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Resumen

El aumento de la actividad minera en el Per( hace necesario el desarrollo de tecnologias rapidas
y econdémicas de deteccion de contaminantes para su monitoreo y control. Implementando
conocimientos de biologia molecular y de la regulacion génica podemos construir un circuito
genético sintético que posibilite el monitoreo de sustancia toxicas que generen estrés oxidativo
como son los compuestos cianurados. El objetivo de esta investigacion es desarrollar un circuito
genético sintético conformado por el promotor de la proteina del shock por fagos (psp) de
Escherichia coli y las secuencia codificante del gen de la proteina verde fluorescente (GFP). La
construccién de dicho circuito se logré usando estrategias de clonamiento por topoisomerasas
y clonamiento clasico con enzimas de restriccion, se usé la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR) para confirmar que todos los segmentos del circuito estén presentes en el vector. Los
estudios preliminares de la actividad del nuevo circuito se realizaron transformando
genéticamente células competentes de E. coli. La observacion de dichas bacterias muestra una
expresion de GFP continua, lo que indica que el circuito sintético esta siendo activado sin estar
en presencia de agentes de estrés oxidativo, lo que suponia una posible interaccion con otros

sistemas de regulacion de estrés en la célula.



Abstract

Due to the increase of mining activity in Peru new technologies that can detect and monitor
hazardous pollutants in a faster and cheaper way must be developed. Implementing molecular
biology knowledge about genetic regulation we are able to construct a synthetic genetic circuit
that can allow the monitoring of toxic substances that generate oxidative stress such us cyanide
compounds. The objective of this research is to develop a synthetic genetic circuit from the
promoter of the phage shock protein operon from E. coli and the complementary DNA of the
green fluorescent gene (GFP). The construction of the circuit was achieved using classic
cloning strategies with restriction enzymes and also more advanced strategies such us
topoisomerase cloning, the polymerase chain reaction (PCR) was used to confirm the presence
of all the desire segments in the vector. Preliminary studies of the circuit activity were carried
out by genetically transforming competent E. coli cells. The observation of the bacteria shows
a continuous expression of GFP without any inducer, this indicates that the synthetic circuit is
being activated through a possible interaction with other stress response pathway.



Introduccion

La proteina verde fluorescente fue descubierta por Shimomura y colaboradores en 1962 como
una proteina acompafante de la aequorina, la famosa proteina quimioluminescente de las
medusas del genero Aequora. Hoy en dia ya se tiene secuenciado el gen de la proteina verde

fluorescente perteneciente a la especie Aequora victoria y es muy usado para diferentes tipos

de ensayos y experimentos cientificos. Esta proteina tiene su pico de fluorescencia a O 508 nm.

El operon de la proteina del shock por fagos (phage shock protein — (psp)) ayuda a asegurar la
supervivencia de Escherichia coli en la fase estacionaria tardia y protege el sistema de fuerza
motriz de protones de la célula frente factores adversos. Es fuertemente inducido por fagos
filamentosos plV y por porinas mutantes que no son bien instaladas en la membrana y también
por otros tipos de estreses. La transcripcion del operon es dependiente del factor ¢°*. Este
operon también se ve fuertemente inducido por ionoforos de protones como el CCCP (Cianuro
De Carbonilo M-Clorofenil Hidrazona) y otros desacopladores como dinitrofenoles o acidos
grasos libres. También se conoce que los ionoforos de protones o protonoforos de acidos débiles
desacoplan la fosforilacion oxidativa, transportando protones entre la bicapa de fosfolipidos en
la membrana interna de la mitocondria. En las bacterias el efecto se daria a nivel de membrana
plasmatica. Existen diversas sustancias quimicas que también causan un efecto adverso en la
ruta de la fosforilacion oxidativa, dentro de los cuales podemos encontrar compuestos

cianurados comunmente encontrados en sitios mineros, insecticidas como la rotenona y otros.

Los biosensores o bioreportadores son aquellos organismos que pueden detectar ciertos
componentes de interés dentro de un determinado ambiente, el primer biosensor fue
desarrollado por King y colaboradores en 1990, y desde su desarrollo la técnica ha sido
perfeccionada y nuevos circuitos han sido creados, esto permitio un enorme crecimiento en la
microbiologia ambiental y biotecnologia. Ademas de la capacidad de ser sensibles a cierto
contaminante, estos biosensores dotan al investigador de un aspecto muy importante en la
toxicologia de contaminantes que ningun equipo por mas sofisticado que sea puede hacerlo,
estos biosensores permiten analizar cuanto del contaminantes es biodisponible y bioaccesible.

Entendiendo por Biodisponibilidad, la fraccion de la sustancia quimica en un sistema el cual es



libremente disponible para cruzar la membrana de un organismo, del medio al organismo en un
determinado punto en el tiempo y Bioaccesibilidad, la fraccion de la sustancia quimica que

puede cruzar potencialmente la membrana de un organismo que tuviera acceso al mismo.

Los circuitos genéticos, son circuitos que involucran la activacion de una serie de genes en
conjunto, como es el caso del operon lactosa. El disefio de un circuito genético sintético
involucra la creacion de un circuito que no es posible encontrarlo en la naturaleza. Muchas
veces estos circuitos sintéticos estdn creados a base de diferentes genes provenientes de
diferentes organismos con el objetivo de manipular el metabolismo del organismo, estudiar los
mecanismos traduccionales, monitorear los niveles de expresion, entre otras funciones. El
disefio y creacion de circuitos genéticos sintéticos es una herramienta muy poderosa tanto para
el estudio de mecanismos fundamentales como también para la aplicacion en éreas de

relevancia.

Es asi que teniendo un promotor el cual es sensible a sustancias contaminantes que generan
estrés oxidativo como derivados de cianuro o insecticidas como la rotenona y un gen codificante
de una proteina de facil deteccion y cuantificacion, es posible crear con la tecnologia actual un
circuito genético sintético que permita la deteccion de contaminantes que generen estrés

oxidativo como los producidos en la actividad minera.



Objetivos

Objetivo general:

Desarrollar un circuito genético sintético conformado por el promotor del shock por fagos
(psp) de E. coli y el gen de la proteina verde fluorescente (GFP) con posible aplicacion en la

biotecnologia ambiental.
Objetivos especificos:

Amplificar y aislar el promotor del operon del shock por fagos (psp) de E. coli y el gen de la

proteina verde fluorescente.

Construir un circuito genético conformado por el promotor del operén del shock por fagos de
E. coli (psp) unido al gen de la proteina verde fluorescente.

Transformar genéticamente a cepas de E. coli HB101 K12 con el plasmido recombinante.

Comprobar la presencia del circuito genético en las bacterias por medio de PCR.



Hipotesis y Variables

Hipdtesis general:

Si se logra clonar con éxito el gen de la proteina verde fluorescente y el promotor del shock por
fagos de E. coli se podria construir un circuito genético sintético capas de responder a stress

oxidativo.
Hipdtesis nula (Ho):

El circuito genético sintético puede ser construido con el gen de la proteina verde fluorescente

y el promotor del shock por fagos de E. coli.

Hipdtesis alternativa (Ha):

El circuito genético sintético no puede ser construido con el gen de la proteina verde

fluorescente y el promotor del shock por fagos de E. coli.

Variable independiente:

Clonamiento del gen de la proteina verde fluorescente y el promotor del shock por fagos de E.
coli.

Variable dependiente:

Construccion del circuito genético sintético.



Antecedentes

“Se descubrid que al infectar Escherichia coli con bacteriéfagos Lambda se estimula la sintesis
de groE, proteinas del shock por calor, involucradas en el crecimiento bacteriano. En el estudio
se utilizaron distintos bacteriéfagos lambda con distintas mutaciones. Los resultados también
revelaron que la locacién genética que inducia la produccion de groE se encuentra entre los
puntos terminales de las sustituciones de bio69 y bio262 del bacteriéfago Lambda (Kochan &
Murialdo, 1982)” Ref-18

“Se descubrid que existe un relacion entre la respiracion y luminiscencia de Vibrio harveyi en
presencia del ionoforo de protones CCCP. EI CCCP influye en la retoma de oxigeno afectando
de esta manera la luminiscencia. Se probaron tres concentraciones de CCCP 0.1, 1 y 10 uM.

(Wada et a|, 1992).” Ref-39

“El operon phage shock protein (psp) fue descubierto al clonar fagos filamentosos 1V, la
sobreexpresion de la proteina PspA en las bacterias produjo una fraccién importante en las
proteinas totales. El operon consta de seis genes (pspA, pspB, pspC, pspD, pspE y pspF) y de
varios marcos de lectura abiertos (ORFs), los cuales han podido ser expresados in vivo e in
vitro. El operon también responde a una variedad de estreses ambientales y intracelulares.
(Model et al, 1997).” Ref-27

“Se uso la fusion traduccional de genes in vivo en Escherichia coli para identificar un gen que
es inducido por concentraciones nano molares de metales pesados como, Cadmio, Mercury y
Zinc. También sugerimos que la fusion, la cual se encuentra en el terminal carboxilo, podria

estar alterando a la funcionabilidad de la proteina. (Babai & Ron, 1998)”. Rref-3

“Es posible reportar la expresion de la proteina del shock por fagos A cuando E. coli es expuesta
a solventes organicos hidrofobicos como n-hexano o cliclooctano. Los resultados muestran que

estas bacterias tienen una fuerte reaccion de estrés contra estos solventes, ademas la inserciéon



de plasmidos con el operon psp mejora la frecuencia de sobrevivencia de las células.
(Kobayashi et al, 1998)”. Ref-17

“Se debe tomar en cuenta factores como las condiciones fisiologicas del organismo biosensor,
cuando los mismos son destinados a aplicaciones ambientales. Alteraciones en rutas
bioquimicas por compuestos encontrados en el ambiente pueden afectar la capacidad sensitiva
de estos biosensores, dando como consecuencia resultados no confiables. (Heitzer et al,
1998).” Reftt

“Fue posible desarrollar un biosensor de contaminantes ambientales a base de tolueno, logrando
esto al incorporar el activador de transcripcion xyIR del plasmido TOL de Pseudomonas putida
a un plasmido reportero con el gen luc. La proteina XyIR es capaz de unirse con compuestos
parecidos al tolueno y de esta manera activar la transcripcion en su promotor. (Willardson et
al, 1998).” Re-42

“Las propiedades fisicas y quimicas de la proteina verde fluorescente son fundamentales para
poder entender su importancia y la posible aplicabilidad de la misma en el desarrollo de
tecnologia. La proteina verde fluorescente fue aislada del genero de medusas Aequorea y tiene

su pico mas alto de absorbancia a 508 nm de 0. (Tsien R. Y., 1998).”

Ref-38

“La proteina del shock por fagos E en E. coli es rodanasa. Una enzima mitocondrial capaz de
detoxificar el cianuro en tiocianato. Analisis cinéticos del PspE revelaron que la catalisis ocurre
por un mecanismo de desplazamiento doble como los descritos para otras rodanasas, de esta
manera corroborando que PspE es una rodanasa. (Adams et al,

2002).” Ref-1

“La tolerancia de los microbios a metales pesados es relevante para poder discernir posibles
mecanismos de detoxificacion, mecanismos respiratorios, mecanismos de resistencia a
antibidticos, ciclos biogeoquimicos, entre otros. El entendimiento de dichos procesos es vital
para el desarrollo de nuevas alternativas para el empleo de la bioremediacion en sitios
contaminados. (Spain A., 2003).” Ref-33



“La cinética de activacion y de deteccion de la proteina verde fluorescente (GFP) de Aquorea
victoria y la proteina bioluminiscente de Vibrio fischeri (lux CDABE) se probaron como

reporteras de la induccion de la respuesta SOS y del shock por calor. (Sagi et al, 2003).” Ref-3!

“PspG es un gen fisicamente no involucrado en el operon psp, pero es co-conservado y co-
regulado con los genes del operon psp. PspG también es una proteina efectora del operon psp,
la cual posee la capacidad de reducir la motilidad celular y es un nuevo miembro de las proteinas
del shock por fagos. Esto se logré haciendo un perfil transcripcional del genoma para

determinar el efecto global de la sintesis de pIV en E. coli (Loyd et al, 2004).” R¢-22

“El desarrollo de bioreporteros bioluminicentes, tecnologia de circuitos capaz de detectar luz
es una alternativa viable y con gran alcance en el desarrollo de tecnologias que puedan
cuantificar informacién acerca del ambiente, ademés para el empleo de esta tecnologia se
necesitan equipos simples que interpreten la informacién luminica producida por estos

organismos. (Nivens et al, 2004)” Re-2°

“La expresion de la phage shock protein A (PspA) en Yersinia enterocolitica es controlada por
medio de promotores multiples. Esta hipotesis se afianzo al construir mutantes nulos para rpoN
y usando andlisis de interposones de expresiones fusionadas al operon. Fue asi como se
identificaron sitios de inicio de la transcripcion RpoNindependientes localizados

inmediatamente antes y después de pspA (Maxson & Darwin, 2006).” Re-24

“Tradicionalmente se mide el riesgo de polucion por el total de contaminante presente en un
lugar determinado. Sin embargo la toxicidad del contaminante esta estrechamente ligada a la
biodisponibilidad del mismo, la cual puede diferir bastante de la cantidad total en el ambiente.
Parametros fisicoquimicos y bioldgicos influyen en el destino que pueda tener un contaminante
determinado, por tal razén el empleo de Biosensores capaces de producir alguna sefial al entrar
en contacto con sustancias determinadas ofrece una interesante alternativa a enfoques de
monitoreo ambiental. (Tecon & van der Meer,

2008)” Ref-36

“La aplicabilidad de bioreporteros en la microbiologia ambiental y en la bioremediacion es

factible, como también los avances en las aplicaciones futuras de esta tecnologia, haciendo



relevante el desarrollo de dicha tecnologia. Esta tecnologia promete ser una alternativa eficiente
y de bajo costo para poder analizar ambientes en micro-escala, también es importante resaltar
que tanto un bioreportero debe ser seguro, confiable y que pueda adoptar tecnologia y rendir

ante nuevos desafios. (Diplock et al, 2009)” Ref-°

“El sistema psp evoluciond como una respuesta basica al ir incorporando genes de funciones
sensoras, de sefializacion y efectoras gradualmente al operon. Ademas posee un rol importante
en la respuesta fisioldgica del organismo a diferentes tipos de estrés ambiental, como es el caso
del pH, temperatura, osmolaridad y también por la presencia de fagos filamentosos. (Huvet et
al, 2010) .” Ref12

“Se desarrollaron dos variantes de dihidratasa de cianuro de Bacillus pumilus C1 con actividad
enzimatica mejorada en pH alto por mutagénesis no dirigida, para su empleo como enzimas
mas apropiadas para la degradacion de cianuro en ambientes adversos de aplicaciones
industriales. Estas variantes enzimaticas lograron soportar un pH de 10 sin perder actividad
catalitica, estas enzimas tuvieron una sustitucion de 3 aminoécidos comparadas con las enzimas
silvestres (WT) (Wang et al, 2011).” Ref-40



Materiales y Métodos

Metodologia

Cultivo de Escherichia coli HB101 K-12

El cultivo de la bacteria E. coli se realizara tanto en caldo como Agar Luria Bertanii, empleando
tubos de ensayo y placas Petri. EI medio de cultivo y los materiales pertinentes se esterilizaran

a 121 grados Centigrados por 15 libras de presion por 15 minutos.

Construccion del plasmido recombinante

1) Aislamiento plasmidico del pGLO (kit de aislamiento plasmidico spin miniprep
- QIAGEN).

Para aislar el plasmido pGLO se centrifugara un cultivo de 16 horas de bacterias transformadas
con el pGLO a 8 000 rpm por 3 minutos, el pellet sera resuspendido en 250 pl de Buffer P1.
Una vez resuspendido el pellet de bacterias se le adicionara 250 pl del Buffer P2 y se invertira
el tubo delicadamente 6 veces, despues se le afiadird 350 ul de buffer N3 y se volveran a invertir
los tubos delicadamente 6 veces, luego se centrifugaran los tubos a 10 000 rpm por 10 minutos.
Luego de centrifugar se llevara el sobrenadante a las columnas de spin QlAprep con ayuda de
una micropipeta, se centrifugara a 13 000 rpm por 1 minuto, se descartara el liquido filtrado y
se le adicionara 500 pl de Buffer PB a la columna, se centrifugara a 13 000 por 1 minuto y se
descartaré el filtrado. Se adicionaran 750 pl de Buffer PE a la columna y se centrifugara a 13
000 rpm por 1 minuto, se descartara el filtrado y se volvera a centrifugar a 13 000 rpm por 1
minuto. La columna sera transferida a un tubo de microcentrifuga esteril y se le adicionara 50
ul de agua grado PCR, se dejara reposar por 1 minuto y se llevara a centrifugacion a 13 000

rpm por 1 minuto.



2) Amplificacion de la secuencia codificante (cDNA) del gen de la proteina

verde fluorescente (GFP). (Kit PlatinumO Taq DNA Polymerase de Invitrogen).

Para la amplificacion por PCR de la secuencia codificante de la proteina verde fluorescente se
disefiaran los siguientes primers: Forward Primer: 5’

TCTCCATACCCGTTTTTTTG 3 y Reverse Primer:
S’CTTGGCTGTTTTGGCGGATG 3’. Para una reaccion de 50 ul Se usaran los siguientes
reactivos: 5 ul de Buffer para PCR 10X (menos Mg), 1 pl de 10mM de la mezcla de dNTP para
una concentracion final de 0.2mM de cada nucledtido, 1.5 pl de 50mM MgCl, para una
concentracion final de 0.2mM, 1 pl de cada primer a una concentracion de 10 UM para una
concentracion final de 0.2 uM cada uno, 1 pl de ADN plantilla (pGLO), 0.2 ul de Platinum Tag

ADN polimerasa para una concentracion final de 1.0 unidad y 39 pl de agua grado PCR. Las

temperaturas y tiempos usados en el PCR seran los siguientes: 1) Etapa de pre-PCR a 940C por
2 minutos. 2) Etapa de PCR — Desnaturalizacion: 940C por 10 segundos, Hibridacion: 550C
por 30 segundos, Extension: 720C por 1 minutos (25 ciclos). 3) Etapa post-PCR: 720C por 10

minutos.

3) Insercién de la secuencia codificante (cDNA) de la GFP en el vector TOPO II.
(TOPO TA cloning- Invitrogen).

Para el clonamiento del gen de la proteina verde fluorescente se usara el Kit de clonamiento
TOPO TA cloning de Invitrogen. Para este paso se usara 4 ul de producto de PCR fresco del
gen de la proteina verde fluorescente, 1 ul de solucién salina (Salt Solution), agua grado PCR
1 uly 1 ul de vector TOPO Il. Se mezclaran los reactivos delicadamente y se dejaran incubar
por 5 minutos a temperatura ambiente. Se pondra la reaccién en hielo y se tomaran 2 pl de la

reaccion para transformar genéticamente a bacterias E. coli competentes.



4) Aislamiento de ADN genomico de Escherichia coli.

El aislamiento de ADN gendmico de E. coli se realizara usando el Kit de aislamiento de ADN
gendmico bacteriano de AxyPrep (AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep
Kit).

Para el aislamiento de ADN gendmico de E. coli se centrifugara un cultivo de bacterias de 16
horas a 12 000g por 30 segundos, se descartara el sobrenadante y se resuspendera el pellet en
150 pl de Buffer S, conteniendo RNasas A. Se adicionara 20 pl de lisozimay se mezclara bien,
se dejara reposar a temperatura ambiente por 5 minutos. Se adicionara 30 ul de EDTA a 0.25
M (pH 8.0), se mezclara bien y se incubard en hielo por 5 minutos. Se adicionard 450 pl de
Buffer G-Ay se llevara al vortex por 15 segundos. Después se calentara en Bafio Maria a 650C
por 10 minutos. Se le adicionara 400 pl de Buffer G-B, seguido de 1 ml de Buffer DV (pre-
enfriado a 40C). Se agitara vigorosamente y se centrifugard a 12 000g por 2 minutos. Se
aspirard empleando una micro-pipeta la fase superior sin disturbar la interfase y se descartara.
Se adicionara 1 ml de Buffer DV (preenfriado a 40C) a la interfase y fase baja, se agitara
vigorosamente hasta obtener homogeneidad y se centrifugara a 12 000g por 2 minutos. Se
descartara la fase alta coloreada y se transferira la fase baja a un filtro de spin, colocado en un
tubo de microcentrifuga de 2 ml y se centrifugara a 12 000g por 1 minuto. Se descartara el filtro
de spin y de adicionara 400 ul de Buffer BV al filtrado y se mezclara bien. La mezcla se
transferira a una columna AxyPrep y se centrifugara a 12 000g por 1 minuto. Se descartar el
filtrado y se le adicionara 500 pul de Buffer W1 a la columna AxyPrep y se centrifugara a 12
000g por 1 minuto. Se descartara el filtrado y se le adicionara 700 pl de Buffer W2 y se
centrifugara a 12 000g por 1 minuto. Se descartard el filtrado y se le adicionara nuevamente
700 ul de Buffer W2 y se centrifugara a 12 000g por 1 minuto. Se descartara el filtrado y se
centrifugara por 1 minuto a 12 000g. Se transferira la columna AxyPrep a un tubo de micro-
centrifuga estéril y adicionara 100 pl de agua grado PCR al centro de la membrana del filtro

AxyPrep, se dejara reposar por 1 minuto y se centrifugara a 12 000g por 1 minuto.

5) Amplificacion del promotor del operon de la proteina del shock por fagos (psp).

(Kit PlatinumO Taq DNA Polymerase de Invitrogen).



Para la amplificacion por PCR del promotor del operdn phage shock protein (psp) se disefiaran
los siguientes primers con los respectivos sitios de corte para las enzimas de

restriccion Pcil y Spel: Forward Primer: 5° TTCCACATGTGTAAATTATCTTTGTATT 3’y
Reverse Primer: 5’

CCGGACTAGTCCTGCTGAACTGTTAATAC 3°. Para una reaccion de 50 pl se usardn los
siguientes reactivos: 5 pl de Buffer para PCR 10X (menos Mg), 1 pl de 10mM de la mezcla de
dNTP para una concentracion final de 0.2mM de cada nucle6tido, 1.5 pl de 50mM MgCl; para
una concentracion final de 0.2mM, 1 ul de cada primer a una concentraciéon de 10 UM para una
concentracion final de 0.2 UM cada uno, 1 pl de ADN plantilla (pGLO), 0.2 ul de Platinum Taq
ADN polimerasa para una concentracion final de 1.0 unidad y 39 ul de agua grado PCR. Las
temperaturas y tiempos a usar en el PCR seran los siguientes: 1) Etapa de pre-PCR a 940C por

2 minutos. 2) Etapa de PCR — Desnaturalizacion: 940C por 10 segundos, Hibridacion: 490C
por 30 segundos, Extension: 720C por 20 segundos (30 ciclos). 3) Etapa post-PCR: 720C por

10 minutos.

6) Doble digestion del vector TOPO 1l y del producto de PCR del promotor (psp)

con las enzimas de restriccion Pcil y Spel.

Se preparara un volumen total de 20 pl, de los cuales 3 pl seran del ADN plantilla (plasmido
TOPO |1 conteniendo la secuencia codificante de la proteina verde fluorescente — promotor psp
amplificado por PCR) que se va a cortar, 13 pl de agua grado PCR, 2 ul de Buffer 10X y 1 pl

de cada enzima de restriccion.

7) Ligacion del promotor (psp) con el vector TOPO conteniendo la secuencia
codificante del gen del proteina verde fluorescente (GFP), usando el Kit de T4 ligasas de
Invitrogen. Para la ligacién del plasmido TOPO Il conteniendo la secuencia codificante del gen
de la proteina verde fluorescente y el promotor psp amplificado por PCR se realizara una
reaccion de ligacion de 20 pl. 4 pl de Buffer de Reaccion de Ligasas 5X, un Ratio Molar de
Inserto — Vector de 3:1, 1 unidad de T4 ligasas (0.2 pl) y 11.8 ul de agua grado PCR se

mezclaran y se dejaran incubando a temperatura ambiente por 1 hora.

Luego se usaran 2 ul para transformar E. coli competentes.



Transformacion de Escherichai coli con el plasmido recombinante

1) Obtencion de células competentes de Escherichia coli

Se centrifugara un cultivo fresco de bacterias (10ml) a 5 600 rpm por 10 minutos, se descartara
el sobrenadante y se resuspendera el pellet en 5 ml de Cloruro de Calcio al 0.1M estéril, a
continuacion se procedera a centrifugar nuevamente el tubo a 1 000 rpm por 15 minutos. Se
resuspendera el pellet con 1 ml de Cloruro de Calcio al 0.1 M y se almacenarén las células

competentes a -20 grados Centigrados.
2) Transformacion genética de Escherichia coli

Se tomara 30 pl de células competentes, 250 pl de Cloruro de Calcio estéril al 0.1M y 2ul de
plasmido y se mezclaran en un tubo de micro-centrifuga de 1.5 ml, se dejara reposando en hielo
por 10 minutos. Se realizara el shock térmico pasando el tubo de micro-centrifuga al bafio maria
previamente calentado a 45 grados Centigrados por 50 segundos. Finalmente se afiadiran 250

pl de caldo Luria y se dejara incubando a 37 grados centigrados por 1 hora.
3) Sembrado de bacterias trasformadas

Se tomara 100 pl de bacterias transformadas con ayuda de una micro-pipeta y se depositara en

una placa de Agar LB mas Ampicilina, se esparciran las bacterias en la placa con una asa de
Drigalski. Una vez esparcidas las bacterias en el Agar se llevaran a incubar a la estufa a 370C

por 24 horas.

4) Elaboracién de una biblioteca genética de cepas transformadas

Se tomaran 40 colonias y se repicaran en placas con Agar LB con las respectivas divisiones.
5) Confirmacion por PCR de la presencia del operon sintético (psp::gfp)

Se realizara PCR a plasmidos extraidos del0 de las 40 colonias seleccionadas utilizando el
Forward primer (ttccacatgtGTAAATTATCTTTGTATT) y reverse Primer
CCGGACTAGTCCTGCTGAACTGTTAATAC para el promotor del operon phage shock
protein. Para una reaccion de 50 pl Se usaran los siguientes reactivos: 5 pul de Buffer para PCR



10X (menos Mg), 1 pl de 10mM de la mezcla de dNTP para una concentracion final de 0.2mM
de cada nucledtido, 1.5 pl de 50mM MgCl. para una concentracion final de 0.2mM, 1 pl de
cada primer a una concentracion de 10 UM para una concentracion final de 0.2 uM cada uno, 1
pl de ADN plantilla (plasmido psp:gfp), 0.2 pul de Platinum Tag ADN polimerasa para una
concentracion final de 1.0 unidad y 39 pl de agua grado PCR se usaran las siguientes

especificaciones para la PCR: 1) Etapa de pre-PCR a 940C por 2 minutos. 2) Etapa de PCR —
Desnaturalizacion: 940C por 10 segundos, Hibridacion: 490C por 30 segundos, Extension:

720C por 1.5 minutos (30 ciclos). 3) Etapa post-PCR: 720C por 10 minutos.

Observacion preliminar de la actividad del circuito sintético

1) Se sembraran en una placa con ampicilina una cepa de E. coli HB101K-12 (control), tres
cepas con el plasmido pGLO, una cepa con el plasmido TOPO sin el promotor psp, dos cepas

con el plasmido sintetico y una cepa con el plasmido sobre expresor de la GFP.

Se incubaran en la estufa a 370C por 24 horas.

Se visualizara la placa con en el transiluminador a 290 nm de longitud de onda.



Resultados:

i.- Construccion del plasmido recombinante
1) Aislamiento plasmidico del pGLO (kit de aislamiento plasmidico spin miniprep - QIAGEN).

Se logro extraer el plasmido pGLO usando el kit de aislamiento plasmidico spin miniprep de
QIAGEN. Se verifico la presencia del plasmido extraido por medio de una electroforesis
horizontal a 100 voltios por 30 minutos, usando un gel de Agarosa al 1%.

Por ultimo se tifio el gel usando bromuro de etidio.
El peso del plasmido obtenido es aproximado al peso tedrico del pGLO (Imagen 1).

2) Amplificacion de la secuencia codificante (cDNA) del gen de la proteina verde

fluorescente (GFP). (Kit PlatinumO Tag DNA Polymerase de Invitrogen).

Se amplifico el gen de la proteina verde fluorescente del pGLO usando los siguientes primers:
Forward Primer: 5> TCTCCATACCCGTTTTTTTG 3> 'y Reverse Primer:
5’CTTGGCTGTTTTGGCGGATG 3°. El producto de la amplificacion de corrid6 en una
electroforesis horizontal por 30 minutos a 100 voltios usando un gel de agarosa al 1%, por
altimo se tifio con bromuro de etidio por 10 minuto. El peso obtenido en la corrida

electroforética corresponde con el peso tedrico (858 pb) (Imagen 2). El programa usado para el

PCR fue el siguiente: 1) Etapa de pre-PCR a 940C por 2 minutos. 2) Etapa de PCR —
Desnaturalizacion: 940C por 10 segundos, Hibridacion: 550C por 30 segundos, Extension:

720C por 1 minutos (30 ciclos). 3) Etapa post-PCR: 720C por 10 minutos.
3) Insercidn de la secuencia codificante (cDNA) de la GFP en el vector TOPO |II.

(TOPO TA cloning— Invitrogen).

Una vez clonado el gen de la proteina verde fluorescente (GFP) en el vector TOPOII se
incorporo el plasmido recombinante (TOPOII+GFP) a células de E. coli competentes, mediante

una transformacion por shock térmico.



Seguidamente a la transformacion las bacterias fueron sembradas en placas LB suplementadas

con Ampicilina, X-gal e IPTG, para poder realizar el debido “screening”.

En la placa (Imagen 3) podemos apreciar tres clases de colonias: Verdes, Azules y blancas. Las
colonias verdes son bacterias que obtuvieron el plasmido recombinante TOPOII+GFP pero por
anomalias genéticas aun bajo estudio, estas bacterias expresan la proteina verde fluorescente
sin ningudn tipo de inductor. Las colonias azules son bacterias que han incorporado el plasmido
TOPOII mas no el plasmido recombinante TOPOII+GFP, son de color azul debido a que estas
bacterias estan expresando la Bgalactosidasa que hidroliza al X-gal y por consiguiente dota a la
colonia un color azul. Las colonias blancas son aquellas bacterias que han incorporado el gen
de la proteina verde fluorescente, por consiguiente el gen de la B-galactosidasa es truncado,

interrumpiendo la hidrolisis del X-gal.

Se separaron 10 colonias blancas para estudios posteriores, a estas cepas se les denomino A, B,
C,D,E, F, G, H, I, J. Se comprob6 por medio de PCR que las cepas B e | poseian el gen de la

proteina verde fluorescente. (Se tomaron las cepas B e | aleatoriamente) (Imagen 4).

El plasmido sobre expresor de proteina verde fluorescente también fue aislado siguiendo el
protocolo de extraccion de plasmido del pGLO, para futuras investigaciones y aplicaciones en

el Laboratorio de Microbiologia (Imagen 5).
4) Aislamiento de ADN gendmico de Escherichia coli.

El aislamiento de ADN gendmico de E. coli se realiz6 usando el Kit de aislamiento de ADN
gendémico bacteriano de AxyPrep (AxyPrep Bacterial Genomic DNA Miniprep Kit). Se
confirmé la extraccién corriendo la muestra en un gel de agarosa al 1% por 30 minutos a 100

voltios. El peso estimado del genoma completo de E. coli es de 4641652 pares de bases.

5) Amplificacién del promotor del operén de la proteina del shock por fagos (psp). (Kit

PlatinumO Tag DNA Polymerase de Invitrogen).

Se amplifico el promotor psp usando como base el ADN gendmico aislado en el paso

anterior. Se usaron los siguientes primers: Forward Primer: 5’

TTCCACATGTGTAAATTATCTTTGTATT 3’ y Reverse Primer: 5°



CCGGACTAGTCCTGCTGAACTGTTAATAC 3’. Luego de la amplificacion el producto se
corrid por 30 minutos a 100 voltios en un gel de agarosa al 2%. El peso del producto de PCR

correspondio al peso tedrico (176bp). (Imagen 7)

El programa usado para el PCR fue el siguiente: 1) Etapa de pre-PCR a 940C por 2 minutos.
2) Etapa de PCR — Desnaturalizacion: 940C por 10 segundos, Hibridacion: 490C por 30
segundos, Extension: 720C por 20 segundos (35 ciclos). 3) Etapa post-PCR: 720C por 10

minutos.

6) Doble digestion del vector TOPO 11 y del producto de PCR del promotor (psp) con las

enzimas de restriccion Pcil y Spel.

Para la digestion del vector TOPOII+GFP se prepar6 un volumen total de 20 pl, de los cuales
8 ul fueron del ADN plantilla que se va a cortar (plasmido TOPO Il conteniendo la secuencia
codificante de la proteina verde fluorescente), 13 ul de agua grado PCR, 2 ul de Buffer 10X y
1 pl de cada enzima de restriccion (Pcil y Spel). Para la digestion del producto amplificado del
promotor psp se usé: 10 pl de la mezcla de PCR, 18 pl de agua grado PCR, 2 ul de Buffer 10X
y 1 ul de cada enzima de restriccion (Pcil y Spel). En la Imagen 8 se puede apreciar la doble
digestion del vector TOPOII+GFP con un peso aproximado de 4406 bp. En la imagen 9
podemos apreciar la doble digestion del producto amplificado del promotor psp con un peso

aproximado de 156 bp.

En la Imagen 10 podemos confirmar que la doble digestion del vector TOPOII+GFP se ha
llevado con éxito. En la fila nmero 1 se encuentra el vector TOPOII+GFP aislado de la cepa
B, su peso estimado es de 4831 bp, pero su peso en el gel se muestra cercano a los 4 kb por
encontrarse en su forma super enrollada. En la fila 2 se encuentra al mismo vector pero
habiéndole realizado la doble digestidon, peso aproximado 4406 bp. En la fila 3 podemos
apreciar al mismo vector linearizado por la enzima Pcil con un peso aproximado de 4831 bp,
como podemos visualizar el vector de la fila 2 se encuentra en una posicion de menor peso por
haber perdido una secuencia de alrededor de 420 bp. Con este experimento corroboramos que

la doble digestion se llevd con éxito.



El mismo experimento se realiz6 con el vector sobre-expresor de proteina verde fluorescente

(Imagen 11). Este vector también fue doblemente digerido con éxito.

7) Ligacion del promotor (psp) con el vector TOPOII + GFP, usando el Kit de T4 ligasas de

Invitrogen.

Para la ligacion del vector TOPOII + GFP y el promotor psp amplificado por PCR, se realizd
una reaccion de ligacion de 20 pl. 4 ul de Buffer de Reaccion de Ligasas 5X, un Ratio Molar
de Inserto — Vector de 3:1, 1 unidad de T4 ligasas (0.2 pl) y 11.8 ul de agua grado PCR se
mezcl6 y se dejo incubando a temperatura ambiente por 1 hora. Luego se usaron 2 pl para

transformar E. coli competentes.
ii.- Transformacion de Escherichai coli con el plasmido recombinante
1) Obtencion de células competentes de Escherichia coli

Se centrifugo un cultivo fresco de bacterias (10ml) a 8000 rpm por 3 minutos, se descarto el
sobrenadante y se resuspendié el pellet en 1 ml de Cloruro de Calcio al 0.1M estéril, a
continuacion se procedid a centrifugar nuevamente el tubo a 8 000 rpm por 3 minutos. Se
resuspendio el pellet con 100 ul de Cloruro de Calcio al 0.1 M y se almacenaron las células

competentes a -20 grados Centigrados hasta su uso.
2) Transformacién genética de Escherichia coli

Se tom0 100 pl de células competentes, 250 ul de Cloruro de Calcio estéril al 0.1M y 2ul de
plasmido y se mezclaron en un tubo de micro-centrifuga de 1.5 ml, se dejo reposando en hielo
por 10 minutos. Se realizo el shock térmico pasando el tubo de micro-centrifuga al bafio maria
previamente calentado a 42 grados Centigrados por 50 segundos. Finalmente se afiadieron 250

ul de caldo Luria y se dejé incubando a 37 grados centigrados por 1 hora.



3) Sembrado de bacterias trasformadas

Se tomd 100 pl de bacterias transformadas con ayuda de una micro-pipeta y se depositaron en
una placa de Agar LB suplementada con Ampicilina, se esparcieron las bacterias en la placa

con ayuda de una asa de Drigalski. Una vez esparcidas las bacterias en el Agar se llevaron a

incubar a la estufa a 370C por 24 horas. Este experimento se realizo por duplicado.

En las fotos (Imagen 12 y 13) podemos apreciar el crecimiento de 19 colonias en placas con
agar LB suplementado con Ampicilina.

4) Elaboracion de una biblioteca genética de cepas transformadas

Se tomaron las 19 colonias obtenidas y se repicaron en placas con Agar LB + Ampicilina con

las respectivas divisiones.

En la fotografia (Imagen 14) podemos apreciar la biblioteca genética de las 19 colonias

obtenidas luego de la transformacion genética.
5) Confirmacion por PCR de la presencia del operon sintético (pspp::gfp)

Para confirmar la construccion del operon sintético se amplifico el promotor psp de las cepas

obtenidas de la ligacion. Se siguid el protocolo establecido para la amplificacion del promotor
PSp.

En la Imagen 15 podemos apreciar el producto amplificado del promotor psp de plasmidos
aislados después de la ligacion. Los PCR se llevaron a cabo por duplicado, en las filas 1 y 2 se
observa la amplificacion del promotor psp del plasmido aislado de la cepa 9, en las filas 3 y 4
se observa la amplificacion del promotor psp del plasmido aislado de la cepa 10, en la fila 5 se

observa el plasmido de la cepa 9 y en la fila 10 se observa el plasmido de la cepa 10.

Con este experimento podemos concluir que tanto el plasmido de la cepa 9 y el plasmido de la
cepa 10 contienen el promotor psp y que los plasmidos de dichas cepas fueron extraidos con

éxito.



iii.- Observacion preliminar de la actividad del circuito genético sintético

La visualizacion al transiluminador de la placa con las cepas muestra como no hubo
crecimiento alguno del control (cepa HB101K-12) ya que esta cepa no cuenta con un plasmido
y por lo tanto no tiene el gen de la B-lactamasa el cual degrada el antibidtico en el medio. Se
pueden observar también las tres cepas de E. coli conteniendo el pGLO, estas cepas no producen
GFP ya que no existe presencia de arabinosa en el medio, es la arabinosa la que induce la
expresion de la GFP en el pGLO. Por el contrario, las dos cepas que contienen el plasmido con
el operon sintético conformado por el promotor psp y el gen de la proteina verde fluorescente
muestran un alto nivel de expresion de GFP. La cepa con el plasmido sobre-expresor de GFP

también muestra los mismos niveles.



Discusioén

La construccion del circuito sintético conformado por el promotor del shock por fagos (psp) y
la proteina verde fluorescente (GFP) se llevd con éxito. Los experimentos fueron llevados a

cabo como explicado en la seccién de materiales y metodos.

La amplificacion del promotor psp de Escherichia coli tuvo el peso esperado segun las
aproximaciones tedricas de 156 bp, la electroforesis se puede apreciar en laimagen 9 en anexos.
La secuencia definida corresponde a la regién promotora del gen pspA, descrita por Weiner et
al, en 2014. Los parametros de la amplificacion del promotor por PCR se tuvieron que optimizar
bajando la temperatura de fusion de 52°C a 49°C, de esta manera mejorando la probabilidad de
que las secuencias de los primers puedan flanquear las secuencias deseadas. A menudo se puede
apreciar como es el caso, que cuando se emplean primers con secuencias de corte para enzimas
de restriccion, estas hacen que los primers tengan cierto porcentaje de rechazo a la hebra de la
cual se quiere realizar amplificaciones. Esto es debido a que los nucleétidos de las secuencias
de corte pueden no ser complementarias a las secuencias de nucleétidos encontrados en la hebra
de ADN.

La clonacion de la secuencia codificante de ADN (cCADN) de la proteina verde fluorescente
(GFP) también se llevo con éxito. El fragmento amplificado corresponde al cDNA de la GFP
(720bp) mas, aproximadamente 138bp del plasmido pGLO. Se disefiaron los primers de esta
manera para garantizar que el gen de la proteina verde fluorescente se encuentre intacto en el
nuevo plasmido a construir, debido a que algunas veces por anomalias de la clonacion o
digestion se pueden perder ciertos segmentos o la clonacion puede ser ineficiente. Se usé la
estrategia de clonamiento por medio del empleo de ADN isomerasas en el kit “TOPO TA
cloning” de Invitrogen, el cual no necesita de cortes con enzimas de restriccion, esto facilito en
gran medida la adicién de la secuencia de la proteina verde fluorescente. Se prefirid usar este
kit para clonar la GFP debido a que segmentos grandes de ADN tienen menos eficiencia en ser
clonados usando las técnicas de clonamiento clasico, es decir por el empleo de enzimas de
restriccion. También se asegur0 de tener un tiempo de extension mas largo a la hora del PCR

debido a que este clonamiento toma ventaja de la caracteristica de la “Taq” polimerasa de dejar



residuos de adenina después del término de la secuencia, como lo especificado por Magnuson
et al, en 1996. Estos residuos de adenina son complementarios a los residuos de timina que
posee el vector linearizado y por tal motivo las ADN isomerasas pueden anclar el fragmento al
vector TOPO.

En el caso de la doble digestion del promotor psp y del vector que contenia la GFP se produjeron
algunos inconvenientes. Todo material genético que ha sido expuesto a endonucleasas tiene que
ser posteriormente purificado y aislado, para que estas enzimas no interfieran en los futuros
pasos de ligacion. Esto supone mayor dificultad para garantizar una alta concentracién de los
productos deseados. Lamentablemente debido a la falta de un cuantificador de ADN, el proceso
de corte se dificulto, ya que el proceso necesita de una cantidad ideal de ADN para que las
enzimas de restriccion puedan funcionar eficientemente, estas cantidades tuvieron que ser
estimadas por ensayo y error lo que aumento el costo y prolongo el tiempo experimental, las
iméagenes 8, 9 y 10 se pueden apreciar los fragmentos digeridos del promotor psp y del vector
con la secuencia de la GFP. La purificacion de estas secuencias una vez digeridas fue por el
método clasico de fenol, cloroformo y alcohol isoamilico, este proceso es altamente efectivo
para reducir los contaminantes pero tiene una taza pequefia de recuperacion de material genético

y alin mas si en el proceso anterior se usaron pequerfias cantidades de DNA.

En el proceso de ligamiento la ADN ligasa reconoce sitios entre los nucle6tidos de una hebra
que no se encuentren unidos por medio de enlaces fosfodiester y realiza la unién respectiva para
que se constituya la hebra. Una vez mas, la dificultad por estimar la concentracion exacta de
ADN en las muestras de promotor y vector digeridos, hizo dificil el proceso de ligacion, ya que
la concentracion de ADN de la muestra del vector debe superar en un ratio de 3 a 1 la
concentracion de la muestra del fragmento a ligar. Para corroborar que el proceso de ligacion
fue llevado con éxito se transformo células de E. coli HB101 K-12 competentes con la reaccion
de ligacion. Estas bacterias fueron sembradas, aisladas y cultivadas para poder extraer y analizar
la presencia del operon sintetico (imagenes 13 y 14). En la imagen 15 podemos apreciar bandas
que corresponden al peso del promotor psp amplificadas del plasmido extraido, lo cual
garantizaria la incorporacién del promotor psp al plasmido recombinante. Cabe mencionar, que
la adicion de este fragmento no significa que el operon sintético este construido correctamente,

seria necesario secuenciar este plasmido para poder garantizar que ninguna mutacion haya



ocurrido durante todo el proceso de clonamiento. Las mutaciones durante la amplificacion del
ADN son probables especialmente cuando no se usan ADN polimerasas de alta fidelidad como
lo corroboro Mclnerney et al, en 2014 comparando la fidelidad de distintas ADN polimerasas.
Los mapas y secuencias del vector TOPO y del plasmido construido se pueden apreciar en las
imagenes 18 y 19.

Las cepas de bacterias obtenidas luego del clonamiento parecen no poseer ningun control sobre
la expresion de la proteina verde fluorescente, ya que estas producen la proteina en condiciones
normales (imagen 14 y 16), hipétesis preliminares indicarian que las bacterias en estas placas
puedan estar sufriendo de algun tipo de stress, por la presencia de algin componente en el
medio como la ampicilina. Miller et al, en 2004 sustenta que la presencia de antibidticos a base
del anillo Beta lactamico induce estrés en E. coli y activa la maquinaria genética de respuesta a
dafos de ADN “SOS”. Esta activacion podria estar relacionada con la activacion del operon
psp y de esta manera en la bacteria el circuito sintético se activaria para la expresion de la GFP.
No es de sorprender que existan relaciones aun desconocidas entre distintos circuitos genéticos,

ya que la complejidad que poseen las rutas de regulacion genética hace dificil su estudio.

Mas investigacion es necesaria para poder discernir la actividad y la regulacion del circuito
sintético. De ser posible, este circuito no solo serviria como una novedosa aplicacion dentro de
la biotecnologia ambiental para poder estimar concentraciones de agentes contaminantes que
generen stress oxidativo, sino también como una técnica por la cual se pueda caracterizar la
actividad génica microbiana, pudiendo de esta manera ver que genes estan siendo activados por
diferentes estimulos o condiciones como lo investigado por Chalfie et al, en 1997, donde
sustenta las posibles aplicaciones de la proteina verde fluorescente como marcador de la
actividad génica y como marcador de la localizacion de proteinas tanto en organismos

procariotas como eucariotas.



Conclusion

El promotor del shock por fagos de E. coli y la secuencia codificante del gen de la proteina
verde fluorescente se aislaron exitosamente mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), los fragmentos tuvieron los pesos esperados segun la bibliografia. Estas secuencias
pudieron ser clonadas con éxito mediante el empleo de enzimas de restriccion y topoisomerasas.
La construccion del circuito genético se comprobd por medio de (PCR). La expresion de la
proteina verde fluorescente sin ningun tipo de inductor indica que posiblemente el promotor
psp esté siendo activado por medio de interacciones con otras rutas de regulacion génica. La
activacion del circuito de respuesta al estrés por antibi6ticos beta lactamicos (SOS) puede estar
causando la activacion del operon psp, por lo tanto también activando el nuevo circuito genético

y provocando la expresion de la proteina verde fluorescente.



Recomendaciones

Sin duda, el poder haber realizado con éxito la construccion de dicho circuito involucra que la
Universidad Ricardo Palma cuenta con la tecnologia necesaria para poder desarrollar una linea
de investigacion en dicha area de la biologia molecular. Lamentablemente al momento de
realizar dicho proyecto existieron muchas limitaciones tanto econdémicas como de
equipamiento. Para futuros proyectos en biologia molecular o genética molecular recomiendo
la implementacion de equipos de cuantificacion de ADN, ya que son vitales para poder realizar
los experimentos de una manera mas eficiente, reduciendo el tiempo y el costo. Es importante
resaltar que los equipos siempre se mantengan en Optimas condiciones, realizandoles
mantenimiento y calibraciones como en el caso de los termocicladores, centrifugas,

espectrofotometros, etc.

La construccion o implementacion de un espacio equipado que solo sea usado por personas
que estan investigando es muy importante, esto permitira que los proyectos se realicen de una
manera mas eficiente, ya que no se comprometeria la continuidad del proyecto con actividades

educativas que se estén realizando.
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Imagen 1. pGLO digerido con la enzima EcoRI
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Imagen 2. Amplificacion del gen de la GFP



Imagen 3. Colonias luego del clonamiento de la GFP en el vector TOPO
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Imagen 4. Amplificacion del gen de la GFP de las cepas | y B
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Imagen 5. Plasmido sobre-expresor de GFP

1)AND genomico de E. coli HB-101 K-12
L)Ladder 100 bp Invitrogen

Imagen 6. ADN gendmico extraido de E. coli HB101K-12



200bp promotor
psp
(156bp)
100bp

M.- Marcador de 100 bp. 1.- Amplificacién del promotor
psp de ADN gendmico de E. coli.

Imagen 7. Amplificacién del promotor psp de E. coli HB101K-12
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M.- Marcador 1kb de ADN. 1.- Digestion del
plasmido TOPO+GFP con las enzimas Spel y Pcil.

Imagen 8. Digestion del vector TOPO+GFP con las enzimas Spel y Pcil



200bp
100bp

M.- Marcador 100bp de ADN. 1.- PCR del promotor psp
digerido por fas enzimas Spel y Pcil.

Imagen 9. Promotor psp digerido con las enzimas Spel y Pcil

1- Plasmido extraido de la cepa 8 (TOPON+GFP). 2.-
TOPOI+GFP digerido con las enzimas Pcil y Spel. 3.
TOPOIGFP inearizado con la enzima Pcil, L- Ladder

de ADN 1kb.

Imagen 10. Vector TOPO+GFP corrido sin digerir (1), después de una doble digestion con las
enzimas Spel y Pcil (2) y después de una digestion simple con Pcil (3).



L.- Ladder de ADN 1kb. 1.- Pldsmido
sobreexpresor de GFP linearizado con la
enzima Spel. 2.- Pldsmido sobreexpresor

digerido con las enzimas Pcil y Spel. 3.-
Pldsmido aislado de la cepa

sobreexpresora de GFP.

Imagen 11. Plasmido sobre-expresor de GFP corrido sin digerir (3), después de una doble

digestion con las enzimas Spel y Pcil (2) y después de una digestion simple con Pcil (1).

Imagen 12. Colonias obtenidas luego de la transformacion genética con el vector TOPO ligado

psp+gfp



Imagen 13. Colonias obtenidas luego de la transformacion genética con el vector TOPO ligado
psp+gfp

Imagen 14. Biblioteca genética
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L.- Ladder de ADN 100 bp. 1, 2, 3, 4.- Amplificaciones
del promotor psp a partir de pldsmidos aislados
después de la ligacién, 5, 6.- Pladsmidos aislados
después de |a ligacién,

Imagen 15. Comprobacién por PCR de la presencia del promotor en el plasmido

Imagen 16. Observacion preliminar de la actividad del circuito genético sintético
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1

Transformacién genetica en E.
coli con el plasmido psp:gfp

Confirmacién de la extraccién
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Extraccion de
plasmidos

I_ Confirmacion del nuevo
operon psp:gfp por PCR

Imagen 17. Flujograma de la estrategia experimental, cajas azules: experimentos y cajas rojas:

experimentos confirmativos.
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Imagen 18. Secuencia y mapa del vector TOPO I de invitrogen. Naranja oscuro:
Promotor Lac, Azul: B-galactosidasa, Verde: Ori, Amarillo: Gen de resistencia a

Kanamicina, Naranja claro: Gen de resistencia a Ampicilina y Rosado: F1 Ori (Ori de gran
numero de copias).
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Imagen 19. Secuencia y mapa del vector TOPOII de Invitrogen y el operon sintético psp:gfp.
Naranja oscuro: Gen de resistencia a Ampicilina, Azul: B-galactosidasa, Verde:
Proteina verde fluorescente (GFP), Amarillo: Gen de resistencia a Kanamicina, Rosado:

F1 Ori (Ori de gran numero de copias), Rojo: Promotor Lac y Turqueza: Ori.



