ggcacaaatt ttctgtcagt ggagagggtg aaggtgatgc aacatacgga 120
aaacttaccc ttaaatttat ttgcactact ggaaaactac ctgttccatg gccaacactt 180
gtcactactt tcggttatgg tgttcaatgc tttgcgagat acccagatca tatgaaacag 240
catgactttt tcaagagtgc catgcccgaa ggttatgtac aggaaagaac tatatttttc 300
aaagatgacg ggaactacaa gacgcgtgct gaagtcaagt ttgaaggtga tacccttgtt 360
aatagaatcg agttaaaagg tattgatttt aaagaagatg gaaacattct tggacacaaa 420
ttggaataca actataactc acacaatgta tacatcatgg cagacaaaca aaagaatgga 480
atcaaagtta acttcaaaat tagacacaac attgaagatg gaagcgttca actagcagac 540
cattatcaac aaaatactcc aattggcgat ggccctgtcc ttttaccaga caaccattac 600
ctgtccacac aatctgccct ttcgaaagat cccaacgaaa agagagacca catggtcctt 660
cttgagtttg taacagctgc tgggattaca catggcatgg atgaactata caaataa 717

<210> 28

<211>178

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>

<223> Fragmento con nuevo sitio Eco72I flanqueado por dianas Ceul

<400> 28
cggtaactat aacggtccta aggtagcgaa tgaatggcac gtggcatcga taactataac 60
ggtcctaagg tagcgagc 78

<210> 29

<211> 95

<212> DNA

<213> Artificial Sequence
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<220>
<223> placUV5

<400> 29

ctcactcatt aggcacccca ggctttacac tttatgcttc cggctcgtat aatgtgtgga

attgtgagcg gataacaatt tcacacagga aacag

<210> 30

<211> 104

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> nasF

<400> 30

gagtgaataa aaggttttgg gcagcgcgcc aatggcggcg cgtatgtcca gggataaagg

cgtccagcgg tgcgtaagca ccgccgggeg cttttttttt gege

<210> 31
<211> 2693
<212> DNA
<213> T7 phage

10

60

95

60

104
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<400> 31

ttactaactg

acatcgaact

ctcgcgaaca

agatgtttga

tcatcactac

aagctaagcg

ccgtagecgta

ccgttcagge

gtatccgtga

gcgtagggea

agggtctact

gagtacgctg

atgctggcegt

ctatcgcaac

gaagaggcac

ggctgctatc

gttggccctt

gcgtcaactt

cctactccct

cggcaagcgce

catcaccatt

tgtagcaagc

ccttgaaget

cgtctacaag

cggtggcgag

catcgagatg

agtaggtcaa

ccgtgecaggt

ES 2383077 Al

taaatgaaca

ccgttcaaca

gagcatgagt

aaagctggtg

aagatgattg

ccgacagect

aagaccactc

gcaatcggtce

aagcacttca

aaagcattta

gcgtggtett

ctcattgagt

gactctgaga

gcgctggctg

cgattaacat

ctctggctga

cttacgagat

aggttgcgga

cacgcatcaa

tccagttcet

tggcttgect

gggccattga

agaaaaacgt

tgcaagttgt

cgtggcataa

caaccggaat

ctatcgaact

gcatctctce

11

cgctaagaac

ccattacggt

gggtgaagca

taacgctgcc

cgactggttt

gcaagaaatc

aaccagtgct

ggacgaggct

tgaggaacaa

cgaggctgac

ggaagactct

ggttagctta

cgcacctgaa

gatgttccaa

gacttctctg

gagcgtttag

cgcttccgcea

gccaagcctc

gaggaagtga

aagccggaag

gacaatacaa

cgcttecggtce

ctcaacaagc

atgctctcta

attcatgtag

caccgccaaa

tacgctgagg

ccttgcgtag

60

120

180

240

300

360

420

480

540

600

660

720

780

840
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ttcctectaa

ctctggegcet

tgcctgaggt

aagtcctagc

ctgcgattga

ctctcaccge

ctcgecegtat

ccatctggtt

acccgcaagqg

gtaaggaagg

ttcecgttece

ctaagtctcc

cgttctgett

cgctggegtt

aggtaggtgg

ttgttgctaa

aagtagttac

ctaaggcact

cagtcatgac

ataccattca

gccgtggact

ggtgcgtact

gtacaaagcg

ggtcgccaac

gcgtgaagaa

gtggaaacgt

cagccttgag

cccttacaac

taacgatatg

ttactactgg

tgagcgcatc

actggagaac

tgagtacgct

tgacgggtct

tcgcgeggtt

gaaagtcaac

cgtgaccgat

ggctggtcaa

gctggcttac

gccagctatt

ES 2383077 Al

ggcattactg

cacagtaaga

attaacattg

gtaatcacca

ctcccgatga

gctgcegcetg

ttcatgcttg

atggactgge

accaaaggac

ctgaaaatcc

aagttcattg

acttggtggg

ggggtacagc

tgctctggea

aacttgcttc

gagattctac

gagaacactg

tggctggcett

gggtccaaag

gattccggca

gtggtggcta

aagcactgat

cgcaaaacac

agtggaagca

aaccggaaga

ctgtgtaccg

agcaagccaa

gcggtegtgt

tgcttacget

acggtgcaaa

aggaaaacca

ctgagcaaga

accacggcct

tccagecactt

ctagtgaaac

aagcagacgc

gtgaaatctc

acggtgttac

agttcggett

agggtctgat

12

ttgggctaac

gcgctacgaa

cgcatggaaa

ttgtceggte

catcgacatg

caaggacaag

taagtttgct

ttacgctgtg

ggcgaaaggt

ctgtgcgggt

cgagaacatc

ttcteegtte

gagctataac

ctcegegatg

cgttcaggac

aatcaatggg

tgagaaagtc

tcgcagtgtg

ccgtcaacaa

gttcactcag

ggtcgtcgtce

gacgtttaca

atcaacaaga

gaggacatcc

aatcctgagg

gctcgcaagt

aaccataagg

tcaatgttca

aaaccaatcg

gtcgataagg

atggcttgeg

tgcttccttg

tgctcecettce

ctccgagatg

atctacggga

accgataacg

aagctgggca

actaagcgtt

gtgctggaag

ccgaatcagg

900

960

1020

1080

1140

1200

1260

1320

1380

1440

1500

1560

1620

1680

1740

1800

1860

1920

1980

2040
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13

ctgctggata catggctaag ctgatttggg aatctgtgag cgtgacggtg gtagctgcgg 2100
ttgaagcaat gaactggctt aagtctgctg ctaagctgct ggctgctgag gtcaaagata 2160
agaagactgg agagattctt cgcaagcgtt gcgctgtgca ttgggtaact cctgatggtt 2220
tceectgtgtyg gcaggaatac aagaagccta ttcagacgcg cttgaacctg atgttccteg 2280
gtcagttccg cttacagcct accattaaca ccaacaaaga tagcgagatt gatgcacaca 2340
aacaggagtc tggtatcgct cctaactttg tacacagcca agacggtagc caccttcgta 2400
agactgtagt gtgggcacac gagaagtacg gaatcgaatc ttttgcactg attcacgact 2460
ccttcggtac cattccggect gacgctgcecga acctgttcaa agcagtgcgc gaaactatgg 2520
ttgacacata tgagtcttgt gatgtactgg ctgatttcta cgaccagttc gctgaccagt 2580
tgcacgagtc tcaattggac aaaatgccag cacttccggc taaaggtaac ttgaacctcce 2640
gtgacatctt agagtcggac ttcgcgttcg cgtaacgcca aatcaatacg act 2693
<210> 32
<211> 903
<212> DNA
<213> Artificial Sequence
<220>
<223> nahR
<400> 32
tcaatccgta aacaggtcaa acatcagttg ccgcaaccaa atattggcta ggtccttgtg 60
gtacttcgca tgccagaaca tgttgatggc tatttcaggc aagacgactg ggtgcggcaa 120
ggcgcttagg ccgaagggct ccacgcagca gtcggctaaa cgtatcggca cagtggcgag 180
cagatcggtg cgctggagga tgtggccaac ggcggcgaag tgcggcactt ccagacggat 240
gtcgecgecgg atgceccgacce gtgtcatgta cgtgtccace tecgceccgtgge cggtgccage 300
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ggcgatgaca

gactggatgg

gaagccagtt

ggcctgcatc

gtgagccagce

cagggtgaag

gcgcagtgceg

cgcacgtggc

tccttgecgac

tgcagattgg

aggctcatcg

acatccatca

gtacgctcge

tgcatggecg

ttccattcce tgatgtgtge

cagcgcattg ctcacggcag

tctgtcgacc agcaactggt

cat

<210> 33

<211> 154

<212> DNA

<213> Artificial Sequence

<220>
<223> pnah-psal

<400> 33

ES 2383077 Al

cgtaggaaca

ataggcacac

gaagcaggcc

aactgtcgceg

gccgceggceat

tggtcagegg

aagtgacggg

gcacgaagag

gctgggtceag

tgaacaccac

gaagcgctcecce

gtagtgattc

cacggccaag

caccgtactg

gaagtagatc

atcgaagctt

ctcggccaga

tgggtcctgt

gcccaggttce

cagcaggttt

agagtcaggg

tggagcagcc

tccacggttce

atcacgcaat

tcgccaatgt

tcatggtgcect

tgcgcggeat

agcgaggtgce

tccgcagtga

aaatccaggt

gttcgcgggt

ggcgctgaaa

cgttctgcaa

tgggggcectg

cggtcatggce

gtagggcgtt

agggtgtggg

gcaggcgttt

tagagacgcg

cacgcagttc

ggggcctcge ttgggttatt gectggtgccc ggccgggcge aatattcatg ttgatgattt

attatatatc gagtggtgta tttatcaata ttgtttgctc cgttatcgtt attaacaagt

catcaataaa gccatctgca ggcatgcaag cttc

<210> 34

<211> 594

<212> DNA

<213> Lambda phage

14

360

420

480

540

600

660

720

780

840

900

903

60

120

154
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<400> 34

ccactggcgg

cttaaaaatt

tacgaaacga

ggggggttet

tccagatgga

aagcagcaaa

cgctgaatcg

tgctggctga

agcgcacatg

ttaagggaaa

tgatactgag
aagccctgaa
agcattggcce
cgttcaggac
tgcacaaaca
tccectgttg
caaaccgaaé
ataccacaaa
gtacagcaag

atcgattcct

<210> 35

<211>20

<212> DNA

<213> Lambda phage

<400> 35

taatacgact cactataggg

ES 2383077 Al

cacatcagca

gaagggcagc

gtaagtgcga

tacaactgcc

cgcegecgeyg

gttggggtaa

tcacgagtag

cagattgaaa

cctggcgaac

cttatctagt

ggacgcactg

attcaaagca

ttccggatta

acacaccacc

aacgtcgcgce

gcgcaaaacc

aaagcgcact

gcaacctgca

gcggcataac

tacttagata

15

accaccatga

gaaggctttg

gctgccaatg

aaagctaact

agagaaacag

agttaaccgce

aaatccgata

acgtattgag

atgcagtgga

ttggccttgg

aggtgacgct

gggtgtgtga

tgccaatcge

gacaggagaa

gctcaatgga

cctattctct

gaccttacag

cgcaagaatc

cgccagaaaa

cttt

60

120

180

240

300

360

420

480

540

594

20
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Fecha de Realizacion de la Opinion Escrita: 23.03.2012

Declaraciéon

Novedad (Art. 6.1 LP 11/1986)

Actividad inventiva (Art. 8.1 LP11/1986)

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Reivindicaciones
Reivindicaciones

Se considera que la solicitud cumple con el requisito de aplicacion industrial
examen formal y técnico de la solicitud (Articulo 31.2 Ley 11/1986).

Base de la Opinién.-

1-6

SI
NO

SI
NO

. Este requisito fue evaluado durante la fase de

La presente opinidn se ha realizado sobre la base de la solicitud de patente tal y como se publica.
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OPINION ESCRITA

N° de solicitud: 201100907

1. Documentos considerados.-

A continuacién se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideracion para la
realizacién de esta opinién.

Documento Numero Publicacién o Identificacion Fecha Publicacion
D01 US 2010255561 Al (STEINMETEZ ERIC) 07.10.2010
D02 WO 03050240 A2 (LILLY CO ELI) 19.06.2003
D03 EHRMANN M. et al. “In vitro stability and expression of green

fluorescent protein under high pressure conditions”. Letters in
applied microbiology. Abril 2001. Vol. 32, N°. 4, paginas 230-234.
ISSN 0266-8254.

D04 WAGNER SAMUEL et al. “Tuning Escherichia coli for membrane
protein overexpression”. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America. 23.09.2008. Vol. 105.
N°. 38, paginas 14371-14376. ISSN1091-6490.

2. Declaracién motivada segun los articulos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecucion de la Ley 11/1986, de 20 de
marzo, de Patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaracién

La presente solicitud divulga (reivindicaciéon 1) una célula hospedadora que comprende un fragmento de ADN que, a su vez,
comprende una promotor lac UV5, una secuencia del atenuador nasF, una secuencia del gen-1 del fago T7 que codifica
para la ARN polimerasa de T7 y donde el promotor esta operativamente enlazada a esta secuencia. La reivindicacion 2
divulga la célula anterior pero adicionalmente incorporando un vector de clonaje

D01 divulga una célula E.coli hospedadora que incluye el gen de la ARN polimerasa T7, la secuencia codificante del gen
T7gpl, el promotor lacUV5, y un operador lac (figuras 2A, 2B).

D02 divulga una célula hospedadora que comprende el gen de la T7 ARN polimerasa bajo el control del promotor lacUV5
(reivindicaciones 1-3).

D03 describe la expresion de GFP bajo condiciones extremas en Escherichia coli con el plasmido QBI63, en donde rsGFP
es puesto bajo el control del gen de la T7 ARN polimerasa, la cual es controlada por el lacUV5.

D04 muestra la influencia de las mutaciones en el promotor lacUV5 cuando dirige la expresién de la T7 ARNA polimerasa y
su papel en la sobreexpresion de proteinas de membrana.

Ninguno de los documentos citados divulga los componentes principales del sistema de expresion de la célula hospedadora
(lacUV5, nasF, T7 ARN polimerasa). Igualmente los documentos del estado de la técnica tomados solos o0 en combinacion
no permiten deducir de manera obvia para el experto en la materia las células reivindicadas, ni el uso de la misma para la
expresion de una biblioteca génica, por lo que las reivindicaciones 1-6 cumplirian con los requisitos de novedad y actividad
inventiva, tal y como se menciona en los arts. 6 y 8 de la Ley 11/1986.
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