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La vida es aquello que te pasa mientras estas ocupado haciendo

otros planes.

John Lennon

“Life is what happens to you while you're busy making other plans”

A mis /Mc{/‘&? y mis hermanas por estar conm(po

mientras la wida pasa,
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Resumen

Desde el descubrimiento de la estructura molecular del DNA han pasado méas de 50 afios y los
avances son cada vez mayores. Hoy en dia las ciencias biolégicas y la ingenieria parecen estar

dispuestas a cruzar las fronteras disciplinarias hacia un objetivo en comun [1].

La biologia sintética ha surgido de la biologia como una disciplina basada en la
cuantificacién [1] y se entiende como el disefio de sistemas bioldgicos utilizando principios de
ingenieria [2]; otros autores definen a la biologia sintética como la bioingenieria de formas de vida
gue no existen en la naturaleza [3]. La tecnologia que impulsa la biologia sintética no es nueva ni lo
es el concepto del disefio de nuevas moléculas biologicas. Lo que es nuevo es el énfasis en el

comportamiento del sistema [1].

La biologia sintética emplea gran parte de las mismas técnicas y equipos de las ciencias
biologicas pero en lugar de investigar y realizar nuevos descubrimientos, un biélogo sintético busca
mejorar los planos genéticos de organismos existentes, para disefiar y crear nuevos dispositivos y
sistemas biologicos.

Los microorganismos, en particular, son pequefios, facilmente de controlar y gran parte de
su maquinaria es conocida. A media que el costo de la secuenciacion y la sintesis de DNA siguen

bajando, las ideas ambiciosas de la biologia sintética son cada vez mas alcanzables [4].

Para disefiar estos nuevos sistemas, los biblogos sintéticos recurren a los sistemas
naturales para encontrar las unidades funcionales de DNA o sintetizar unidades que no existen
naturalmente. Estas unidades funcionales son probadas y caracterizadas y pueden convertirse en

componentes en un dispositivo 0 en un sistema bioldgico [4].

La biologia sintética parece ser una manera eficiente de resolver muchos problemas, ya que,
el objetivo es simplificar y estandarizar el proceso de creacion. Al simplificar y estandarizar la
biologia, se puede pasar a utilizar los componentes sin tener que gastar tiempo investigando cada
componente individual, [4] una herramienta para simplificar es la modelacién del sistema la cual nos

ayuda a predecir y cuantificar.



En ésta tesis se intenta entender algunas de las adaptaciones que presentan los organismos
a bajas temperaturas desde el andlisis del sistema y no sélo el de la molécula, es decir desde un
enfoque de la biologia sintética. En esta tesis se elabor6 un modelo matemético, el cual fue
construido a lo largo de los experimentos, este modelo permitio la realizacion de cada siguiente

fase de forma mas sencilla.

En este trabajo se introdujo el gen que codifica una proteina anticongelante (AFP, atifreeze
protein) del tipo Il de un pez en una cepa de Escherichia coli, la cual de manera natural no contiene
proteinas anticongelantes. Diferentes AFPs parecen tener un punto de desnaturalizacion a
temperaturas no muy altas y su estabilidad esta cerca de los 0°C [5], por esta razon para evitar la
desnaturalizacion de dicha proteina se decidié expresarla en condiciones frias, utilizando

especificamente las ventajas del promotor de una proteina cold shock A, cspA.

Sin embargo, a pesar de que se contaba con el gen de la AFP de manera estandarizada
para la biologia sintética, debido a que se utilizé un vector comercial que contiene la secuencia del
promotor cspA de E. Coli, se tuvo que redisefiar los extremos del gen para poderlos empatar con

los del vector sin afectar su marco de lectura.

Al someter la bacteria a condiciones de congelamiento se espera que la proteina
anticongelante le dé una ventaja que se vea reflejada en la sobrevivencia, los resultados obtenidos
en una serie de experimentos fueron de cierta forma inesperados, sin embargo se concluy6 que
efectivamente tuvo un cambio en su crecimiento después de haber sido sometida a condiciones de

congelamiento y posteriormente regresada a su temperatura optima, 37°C.

Palabras clave:

Proteina anticongelante, promotor cspA, choque frio, congelacién, crecimiento bacteriano.



Abreviaturas

AFP:
CIPs:
Csps:
DB:
DNA:
DO:
EDTA:
E. coli:
Gln:
INA:
IPTG:
MRNA:
rRNA:
No-CIPs:

(P)PPGpp:

pb:
PCR:
RNA:
TH:
UTR:

Antifreeze protein o proteina anticongelante
Proteinas inducidas por frio

Cold shock proteins o proteinas de choque frio
Down box

Acido desoxirribonucleico

Densidad 6ptica

Acido etilendiaminotetraacético

Escherichia coli

Glutamina

Agentes de nucleacion de hielo
Isopropil-B-D-1-tiogalactopirandsido

Acido ribonucleico mensajero

Acido ribonucleico ribosomal

Proteinas no inducidas por frio

Guanosina pentafosfato

Pares de bases

Polymerase chain reaction o reaccion en cadena de la polimerasa

Acido ribonucleico
Histéresis térmica

Untranslated regién o regién no traducida

-10 -



[. Introduccién

Todos los organismos han desarrollado diversas estrategias para responder al estrés ambiental
generado por la radiaciéon ultravioleta, cambios en el pH, salinidad, disponibilidad de oxigeno,

disponibilidad de diferentes nutrientes, cambios en la presién o en la temperatura [6-8].

La temperatura es uno de los factores ambientales mas importantes para la vida, ya que
influye directamente en las propiedades tanto estructurales como funcionales de los componentes

celulares [9] y una de las perturbaciones mas comunes precisamente es el cambio de temperatura

[7].

Cuando los cambios en el ambiente estan fuera de los rangos fisiol6gicamente favorables
del organismo, han sido observadas respuestas especificas en los organismos que le permiten
sobrevivir a diferentes condiciones y minimizar el efecto en los cambios celulares [6]. Diversas
investigaciones estan siendo desarrolladas a lo largo del mundo para dilucidar la bioquimica y la
base genética de la tolerancia al frio de los organismos [10].

1.1. Respuesta a un choque frio.

Un claro ejemplo en investigacion sobre condiciones frias es andlisis de la respuesta de los
organismos a un choque frio. Diversos autores lo definieron como el cambio de temperatura de
310°K (37°C) a 288°K (15°C) en pocos minutos [6], bacterias, arqueas y eucariontes muestran una

respuesta a esta variacion [11, 7].

Algunas de las consecuencias ante un choque frio son: incremento en la compactaciéon y
torcimiento del DNA [12], disminucién en la fluidez de la membrana [13], bloqueo parcial de la
traduccion [6], disminucién de la concentracion en (p)ppGpp y aumento en la concentracion de

azucares como la trehalosa [12].

En bacterias, el estrés que sufren debido a un choque frio conlleva a una disminucién en la
fluidez de la membrana y un bloqueo de la traduccién [8]. Cuando la temperatura baja, la
membrana celular pasa a una fase de transicion de estado fluido a uno no fluido, esta fase de

transicion depende de la composicion de los acidos grasos [13].

-11 -



La fluidez de la membrana puede ser preservada a bajas temperaturas introduciendo acidos
grasos con bajo punto de fusion. En la naturaleza muchos organismos han desarrollado
mecanismos para cambiar la composicion de &cidos grasos de sus membranas en respuesta a un
choque frio [13, 8].

1.1.1. Proteinas inducidas por frio, CIPs.

Existe un bloqueo en la traduccién, sin embargo no ocurre en todos los transcritos [6]. Cuando un
cultivo en fase exponencial de E. coli es transferido de 37°C a una temperatura por debajo de 20°C
[14-17], el crecimiento celular se detiene por un periodo de aclimatacion que puede ser de una hora
a mas, dependiendo de la temperatura a la que sea llevada. Una drastica reprogramacion de la
expresion de los genes toma lugar durante la fase de aclimatacién [12], por lo que la sintesis de un
grupo de proteinas (proteinas inducidas por frio o CIPs) es inducida inmediatamente después del
descenso de temperatura, y simultaneamente la produccién del resto de las proteinas es
transitoriamente inhibida (proteinas no inducidas por frio o no-CIPs) [6], probablemente en el paso
de iniciacion de la traduccién [8]. Se ha reportado en la cepa W3110 de E. coli un periodo de 4 hr

en el que detiene su crecimiento cuando es llevada de 37°C a 10°C [14].

Al final de la fase de aclimatacién la sintesis de CIPs decrece a un nivel constante y las
células restablecen la maquinaria de produccion del resto de las proteinas (Figura 1) [6], debido a
gue los ribosomas no adaptados pasan a ser a ribosomas adaptados, puesto que adquieren
factores ribosomales de choque frio, tales como RbfA 'y Csda, los cuales fueron producidos durante
la fase de aclimatacién. Estos ribosomas adaptados al frio son ahora capaces de traducir mMRNA no

inducibles por frio [7].

-12 -
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Fig.1.Vista esquematica de los patrones de expresién bajo un choque frio [6].
La fase de aclimatacion inicia directamente después de un choque frio, existe un
incremento de la expresion de proteinas inducidas por frio (CIPs) mientras ocurre una
transitoria inhibicién de proteinas no inducidas por frio (non-CIPs). Al término de la fase
de aclimatacion la sintesis de proteinas non-CIPs es restaurada con un nuevo patrén
adaptado al frio [6].

Las proteinas inducidas por frio son nombradas por algunos autores como proteinas de
choque frio o Csps (cold shock proteins), sin embargo en este trabajo se mencionara como Csps

s6lo a un grupo de proteinas homdlogas.

Estas CIPs son convencionalmente clasificadas en dos grupos basados en sus patrones de
expresion. La clase | es expresada en bajos niveles a 37°C, pero son dramaticamente inducidas
bajo un choque frio. La clase | incluye a CspA, CspB, CspG, Cspl, CsdA, RbfA, NusAy PNP [8].

La clase Il es expresada a 37°C y son moderadamente inducidas bajo un choque frio,
incluyendo genes como IF-2, H-NS, RecA, GyrA, Hscs66, HscB, entre otros [8].

1.1.2. Proteinas de choque frio, Csps.

Las proteinas de choque frio o Csps, comprenden una pequefia familia de proteinas altamente
conservadas [6]. Diversas proteinas pertenecientes a este pequefio grupo no soélo han sido

reportadas en E. coli, sino también en otras bacterias, incluyendo mesofilas como Bacilus subtilis[8].
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Las Csps mejor estudiadas son las de E. coli. Nueve miembros de esta familia de proteinas
han sido identificadas y nombradas alfabéticamente de CspA a Cspl, en donde CspA, CspB, CspG
y Cspl son altamente inducibles por frio [6]. El tamafio de cada una varia de 64 a 74 residuos de
aminoacidos, mientras que las identidades entre cada dos proteinas varian de 29 a 83% [8].

1.1.2.1. Proteina CspAYy el gen cspA.

Dentro de las Csps, CspA es la mas abundante y la mejor caracterizada, conforman el 13% del total
de las proteinas en el citoplasma después de un choque frio [18]. Originalmente identificada como
una proteina citoplasmatica de 7.4kDa con 70 aminoacidos, ha sido purificada y su estructura
tridimensional determinada a través de cristalografia de rayos X, que muestra una conformacion de

barril beta con cinco hojas en anti-paralelo [19].

Su funcién es diversa, ya que esta involucrada en la transcripcion, traduccion e incluso juega
un importante papel en el correcto plegamiento de las proteinas [6], sin embargo no tiene la
actividad anticongelante asociada a las proteinas anticongelantes [20].

Un ejemplo de las funciones de CspA es el gen gyrA (la subunidad A de la girasa), ya que
es sensiblemente activado por CspA, lo que sugiere un incremento en los niveles de expresion de

la girasa que ayudan a la adaptacion de la célula a temperaturas bajas [6].

En E. coli cspA se expresa bajo condiciones favorables, es decir 37°C, durante la fase
exponencial temprana en donde la concentracion de CspA es de = 50microM [21]. Cuando un
cultivo de E. coli en la etapa exponencial a 37°C es transferido a 15°C ¢ 10°C la tasa de produccién
de CspA alcanza un 13% de la produccién de las proteinas citoplasmaticas totales y su
concentracion alcanza los 100microM [6]. Después de un choque frio los niveles mRNA de cspA
alcanzan los niveles maximos entre 45 a 75 minutos y comienza su decrecimiento a los 120

minutos, luego de haber sido llevado a 10°C [20].

1.1.2.2. Promotor cspA.

El gen cspA tiene un fuerte promotor equipado con un elemento UP (Figura 2), ademas de una

secuencia extendida a las -10pb la cual es reconocida tanto a 37°C como a 15°C. El promotor cspA
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estd equipado con dos caracteristicas: una es la presencia de una secuencia rica en AT
inmediatamente rio arriba de la region -35, llamada elemento UP, el cual es reconocido por la
subunidad alfa de la RNApolimerasa confiriéndole una fuerte actividad en la transcripcion [8]. La
segunda es la presencia de un motivo TGn inmediatamente rio arriba de la region -10. Se propuso
que esto junto con la region -10 constituyen una regién llamada regién -10 extendida y si un
promotor contiene la region -10 extendida, la region -35 se convierte en una regién prescindible
[22].

elemento UP 4 10 extendida +1

cspA 1urc?«uuwu':|rqrmcn]mcccmwcﬁ@naum§

&
¥

¥ -

-

i am

( = 7T
f ﬁ 5-UTR ORF I.UTR
— o ISBEH a0
.o '
. LY 3

promotor

Fig.2. Representacion del promotor cspA.

Cuando el promotor de cspA fue reemplazado con el promotor del gen Ipp, un fuerte
promotor constitutivo de una de las principales proteinas externas de membrana, la expresion fue
inducida por un choque frio indicando que la induccion no sélo depende del promotor. Sin embargo
la expresion a 15°C es mayor con el promotor cspA que con el promotor Ipp, sugiriendo que el

promotor cspA es uno de los mas fuertes promotores de E. coli [8].

1.1.2.3. El papel de CspA en la transcripciéon y traduccién.

La primera pista de que las Csps son capaces de regular la respuesta a un nivel transcripcional
fue dada por Dersch et al, en donde propusieron que cierta secuencia de nucleétidos seria

requerida para una adaptacion eficiente a ambientes frios en E. coli K-12 [24].
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La baja produccion de CspA a 37°C es parcialmente atribuida a la extrema inestabilidad del
MRNA de cspA a esta temperatura [20]; ya que el gen de CspA es altamente transcrito, pero su
MRNA no puede ser eficientemente traducido debido a que el MRNA de cspA es extremadamente
inestable a 37°C, se piensa que es debido a la formacién de una estructura secundaria en el mMRNA
[6]. Se ha determinado que tiene una vida media menor de 12 segundos [7]. Sin embargo, bajo
condiciones frias, el mRNA adquiere una mayor estabilidad en sus estructuras secundarias

previamente formadas, lo que resulta una traduccion eficiente [6, 7].

Cuando E. coli sufre un choque frio el mRNA de cspA pasa de formar una estructura
secundaria a un RNA extendido lo que reduce el anclaje de RNAsas y permite la traduccion, ya que
las estructuras secundarias pueden enmascarar la secuencia Shine-Dalgarno [6]. La estabilizacion

del MRNA de cspA es dramética, ya que ha mostrado una vida media superior a los 20 min. [7].

CspA puede regular su propia expresioén por la unién a una regién 5' no traducida, también
conocida como UTR, por sus siglas en inglés (5 untranslated regién) de su propio mRNA,

facilitando la traduccion de cspA a bajas temperaturas [6].

La UTR es una region de 159pb [6] y es una de las caracteristicas exclusivas de los genes
CspA, cspB, cspG y cspl que, como se menciond previamente, son inducibles por un choque frio.
La UTR esta altamente conservada en estos genes y dentro de esta region se encuentra una
secuencia de 11 pb llamada cold box sumamente conservada en estos genes [7], que forma una
estructura de tallo, stem-loop [8], a la cual la proteina CspA se une; la interaccion de CspA'y su

MRNA se debe a la unién preferente a la region poli U de esta cold box [6].

La eliminacion de la UTR ha mostrado que esta region es la responsable de la inestabilidad
del mMRNA de cspA a 37°C [7]. La sustitucién de tres nucleétidos dentro de la regiébn UTR ha dado
como resultado la expresion constitutiva de cspA a 37°C [25].

Una secuencia localizada 14 bases rio abajo del codén de iniciacién fue denominada como
down box, DB [7], originalmente propuesta como una sefial independiente de traduccion, ademas

de la secuencia Shine Dalgarno (SD) [8].

La secuencia DB es complementaria a la region anti-DB del 16S rRNA. La formacion de un
complejo entre DB de la secuencia del mRNA y la secuencia anti-DB del rRNA de la 16S es
responsable del incremento en la traduccion [8].Cuando la secuencia DB fue eliminada del gen

cspAy la induccién de CspA no fue observada bajo un choque frio [26].
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1.2. Respuesta a la congelacion.

En la actualidad existe la tecnologia necesaria para enfriar sustancias sin llevarlas a un punto de
congelacion. Las gotas de agua de varios micrometros de diametro pueden ser refrigeradas hasta
unos -40°C en ausencia de agentes de nucleacion de hielo (INA) en el agua. Cuando el didmetro de
la gota es del orden de nanémetros, el agua puede ser enfriada hasta -70°C. Sin embargo, incluso
la nucleacion de hielo (homogénea) se produce sin INA. En la naturaleza, en el agua estan
presentes diferentes INA no identificados, especialmente de origen biolégico, por lo tanto, en la
mayoria de los casos, la nucleacion de hielo (en este caso heterogénea) catalizada por los INA se
observa a temperaturas mucho mas altas [27].

Esta nucleacion heterogénea de hielo a temperaturas relativamente altas es un problema
grave en tecnologias biologicas e ingenieriles. Por ejemplo, en la tecnologia de vitrificacion para la
criopreservacion de sustancias biologicas, tales como células, tejidos y 6rganos, la nucleacion
heterogénea de hielo debe evitarse durante el enfriamiento hasta que la temperatura de transicion
vitrea es alcanzada. En alimentos congelados, la nucleacién de hielo a temperaturas relativamente
alta, en general, forma particulas de hielo de gran tamafio, que a menudo deterioran la calidad de

los alimentos congelados y por lo tanto debe ser evitado [27].

Existen diversos organismos que sobreviven a temperaturas donde ocurre la nucleacion de
hielo. A continuaciéon se presentan algunos ejemplos de cémo los organismos han resuelto dicha

problematica.

1.2.1. Estrategias generales ala congelacion.

El crecimiento de bacterias en temperaturas inferiores a los 0°C en los glaciares, en las regiones
polares y en refrigeradores es un fenémeno conocido [10]. Sin embargo, la adaptacién a climas
inhospitos no sélo ha sido estudiada en procariontes. Los fluidos del cuerpo de algunas ranas e
insectos hibernantes contienen azucares tales como glucosa y fructosa o alcoholes como manitol,
glicerol y aminoacidos como alanina y prolina, los cuales se cree que estabilizan a las proteinas y
membranas celulares ante una baja temperatura y por ello han sido llamados crioprotectores. Los
crioprotectores como la glicina-betaina (GB) de las bacterias estdn empezando a ser entendidos

[10] y estudiados como agentes protectores en los procesos de congelacion y descongelacion [28].
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Ciertas plantas lefiosas de hibernacion pueden tener un fluido celular hasta en -50°C,
algunos insectos también pueden mantener fluidos sus tejidos hasta en -54°C y esto se atribuye a
la presencia de alcoholes polihidricos. Pero el sobre-enfriamiento es una estrategia muy
arriesgada ya que la congelacién espontanea y repentina puede causar lesiones en los tejidos [10].

En ciertas regiones marinas y en cierto tiempo del afio, las condiciones se vuelven
extremadamente inhOspitas. Durante los meses de invierno la temperatura del agua se acerca a su
punto de congelacion; aunque la formacién de hielo es un fenbmeno comudn en invierno
dependiendo de la latitud, puede formarse incluso en primavera, ya que con un incremento de la
latitud hay un incremento general en el volumen de agua bajo cero. Otro factor es la profundidad, la
cual juega un papel importante en el potencial de letalidad en los ambientes marinos durante el
invierno. Asi, han evolucionado una variedad de estrategias para evitar el dafio por el frio y la

muerte [29].

Algunas especies de peces tales como Salmo solar, Mallotus villosus, Cyclopterus lumpus y
Salvelinus alpinus evitan el problema de las bajas temperaturas y del hielo llevando a cabo amplias
migraciones lejos de las areas de peligro durante el invierno. Individuos de especies como
Myoxocephalus octodeccemspinosus y Tautogolabrus adspersus, sobreviven en aguas litorales
poco profundas mediante la seleccion de microhabitats protegidos, tales como cuevas y grietas.
Algunas especies reducen el riesgo del contacto con el hielo excavando dentro de los sedimentos
del fondo [29]. Sin embargo, existen especies que son capaces de producir proteinas
anticongelantes, las cuales proporcionan una estrategia segura para evitar que los organismos que
las tienen se congelen a temperaturas bajo cero, es decir sin dafios en los tejidos [10] y sin cambios

en su comportamiento.

1.2.2. Proteinas anticongelantes, AFPs.

Las AFPs han sido encontradas en vertebrados, invertebrados, plantas, bacterias y hongos [30]; la
mayor diversidad de AFPs encontrada hasta la fecha es en peces teleédsteos, las cuales han sido

ampliamente estudiadas [31].

Los peces teledsteos estan en riesgo por la congelacién de mares frios [31] y la capacidad
de algunas especies de producir AFPs, les han facilitado su colonizacion en zonas muy frias. A la

fecha han sido descritos cinco grupos diferentes de AFPs (Tipos I-IV y las glicoproteinas
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anticongelantes) (Tabla 1) [29].

Proteina Tamafio Caracteristicas Similitud con otras Referencias
proteinas
Tipo | 3-5 kDa Alfa hélice, algunos motivos No encontradas 28, 31
repetidos
Tipo I 14-24 kDa Globular, algunas son Lectinas tipo C 28, 31
dependientes de calcio
Tipo Il 7 kDa. Globular con una superficie Sintetasa de acido 28, 31,32
plana sidlico (SAS).
Tipo IV 12.3 kDa 17% Glutamina, 4 hélices en Apolipoproteina 28,31
anitparalelo
AFGP 2.7-32 kDa Polimeros de Thr, Ala, Ala con No encontrada 28, 31

un disacarido en cada Thr

Tabla 1.Caracteristicas de los cinco grupos de AFPs

Las AFPs fueron identificadas por DeVries y Wohlschlag en 1969 [29]. Hoy en dia se sabe
gue tienen un papel evitando la formacion de cristales de hielo [35]. Algunos autores les han
atribuido un papel como crioprotectores, el cual tiene que ver con un incremento en la tolerancia de
los organismos a bajas temperaturas, disminuyendo el dafio por hipotermia en la ausencia de hielo

[29, 36]; este Ultimo papel estd empezando a ser mejor entendido.

1.2.2.1, Mecanismos de accién de las AFPs

Sabemos que los solutos disueltos en el agua provocan una disminucidon en su punto de
congelacion. Por lo tanto el agua de mar en las regiones frias se congela no a 0°C sino a -1.9°C,
debido al sodio y otras sustancias disueltas en ella. Con el fin de resistir la congelacion de su
sangre, los peces que habitan en estos ambientes hostiles (por ejemplo en el Artico y en el
Antartico) deben tener el punto de congelacion de sus fluidos por debajo de esta temperatura [10].
Sin embargo, los niveles de solutos en los fluidos corporales de peces tele6steos desciende el

punto de congelacion del pez entre -0.6 y -0.8°C dependiendo de la salinidad [29].
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Las encargadas de descender aun mas el punto de congelacion son las AFPs, que provocan
un decremento de 0.5°C més del punto de congelaciéon. El decremento provocado por los solutos
de bajo peso molecular es de naturaleza coligativa [10]. En otras palabras, depende de la
concentracion de las particulas de soluto disueltas. El agua destilada, que no contiene solutos, se
congela a 0°C [29]. Sin embargo, las AFPs poseen la propiedad Unica de bajar el punto de
congelacion del agua (en la presencia de cristales de hielo), sin alterar significativamente el punto
de fusidn, lo que indica que el fendmeno no es coligativo (si se tratara de un fendmeno coligativo no
habria diferencia entre el punto de congelacién y el punto de fusion) [30]. La diferencia entre punto
de fusion y punto de congelacion es llamada histéresis térmica o TH por sus siglas en inglés [37] y
es ampliamente utilizada como un indicador de la actividad de las AFPs [35].

De acuerdo con el mecanismo de inhibiciébn de la absorcién propuesta por Raymond y
DeVries, la unién entre las AFPs y la superficie de los cristales de hielo hace al cristal crecer con
frentes convexos (Figura 3). Este patron es termodinamicamente desfavorable, lo que a su vez
conduce al efecto anticongelante [10]. Estudios recientes han demostrado que las AFPs se unen
preferencialmente mas a los cristales y al hielo que a las moléculas de agua, sin embargo el

proceso aun no es del todo claro [38].

- - -
A '.':hi"-:'r]":".'__."f o A
S AT e

Fig.3. Modelo de la interaccion entre AFPs y el hielo [30].

Las proteinas anticongelantes se unen a la superficie de los cristales de hielo, lo que causa un

crecimiento de los frentes de manera convexa.
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Las AFPs inhiben la recristalizacion [35], evitando el crecimiento de cristales de hielo de
tamafio que se produce a expensas de los cristales mas pequefios [10]. Las proteinas
anticongelantes se unen al hielo en una manera definida geométricamente, deteniendo el
crecimiento en direcciones especificas, por lo que alteran la morfologia del hielo (Figura 4) [31].

eje-c

plano basal

Jra capa
2da capa

1ra capa

plano prisma

Fig.4. Esquema de crecimiento de un cristal de hielo producido por una AFP Ill [39]

El origen de un hielo bipiramide es una unidad hexagonal generado en agua superenfriada
bajo una presién de 10013hPa.Un esquema de transiciéon de una unidad hexagonal a un
hielo piramide en la presencia de AF. Cuando las AFPs estan presentes inhiben el

crecimiento a lo largo de los ejes 1, 2, y 3 del eje C.

1.2.2.2. Aspectos evolutivos.

En peces han sido identificados cinco tipos estructurales de AFPs. Estas proteinas son
extremadamente diversas y cada tipo es estrechamente distribuida entre grupos de peces. La
inusual combinacién de una diversidad estructural y una limitada distribucién lleva a la hipétesis
sugerente de que cada tipo de AFP ha evolucionado independientemente después de que los

grupos taxonémicos de peces alcanzaran su estado actual [31].

Se ha propuesto que a lo largo de diversos enfriamientos y glaciaciones geolégicamente
recientes, las especies de peces tuvieron una fuerte presion selectiva para evitar el congelamiento.
Por lo que la seleccién favorecié algin mecanismo que bajara el punto de congelamiento, el cual no

debio de interrumpir la homeostasis y esto podria haber llevado a la variedad de AFPs que existe en
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los peces teledsteos [31].

Los diversos tipos de AFPs tienen dos origenes contrastantes. Algunas surgieron como una
variante en familias de proteinas conocidas con funciones no relacionadas. Otras son

genuinamente nuevas, formadas por eventos genéticamente recientes [31].

El tipo Il ha evolucionado a partir de miembros de una superfamilia de proteinas, las lectinas
tipo C, estas tienen un 30% de identidad a nivel de amino&cidos, tanto las proteinas tipo 1l como las
Lectinas tipo C son dependientes de Ca+ [40].

La duplicaciébn de genes es bien conocida como una fuente importante de genes con
nuevas funciones, sin embargo el mecanismo no es del todo claro, estudios recientes han sugerido
gue las AFPs de tipo Il han surgido a partir de un gen ancestral que originé a la sintetasa de acido

sialico y a las AFP Ill en donde fuertes presiones selectivas llevaron a diferentes trayectorias [33].

El tipo IV de las AFPs muestra un 20% de identidad con miembros de la superfamilia de
apolipoproteinas, la cual se ha propuesto que ha emergido debido a la duplicacién de un gen donde

posteriormente obtuvo una nueva funcién [40].

No todas las AFPs tienen una similitud en alguna secuencia de genes actualmente
conocidos en la base de datos, tales como AFP | y las AFGPs, sin embargo las AFGPs tienen la
caracteristica particular de estar compuestas de pequefias repeticiones de Thr-Ala-Ala con cada Thr
unida a un disacarido, la secuencia repetitiva de la proteina sugiere que el gen que codifica surgié

de las duplicaciones de novo de un elemento corto que codifica para el monémero tripéptido [40].
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Il. Hipotesis

Si se transforma a una cepa silvestre de Escherichia coli con un vector que le permita expresar una
proteina anticongelante y es llevada a su punto de congelacion, entonces mostrard un
comportamiento de crecimiento diferente al de una cepa silvestre sometida a las mismas

condiciones, donde posiblemente la cepa con la proteina anticongelante presente una ventaja.

[ll. Objetivos

3.1. Objetivo general

Expresar una proteina anticongelante proveniente de peces de la familia Zoarcidae en una bacteria,
Escherichia coli, y analizar su efecto anticongelante a través de su sobrevivencia mediante un

modelo de crecimiento bacteriano.

3.2. Objetivos particulares

+ Insertar el gen de la AFP del tipo Il en un vector

+ Transformar una cepa comercial de E. coli con el vector

+ Elaborar un modelo que permita comparar el crecimiento de las cepas.

» Fase I|: Realizar un modelo de crecimiento en condiciones ideales para E. coli, es decir a
37°C

» Fase Il: Determinar la duracion de la fase de aclimatacion a 15°C

» Fase lll: Realizar un modelo que permita comparar las dos cepas después de llevarlas a un

punto de congelacién

% Analizar el sistema para poder observar si se genera una ventaja ante un evento de

congelacion.
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IV. Materiales y métodos

4.1. Construccién del plasmido.
4.1.1 Secuencias
Vector

Como vector de expresion se uso el vector comercial pCold | desarrollado por Quian et al [41].
Este pertenece a una serie de vectores de expresién por choque frio (cold-shock vectors), los
cuales se nombraron como pColdl, pColdll, pColdlll y pColdlV. Estos cuatro vectores son
idénticos y todos ellos se derivan del vector pUC118 como esqueleto, sin embargo contienen un
promotor cspA, con su region UTR y una DB modificada (TEE, translation enhancing element),
ademas del sitio de terminacién de la transcripciéon. Todos los vectores contienen el operador lacl,
gue previene la actividad constitutiva del promotor cspA, asi la induccién de la expresion de
proteinas por un choque frio se lleva a cabo por la adicion de 1mM isopropil-B-D-tiogalactosido
(IPTG) y un choque frio®.

cspA 3" UTR
Multiple cloning site
Factor Xa site

His,

TEE

cspA 5 UTR

lac operator

Fig. 5. Representacion esquematica del vector pCold | [41].

! La secuencia completa del vector pColdl se encuentra en NCBI [42].
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Inserto

El gen a expresar es una secuencia consenso tomada de la base de datos de NCBI realizada por
Hew et al. 1988 [43], el gen se mando sintetizar a Mr. Gene (© 2011 Life Technologies Corporation
All Reserved) con un previo ajuste a los codones preferenciales para E. coli, la secuencia fue
insertada en el plasmido 15795 AFP-OP5_ Pany-Kana, el cual tiene un peso de 2570bp en el cual

fue clonado “in silico” el 20 de septiembre de 2010.

P-OP5

any_origin

15795_AFP-OP5_pANY-Kana
2570 bp

KanaR

Fig.6. Representacion esquemaética del plasmido 15795 AFP-OP5_Pany-Kana.

Secuencia del gen de la proteina anticongelante tipo lll:

5-ATGAAAAGCGTGATTCTGACCGGCCTGCTGTTTGTGCTGCTGTGCGTGGATCATATGACCGC
GAGCCAGAGCGTGGTGGCGACCCAGCTGATTCCGATTAACACCGCGCTGACCCCGGTGATGAT
GGAAGGCAAAGTGACCAACCCGATTGGCATTCCGTTTGCGGAAATGAGCCAGATTGTGGGCAA
ACAGGTGAACACCCCGGTGGCGAAAGGCCAGACCCTGATGCCGAACATGGTGAAAACCTATGC
GGCGGGCAAATAATAA-3'.
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Oligos
El siguiente par de oligos fueron disefiados para amplificar el gen de la proteina anticongelante?
>Forward

5-GAATTCGCGGCCATGAAAAGCGTGA-3

\/‘/ v
Sitio EcoRI codon de inicio
>Reverse

5-ACTAGTATTATTATTTGCCCGCCGC-3’

\/_/\/_/

Sitio Spel Sitio de paro

4.1.2. Obtencion del vector.

A partir de una cepa de Escherichia coli Top 10 transformada con el vector pCold I, se inoculé y se
incub6 toda la noche en medio liquido LB + ampicilina a una concentracién de 100ug/ml (ver Anexo
1), a una temperatura de 37°C y una agitacion de 175rpm.

Posteriormente a partir de este cultivo se purificé el vector pCold | por medio de la técnica de lisis

alcalina mediante un midiprep (ver Anexo I).

El plasmido purificado fue almacenado, al igual que todas las muestras de DNA, en un

ultracongelador a -20°C.

Z Los oligos fueron probados a través de PCR virtual [44]
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Digestion del vector con las enzimas de restriccion EcoRI y Xbal.

Se cortd el vector obtenido a partir de un midiprep, de la siguiente manera:

EX
Ll
( gy )
E&X
E X

Fig.7. Representacion esquemaética de la digestion del vector pColdl con las enzimas de restriccion Xbal y
EcoRI. Modificado de Registry of Standard Biological Parts [45].

Primero se digirié6 durante 12hr con la enzima de restriccion Xbal, junto con las recomendaciones

del proveedor (Fermentas). Posteriormente se inactivé congelando a -20°C durante 30 minutos.

La segunda digestion durante 3hr con EcoRI, junto con las recomendaciones del proveedor
(Fermentas).

Finalmente se limpié el DNA para reacciones posteriores mediante la precipitacion con sales,

alcohol absoluto y alcohol al 70% (ver Anexo I).

Para comprobar la obtencion del vector, se realiz6 una electroforesis en un gel de agarosa al 0.7%
durante 1 hora en TBE 1X a 80V y se cargaron 2ul del DNA previamente precipitado y diluido en

15ul de agua Milli-Q™ y amortiguador de carga. El resto de la muestra fue almacenado en tubos
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Eppendorf en un ultracongelador a -20°C.
4.1.3. Obtencién del inserto.

Se prepararon células competentes (ver Anexo 1) de la cepa Top 10 de E. coli y se transformé
transformaron con 4pl del plasmido 15795 AFP-OP5_Pany-Kana a una concentracion de 20ng/ml y
posteriormente se estriaron en cajas con medio LB + kanamicina con una concentracién de trabajo

de 35 pg/ml.

Se seleccion6 una colonia transformada y se inoculé en medio liquido LB + kanamicina (35ug/ml),

el cual se dejo toda la noche. A37°C y una agitacion de 175 rpm.

A partir de este cultivo se purificd el plasmido 15795 AFP-OP5_Pany-Kana por medio de la técnica

de lisis alcalina mediante un Midiprep (ver Anexo I).

El plasmido 15795 AFP-OP5_Pany-Kana fue almacenado en tubos Eppendorf de 1.5 ml a -20°C.

PCR

Se obtuvo mediante amplificacion el gen de la AFP Ill a partir de una reaccién en cadena de la
polimerasa o PCR por sus siglas en inglés, se utilizé la mezcla del Ready Red Tag de Sigma, con

los oligos previamente disefiados, diluidos a una concentracién de 2uM.

PCR 60°C ul por cada
reaccion
Ready Red Taq 2
Oligo forward 2
Oligo reverse 2
Templado 2
Total 12

El programa con el que se corrié el PCR fue programado de la siguiente manera:
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Desnaturalizacion inicial

3 minutos a 94°C

Amplificacion
Desnaturalizacion 30 segundos a 94°C
Hibridacién 30 segundos a 55°C
Extension 30 segundos a 72°C

35 Ciclos.

Extension final

e 5 minutos a 72°C

Se realiz6 la comprobacion de la amplificacién del gen de la AFP, mediante una electroforesis, en
donde se cargaron 4l de cada producto de PCR en un gel de agarosa al 0.7% en Tris, borato,
EDTA 6 TBE durante lhr a 80V y posteriormente fue tefiido con bromuro de etidio para su

observacion por fluorescencia.

Digestion del vector con las enzimas de restriccion Spel y EcoRl

Se digiri6 el fragmento de DNA obtenido a partir de PCR de la siguiente manera:

E s

+— -+

E&S

E s

o AFP

Fig.8. Representacion esquematica de la digestion en los extremos del producto de PCR. Modificado de

Registry of Standard Biological Parts [45].

Primero se digirié6 durante 12hr con la enzima de restriccion Spel, junto con las recomendaciones

del proveedor Takara. Posteriormente se inactivo por congelacion a -20°C durante 30 minutos.
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La segunda digestion durante 3hr se llevé a cabo con EcoRl, junto con las recomendaciones del

proveedor Takara.

Finalmente se inactivo la reaccion agregando 1/10 del Buffer loading de TAKARA 'y se limpi6 el DNA

para reacciones posteriores mediante la precipitacion con sales, alcohol absoluto y alcohol al 70%.

Para comprobar la obtencién de DNA, se realizé una electroforesis en un gel de agarosa al 0.7%
durante 1 hora en TBE 1X a 80V y se cargaron 2ul del DNA previamente precipitado y diluido en
15pl de agua Milli-Q™ y amortiguador de carga.

El resto de la muestra fue almacenado en tubos Eppendorf en un ultracongelador a -20°C.

4.1.4. Ligacion VECTOR + INSERTO.

La ligacion del vector pColdl con el gen de la AFP 11l fue realizada mediante la preparacion de la
siguiente mezcla, la cual se dejé a temperatura ambiente durante 1 hora (ver célculos en el Anexo 1)

Ligacién del vector pl por
y el inserto cada
reaccion
Inserto 1
Vector 1
10XT4 Ligasa Buffer 1
T4 DNA Ligasa 1
Agua 5
Total 10

Posteriormente se realiz6 una trasformacion por medio de choque térmico en células competentes
de top10 de E. coli y se estriaron en cajas con medio LB + Agar + ampicilina a una concentracion de

trabajo de 100 pg/ml.

Comprobacién de la ligacion

Para comprobar la ligacion se realizo una digestion con EcoRI Takara (de la misma manera que se
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describié previamente) del plasmido purificado por medio del kit “Gene JET” de Fermentas a partir

de un cultivo de 12hrs a 37°C.

Ademaés se realiz6 un PCR al plasmido purificado utilizando el programado como anteriormente se

menciono:

PCR 60°C ul por cada
reaccion
Ready Red Taq 6
Oligo forward 2
Oligo reverse 2
Templado 2
12
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EE 5 X

Fig. 9. Representacion de la ligacion del vector pCold | mas la proteina anticongelante tipo Ill. Modificado de

Registry of Standard Biological Parts [45].

4.1.5. Medios de cultivo y conservaciéon de las cepas.

La cepa de E. coli empleada en este trabajo fue Top 10. En general la cepa Top 10 fue cultivada en
medio LB con el antibiético correspondiente a 37°C durante 12 hrs con una agitacion de 175rpm.

Todas las cepas transformadas se conservaron en glicerol al 20% a — 80°C.
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4.2. Experimentos para el modelo de crecimiento bacteriano bajo un choque frio y un

evento de congelacion.
4.2.1. Fase |: Determinacién del crecimiento de E. coli en condiciones ideales.

Se dej6é un inéculo de una cepa silvestre, es decir de una cepa top 10 de E. coli sin haber sido
transformada, durante 12 hrs (overnight) en un matraz con 50ml de medio SOC a una agitaciéon de
300rpm.

De igual manera se dejé un in6culo de la cepa top 10 transformada con el gen de la AFP durante

12hr (overnight) en un matraz con 50ml de medio SOC a una agitacién de 300rpm.

Se llenaron tubos Falcon de 15ml con 4 ml de medio SOC y se inocularon con 80microlitros del

preindculo previamente mencionado.
Todos los tubos fueron puestos en una incubadora a 37°C con una agitacion de 300rpm.

Se monitore6 su crecimiento en intervalos de aprox. 30 minutos en un espectrofotometro
programado a una longitud de onda de 600nm.

Cada tubo sirvio para una lectura y cada lectura se realizé por triplicado.

El monitoreo del crecimiento se realizd con el siguiente protocolo:

1. Después de identificar el cero en la poblacion, medir la primera poblacion distinta de cero F;
y comenzar a medir el tiempo desde ahi, t; = 0.
2. Medir el tiempo total: desde que se tenia F; hasta que comience a estabilizarse la poblacion.

A dicho tiempo llamarle t;.

Medir el punto donde se estabiliz6 la poblacion, a tal parametro llamarle K.
Medir la poblacién en intervalos de tiempo hasta que no haya un crecimiento en la
poblacion.

5. En la siguiente mediciébn de poblaciébn después de t; identificar a tal medicion con el
parametro P, y al tiempo con ;.

6. Con los parametros anteriores se obtiene el nuevo parametro que ayuda a medir la rapidez
de crecimiento de la poblacion r, es decir, el factor de proporcionalidad entre la poblacion

inicial y la velocidad de crecimiento de poblacion, el cual se obtiene con la férmula:
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Cuya grafica es:

8. Se sabe que el momento en donde la poblacion deja de crecer exponencialmente, es decir

9.

cuando ya generan efecto sobre la poblacién las restricciones (en este caso de nutrientes),
es cuando se tiene una poblacion igual a K /2. Entonces es posible determinar el tiempo en

el que esto ocurre, a tal tiempo le llamaremos t,..

1 (K—B,
ty=in| P, ’)

El tiempo ¢, sera el que se use para dejar la colonia de bacterias a una temperatura de 37°C,
comenzando de t;. Después de eso la temperatura se reducira a 15°C..
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4.2.2. Fase lI: Determinacion de la duracién de la fase de aclimatacion.

Durante esta fase se determinara el tiempo de aclimatacion de la bacteria, después de haberla

sometido a un cambio de temperatura de 37°C a 15°C..

Para este experimento se dejé un inéculo de una cepa silvestre, durante 12 hrs (overnight) en un
matraz con 50ml de medio SOC a una agitacion de 300rpm y 37°C.

De igual manera se dejo un inoculo de la cepa top 10 transformada con el gen de la AFP durante
12hr (overnight) en un matraz con 50ml de medio SOC a una agitacion de 300rpm y 37°C.

Se llenaron tubos Falcon de 15ml con 4 ml de medio SOC y se inocularon con 80microlitros del

preindculo previamente mencionado.

Todos los tubos fueron puestos en una incubadora a 37°C con una agitacion de 300rpm hasta llegar
al tiempo de k/2.

Se llevé a 15°C en el tiempo de K /2 previamente establecido en la fase | en donde ademas se

agregoé a cada tubo en condiciones de esterilidad IPTG al 1mM.

Se monitored su crecimiento en un espectrofotdmetro programado con una longitud de onda de
600nm.

Cada tubo sirvi6 para una lectura y cada lectura se realiz6 por triplicado.

El monitoreo del crecimiento se realizd con el siguiente protocolo:

1. Obtener un cultivo de bacterias en donde la poblacién inicial sea F;, considerar desde ahi
t; = 0; dejar la colonia un tiempo t,. a una temperatura de 37°C.

2. Después de t,. cambiar la temperatura de 37°C a 15°C y comenzar a hacer mediciones de la
poblacion.

3. Continuar las mediciones hasta observar que comienza a haber nuevamente un incremento
en la poblacién.

4. Con los datos determinar el tiempo t: en el que se debera dejar la colonia de bacterias a

15°C para que la proteina pueda expresarse.
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4.2.3. Fase lll: Determinacion del efecto de la AFP después de un evento de congelacion

Se dejo un in6culo de una cepa silvestre, durante 12 hrs (overnight) en un matraz con 50ml de
medio SOC a una agitacién de 300rpm a 37°C.

De igual manera se dejo un inoculo de la cepa top 10 transformada con el gen de la AFP durante

12hr (overnight) en un matraz con 50ml de medio SOC a una agitacion de 300rpm a 37°C.

Se llenaron tubos Falcon de 15ml con 4 ml de medio SOC y se inocularon con 80 micro-litros del

preindculo previamente mencionado.
Todos los tubos fueron puestos en una incubadora a 37°C con una agitacién de 300rpm.

Se llevé a 15°C en el tiempo de K /2 en donde ademas se agreg6 a cada tubo en condiciones de
esterilidad IPTG al 1ImM.

Se dej6 a 15°C durante el periodo de aclimatacion determinado en la fase I, posteriormente se dejé

durante 12hr a -5°C (temperatura de congelamiento del LB3).
Ademas posteriormente se dejo durante 1hr a -20°C y se pasoé a su monitoreo.

Se monitored su crecimiento en un espectrofotbmetro programado con una longitud de onda de
600nm.

Cada tubo sirvi6 para una lectura y cada lectura se realiz6 por triplicado.

% Se realiz6 un monitoreo durante una semana en un congelador en donde se colocaron tubos Falcon de 15ml
con 4ml de medio LB enriquecido y se determiné el punto de congelamiento en dichas condiciones
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V. Resultados

5.1. Comprobacion previa al modelo

5.1.1. Comprobacién de obtencion del vector

La siguiente foto es de un gel de agarosa al 0.7% resultado de una electroforesis de duracién de 1
hora en TBE 1 X a 80V en donde se cargaron 2ul de marcador AXYGEN 1Kb en el primer carril, y 2pl

de DNA (pColdl) previamente precipitado y diluido en 15pl de agua Milli-Q™ con 2 pl de buffer de
carga en el segundo carril.

bp
10000
8,000
6,000
5,000
4,000
3,000
cspA 3" UTR
Multiple cloning site 2,500
Factor Xa site
Hisg
- TEE 2,000
/\6 cspA 5" UTR
“\'\'_“) '~ lac operator
/ “—cspA promoter
i \ 1,500
fl pColdl \\l
\ 3, (4.4ko)  § )
&s E%/ 1,000
Ny 1 ori
. CoElo0OM - marcador pColdl
S 1Kb

Fig.10. Esquema del vector pColdl junto con la fotografia de un gel de agarosa correspondiente al tamafio del
vector pColdl EI DNA de pColdl fue el obtenido de un midiprep y fue limpiado con alcohol después de haber

sido digerido con las enzimas de restriccion Xbal y EcoRI como se explica en material y métodos.

El fragmento esperado era de 4407bp el cual pertenece al vector pColdl y como se puede observar

en la figura 10 el tamafio corresponde al tamafio esperado.
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5.1.2. Comprobacién de obtencion del inserto

Para comprobar la obtencion del gen de la AFP, primero se verificé haber obtenido el plasmido en
donde se encontraba, es decir el 15795_AFP-OP5_Pany-Kana. La foto pertenece a un gel de
agarosa al 0.7% resultado de una electroforesis de duracién de 1 hora en TBE 1X a 80V en donde
se cargaron 2ul de DNA (15795 AFP-OP5_Pany-Kana) previamente precipitado y diluido en 15yl
de agua Milli-Q™ con 2 ul de buffer de carga en el primer carril y 2ul de marcador AXYGEN 100bp

(100-3,000bp) en el segundo carril.

3000

2000
1500

1000

800
700
600
300

400
300
200

100

AFP-OP5 \

any-origin

15795_AFP-OP5
_Pany-Kana

AFP-OP5
KanaR PieKans marcador

Fig.11. Esquema del plasmido 15795 AFP-OP5_ Pany-Kana junto con la fotografia de un gel de agarosa
correspondiente al tamafio de 15795 _AFP-OP5_Pany-Kana. El DNA de 15795 AFP-OP5_Pany-Kana que se
corrié fue obtenido de un midiprep y fue limpiado con alcohol después de haber sido digerido con la enzima

de restriccion EcoRI como se explica en material y métodos.

El fragmento esperado era de 2570bp el cual pertenece al plasmido 15795 AFP-OP5_ Pany-Kana,

como se puede observar en la figura 11 el tamafio correspondié al tamafio esperado.
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Una vez verificada la obtencion del pladsmido 15795 AFP-OP5 Pany-Kana, se confirmé la
obtencion del gen de la AFP. La foto presentada a continuacion pertenece a un gel de agarosa al
0.7% después de una electroforesis de duracion de 1 hora en TBE 1X a 80V en donde se cargaron
2ul de marcador AXYGEN 100bp (100-3,000bp) en el primer carril, y 2ul de DNA del inserto AFP
previamente precipitado y diluido en 15ul de agua Milli-Q™ con 2ul de buffer de carga en el

segundo carril.

bp
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2000
1500
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700
600
500

400
300

200
100

marcador AFP

Fig.12. Fotografia de un gel de agarosa correspondiente al tamafio del inserto AFP. El DNA que se corri6 en la
electroforesis fue obtenido de un PCR. Se limpi6é con alcohol después de haber sido cortado con las enzimas

de restriccion Spel y EcoRI como se explica en material y métodos.

El fragmento esperado era de 284bp el cual pertenece al gen de la AFP, como se puede observar

en la figura 12 el tamafio correspondié al tamafio esperado.
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5.1.3. Comprobacién de obtencion de laligacion VECTOR + INSERTO.

La siguiente foto es de un gel de agarosa al 0.7% resultado de una electroforesis de duracion de 1
hora en TBE 1X a 80V. En el primer carril se cargaron 2l corresponde a marcador molecular 1kb
AXYGEN, el segundo carril contiene 2ul de un PCR a parir del plasmido 15795 AFP-OP5_Pany-

Kana, el tercer carril contiene 2ul de un PCR de la ligacién (pColdI+AFP) y finalmente el cuarto
carril contiene 2pl de un PCR a partir de vector pColdl.

bp
10,000
8,000
6,000
5,000
4,000
3,000
2,500
2,000

L —

1,500
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700
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300

Marcador AFP pColdl pColdl
+

AFP

Fig.13. El DNA que se corrié en la electroforesis fue de obtenido de un PCR con los oligos disefiados para
obtener la AFP como se explica en material y métodos.

El fragmento esperado era de 284pb el cual pertenece al gen de la AFP, como se puede observar

en la figura 13 el tamafio observado en el tercer carril correspondié al tamafio esperado en la
ligacion.
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5.2. Experimentos modelo.

5.2.1. Fase |I: Determinacién del crecimiento de E. coli en condiciones ideales.

Crecimiento poblacional en Escherichia coli, cepa silvestre,

D.O.

20

1.5:- _ _ ) '

1.0}

o.sE,
:..;;;...1;;;....;;,.1.;;1‘..laa*t{mi;u.)

0 200 400 600 200 1000 1200 1400

Gréfica 1. Crecimiento poblacional en una cepa silvestre de Escherichia coli,

El eje X representa los minutos, el eje Y representa la densidad éptica. Los puntos azules
representa el crecimiento poblacional de la cepa silvestre tomada directamente de los promedios de

las mediciones que se realizaron experimentalmente.

Foto 1. Cultivos de Escherichia coli. Foto 2. Incubadora programada a 37°C
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Crecimiento poblacional en Escherichia coli, cepa modificada.
D.O.
20p

Lik

1O

st .

bk i

PR | ko T U N S Ry
0 200 400 600 200 1006 1200 1400

Gréfica 2. Crecimiento poblacional en la cepa modificada de Escherichia coli,

El eje X representa los minutos, el eje Y representa la densidad optica. La grafica 2
representa el crecimiento poblacional de la cepa modificada tomada directamente de los

promedios de las mediciones que se realizaron experimentalmente.

Foto 3. Incubadora cubierta con aluminio, Foto 4. Incubadora programada a 300rpm
reproduciendo las condiciones nativas de

Escherichia coli.
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5.2.1. Fase Il: Determinacién de la duracién de la fase de aclimatacion.

Choque frio en Escherichia coli, cepa silvestre,

.G

20rF

15F
L N
L s . # -

l :I - . ® - - - . & ® s -
LT
I

0.5k
| &
i L L L L | L L L L | L L L L 1 M " " " 1 " " " M 1 t :|:IT.i.f..7
i S0 1000 1500 S0 2500 .

Gréfica 3. Crecimiento poblacional antes y después de un choque frio en la cepa silvestre de
Escherichia coli,

El eje X corresponde a los minutos, el eje Y corresponde a la densidad éptica. La grafica 3
representa el crecimiento poblacional de la cepa silvestre tomada directamente de los promedios de
las mediciones que se realizaron experimentalmente, el momento en que se dio el choque fue

cuando t,. = 172 minutos, es decir el tiempo en el que llegd a K /2.
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Choque frio en Escherichia coli, cepa silvestre.

D.0O.
20r | 37¢  -15%C
Li—jf
l_ol— ..I N - . : LY - - "
i Bt s ¥ '. *
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05F
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g 500 1000 1500 2000 2500

Gréfica 4. Crecimiento poblacional indicando el momento del choque frio en la cepa silvestre de

Escherichia coli,

El procedimiento para la cepa modificada fue exactamente el mismo, sin embargo al parecer el
tiempo de recuperacion fue mayor al de la cepa silvestre y dado que sélo se requiere el tiempo de
aclimatacion en el que ambas cepas se comportaron igual, la cepa silvestre es la que determindé la

duracion de la fase a partir de estos datos.

Ambiente Controlado

Foto 5. Termoregulador programado a 15°C  Foto 6. Cuarto Frio controlado

con oscilaciones de 1°C
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5.2.3. Fase lll: Determinacion del efecto de la AFP después de un evento de

congelacion.

Una vez que se sacaron los tubos de -20°C se observd que mientras todos los tubos de la cepa

silvestre se congelaron, los tubos con la cepa modificada se congelaron de manera distintay 5

tubos de 15 no se congelaron.

Escherichia coli: cepa modificada y cepa silvestre después de un evento de congelacion.

A
Foto 7. Tubos con cultivo de Escherichia coli los cuales muestran una diferencia en su congelamiento

El tubo A contiene la cepa modificada y mostro un estado “gelatinoso”, el tubo B se contiene la cepa silvestre

muestra un estado sélido.

La foto 7 tomada después de congelar a -20°C, el tubo del lado A contiene a la cepa modificada, el
tubo del lado B contiene a la cepa silvestre. Como se puede observar en la foto existe un
congelamiento distinto, la cepa modificada se congel6 de manera uniforme y “gelatinosa” mientras
gue la cepa silvestre se congelo de una manera heterogénea.
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Después de sacar los tubos del congelador descongelaron a una temperatura de 4°C, se

regresaron a las condiciones ideales, es decir 37°C con una agitacion de 300rpm.

Y los datos obtenidos estan representados en la siguiente gréfica:

Recuperacion entre cepa silvestre y la cepa modificada.

DO
20r
1.3}
10 * . .
- o,
_—
- T * b *
"ﬁl i -
':'r‘:' L i " i M " M | M " M | L M L L " L i i
o 200 400 600 00 1000

Gréfica 5. Recuperacidn entre cepa silvestre y la cepa modificada.

El eje X corresponde a los minutos, el eje Y corresponde a la densidad 6ptica. La grafica 5

representa el crecimiento poblacional de la cepa silvestre tomada directamente de los promedios de

las mediciones que se realizaron experimentalmente, a partir del momento en que se retomaron las

condiciones ideales.
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VI. Analisis de resultados

6.1. Fase |: Determinacion del crecimiento de E. coli en condiciones ideales.

Crecimiento poblacional de Escherichia coli, cepa silvestre.

Los siguientes datos son los promedios de cada medicién, es decir, si se hicieron tres

mediciones, entonces (m1l+m2+m3)/3 es el dato en DO a 600nm.

En la tabla 2 la distancia representa la cercania o lejania del valor experimental contra el
valor tedrico de la densidad 6ptica, el limite inferior y el limite superior, es decir, los limites de los
cuales se espera que crezca la poblacién a un tiempo dado, estos fueron obtenidos a partir de la
distancia y posteriormente se calcul6 el promedio de todas las distancias y se dividié entre dos ese

valor para usarlo finalmente en la definicion de los limites superior e inferior.

Silvestre DO
Medicion t (min.) DO DO Tedrica | Distancia Lim. Inf Lim. Sup

1 0 0.0870 0.0000 0.0171 0.1569 K
"""" 2 | 3 7701367 | 0.0050 : 00668 | 0.2066 | 1.5094
o 3 | 60 0.3036 ""(5.'2"1'(56"";""b'.b'é'z'é"'";""d.'ilid'?""“"6.'2'5365"'
. 4 | 90 i 04471 | 03153 | 01318 | 02454 | 03852
o 5 | 120§ ()ﬁé'z'()'?"'""'6.’4’5’3’9’"'E""b'.é'éés'é"”E'"'d.'éé'zib'"""'6.'52'3'é""
"""" 6 ""1"56""""()ﬁé'z'()é"'""6.’6’2’1’6’“'é""b'.'z'éé'i'"'é""dfééié""""b'.'éé'ié"" 0.016
T 7 g0 10726 | 08042 | 02684 | 07343 | 08740
o 8 | 2 '1'0"""""iﬁé'e'()ii"'""6.’98’1’6'";""b'.'2'7'§4"'ﬂ;""c')ﬁé'ii'z""r"'I.'déb'é""
o - 240 ¢ 1.2228 | 1.1343 ©0.0885 '5""1'.'06'421' 12042
"""" 10 | 300 | 12740 | 13420 | 00680 | 12721 : 1.4119 | 0.0870
IR 360 | iﬁé’?’é’?’“”““ifzih’ié’"'i’"'b'.tié'z'd"'"i'mi.’é’?’i’?’"'r""i.'éi'l's'""
12 420 13655 1 14831 1 0ai77 714132 015530
13 480 | 1.3658 | 1 .’49’921""5’"'6.'1':3{3'6 """"" 1.4295 | 15693
"""" 14 ""5;21'0"'"""iﬁé?izié"'""'1'.'5'65;6""5""b'.'ié'l'i""""i.'ilé'éé""""I.E?Eé""ﬁ
15 600 | 1.3790 | 15080 | 0.1290 | 1.4381 | 15779
16 | 660 | 1.3490 | 1.5089 | 0.1599 | 1.4390 | 15788
"""" 17 | 720 . 13404 : 15092 : 0.1688 | 1.4394 : 15791 t1
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30

18 780 1.3856 1.5094 0.1238 1.4395 1.5793
19 | 1535 ¢ 1.5094 15094 | 0.0000 | 14396 | 15793
1.5094 0.1398

Tabla 2. Datos de la cepa silvestre a 37°C

Los valores de la Tabla 2 mostrados en el codigo de colores fueron obtenidos de la siguiente

formula para identificar a la curva tedrica. *

TP,
rP P
7+ (r =) e ()

P(t) =

Y poder asi realizar la siguiente comparacion:

-
20r
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Gréfica 6. Crecimiento poblacional de Escherichia coli, cepa silvestre, datos experimentales (azul) y

datos tedricos (rojo).

Asi, podemos observar que los datos que se obtiene a partir de la formula (datos tedricos,

* Las formulas empleadas en esta seccion se explican en la parte de métodos y en el anexo 1.
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rojo) representan a los datos experimentales (azul).

A partir de los datos tedricos fue posible establecer el momento en que se llega a la mitad

de la capacidad de carga (k/2) y se realiz6 con la siguiente formula:

K—Pﬂ.) 1 (1.5{]94—{].{]8’?{]

— ! ): 174.637 mi
P, 0016 0.0870 T

[ =—In(

En donde K /2 fue igual a 1.5094/2 = 0.754

~
20r
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Gréfica 7. Crecimiento poblacional de Escherichia coli de la cepa silvestre. Determinacion de k.

El tiempo calculado, sirvié para conocer un aproximado de lo que se debe esperar en minutos, para
gue se tenga la certeza de que la poblaciéon lleve la mitad de su crecimiento, con respecto a su
capacidad de carga; claramente se debe cuidar que la poblacién inicial y las condiciones sean lo

mas similares posibles para experimentos posteriores.
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Crecimiento poblacional en Escherichia coli, cepa modificada.

El procedimiento recién mostrado se realiz6 para la colonia modificada.

Modificada DO

Medicion t (min.) DO DO Tedrica | Distancia Lim. Inf. Lim. Sup.

1 0 0.0731 : 0.0000 : 0.0486 : 0.0976 K
2 30 | 01418 | (_)__1_15’_5_1""?"_0_(_)_()_6_7""?""()"1_10_6 """"" 0.1596 | 1.3941
3 60 0.2719 ""(')"22162""'E""dfc')é'i? """ 02157 1 0.2646
4| 90 104673 | 04009 | 00665 | 03764 : 04254
5 '1'2'0""“"6'7'?'9'6"'""'661“2’1’“’"5““6.’%?’5’"""'6'5'{3'7'6 """" 0.6366
6 | '1'5'0""1""6'éi'l'é""L"'653'464"'1""6.'6'7623'"'L"'b"éi'éé """" 0.8649 | 0.022
T 180 | 1.0613 | 1.0406 | 00208 | 1.0161 | 1.0650 |
8| 210 : 1.1966 | '1'i’éé’é""é""d.'()'idé'""""'1"1'(3'1'é """" 1.2108
9 | 240 V12718 T 12786 | 00068 | 1.2541 | 1.3031
"""" 1 ()"'""""é'dc')""*""1"2'{3'7'5';""""'1'56"1'4"'ﬂi""dfbféé""""Iééb'é""""'i'ééé'é"' 0.0731
R 360 ""I’éb’s’é""l""i'éfé's'é'"'é""df()'féé """ . 13608 ;| 1.4097 |
12 | 420 71713337 ) 13917 7 00581 | 13673 | 1.4162
13| 21’&%0""?""1'.'33'3'?""E’""1'.593'5""“E""dfbé'éis""Er""l'.ééb'é'"'E""i'.ifié'd"'

"""" 1 21"'"""'"5'40""?'"'1'.'?;2'3'21"'T“’i’.é’éé’é"'Ji"'6.’()’7’6'5""?"'I.'?;éb'é""i'"'iﬁil'ié?i"'%
15| Es'dc')""?""1"é?'z'é"";"""1'5921'1'"'ﬂ;""df(')'z'i?"";""Iééb’é““i““i’h’ié’é""
16 | 660 : 13443 | '1"3'921'1"'"E""d.'c')'ziéé'""""1"3'6'9'6 """" 1.4186
"""" 17 720 713476 713941 100465 | 1.3696 | 1.4186 tl
"""" 18 | 780 | 1.3043 | 13941 | 0.0898 | 13696 | 1.4186 30
19 | 1535 ; 13941 i 1.3941 0.0000 : 1.3696 : 1.4186

1.3941 0.0490

Tabla 3. Datos de la cepa modificada a 37°C
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Esta es la correspondiente gréfica de dispersion:
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Grafica 8. Crecimiento poblacional de Escherichia coli, cepa modificada, datos experimentales (azul) y

datos tedricos (rojo).

En donde K,/2 = 1.3941/2 = 0.697
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Gréfica 9. Crecimiento poblacional de Escherichia coli de la cepa modificada. Determinacién de k.
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Crecimiento teérico en Escherichia coli.

Considerando los valores de las mediciones de ambas cepas se aplico la misma

férmula que se aplico individualmente a cada cepa, es decir:

rP,
P rP
T (%) exp (-7

P(1) =

Y se estimé un crecimiento tedrico general, tomando asi el valor de K /2 de en dicha curva el

cual fue de 1.440/2=0.72

Crecimiento teonico general de Escherichia coll.
D.O.

i Silvestrs
15 *‘..'.......t-:::—:m‘-iiititiiiititiiti-iti

L Gl sssesnnnesnsssnngictvsesassscnnneonagfees
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i s Nodificads f’—"' Tebrica Ambas

1.0F *

=
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Gréfica 10. Crecimiento poblacional tedrico de Escherichia coli, tedrica silvestre (rojo), tedrica

modificada (azul y tedrica que representa a ambas cepas (verde).



6.2. Fase II: Determinacion de la duracion de la fase de aclimatacion.
Choque frio en Escherichia coli, cepa silvestre.
Una vez que se analizé el tipo de crecimiento bacteriano en condiciones “ideales” y se

establecieron los tiempos, se analizaron los datos generados cuando se realizd el choque de
temperatura de 37°C a 15°C. Los datos obtenidos fueron los que se muestran en la tabla 4.

Crecimiento con choque
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1510 v 1.1372
TTi7ee T 10870
TTe19 10614
TUo0R9 T 1099
BRI B R T o7
U309 10418
BT B WV VY S

Tabla 4. Datos de la cepa silvestre a 15°C

Los datos graficados, tiempo vs DO, se muestran a continuacion:

Choque frio en Escherichia coli, cepa silvesire,

oy

500

100D 1500

Gréfica 11. Crecimiento poblacional de Escherichia coli de la cepa silvestre, antes y después de un

choque frio.

Si observamos, el momento en que se dio el choque fue cuando se llevaban 172 minutos,

gue corresponde claramente con el valor para el tiempo de t.= 174 min, calculado previamente.
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Choque frio en Escherichia coli, cepa silvestre.

T =15°C

1.0k e . Lot .
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Grafica 12. Choque frio en Escherichia coli en la cepa silvestre

Se observa que la poblaciéon se estabilizd al momento del choque frio (linea roja).
Entonces una vez que observamos los efectos esperados, es decir que ocurra la fase de
aclimatacion, se calculd el tiempo total que se debe esperar para que las bacterias se

adapten nuevamente para comenzar a crecer normalmente.
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Analisis de recuperacion.

Lo primero que se realizé fue establecer la distribucion, es decir, tomar los datos a
partir del choque frio.

0 0.8490 09500 | 08592 : 1.0408 |Recuperacion [z
45 0.8490 | 09500 | 08592 | 1.0408 1475
58 0.8490 "'b'.'ééb'(')""é""b'.é'éé'z"""5""1'.'62168""

115 0.9084 "'b'.'ééb'()"";""b'.é'éé'z""Jg""i.'c')iidé""

175 0.8863 "'b'.'ééb'()""i""b'.é'éé'z'"'*;""iféiidé""%
235 0.8877 "'b'.'ééb'()""é""b'.é'éé'z""'5""1'.'021'653""

295 09242 | 09500 | 08592 | 1.0408

378 0.9446 | 0.9500 | 0.8592 | 1.0408

438 09920 | 09500 ; 08592 : 1.0408

500 09979 | 09500 | 0.8592 | 1.0408

562 0.9531 "'b'.'ééb'()""é""b'.é'éé'z"""5""1'.'021'653""

840 0.9001 | 09500 : 08592 | 1.0408

900 0.8147 "'6.'9'560"";""6.8'59'2""1;""1'.'021653""

960 08718 | 09500 | 08592 | 10408

1050 0.8803 | 09500 | 0.8592 : 1.0408

1140 0.9647 | 0.9500 | 0.8592 | 1.0408

1230 0.9562 | 0.9500 : 0.8592 ' 1.0408

1235 1.0460 | 09500 | 08592 : 10408

1320 0.9359 "'b'.'g'éb'é""é""b'.é'éé'z""";""1'.'02168""

1355 1.0204 | 09500 : 0.8592 | 1.0408

1440 1.0413 "'b'.'g'éb'é""é""b'.é'éé'z""1;""1'.'02168""

1475 1.0689 | 09500 ;| 08592 : 1.0408

1565 11592 | 09500 | 08592 | 1.0408

1745 1.1080 "'b'.'ééb'()""é""b'.é'éé'z""“;""1'.'02168""

1925 11038 | 09500 @ 0.8592 : 10408

2520 11553 | 09500 : 08592 | 1.0408

3005 1.3972 "'b'.'ééb'()"";""b'.é'éé'z"""5""1'.'02168""

Tabla 5. Datos de la cepa silvestre después del choque frio
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A continuacion se muestra la grafica correspondiente a los datos de la tabla 5.
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Gréfica 13. Crecimiento poblacional de Escherichia coli de la cepa silvestre después del choque frio

Con ésta informacién se propusieron todas las rectas posibles para establecer cudl es la
recta tedrica, comenzando desde el valor menor hasta el mayor de la distribucion, con una variacién
de una décima; se calcularon las distancias de cada recta con su correspondiente punto en la
distribucién, para que con esto, se decidiera cudl es la recta que genera el promedio minimo posible
de distancias entre recta propuesta y distribucion, y asi establecerla como la recta teérica, para que
se propusieran a las rectas limite que servirian de referencia y poder conocer el momento en que la

poblacion se recupera.

Los resultados fueron:

Resumen

Recta Ajustada 0.9500
Desviacion Estandar | 0.0908
Limite Superior ©1.0408
Limite Inferior 0.8592

Tabla 6. Recta 6ptima
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La recta tedrica y sus limites quedaron de la siguiente forma:

D.OC.
20p
1L.ip
L -
- L]
3 N . - -
14""-_ - il y
'_*ti* N he -
L -
----l:|.|||.||I.|||||--|||||.I:-“-:.-u-i:-u-l_-r
2 500 1000 1500 20006 2500 3000 )

Grafica 14. Recta tebrica y sus respectivos limites en el crecimiento poblacional de Escherichia coli de la

cepa silvestre.

Observando asi, que la recuperacion (fz) comenzé al minuto 1475, es decir en 24.58 horas,

como lo indican la gréfica 14 y la tabla 5.

El procedimiento para la cepa modificada fue exactamente el mismo, sin embargo su
recuperacion no fue clara, ya que aparentemente para cuando la cepa comienzé a recuperar la
poblacién, consumié todos los nutrientes y dada la variacion obtenida es requerido realizar este
experimento en mas ocasiones; sin embargo, como lo que se requiere es el tiempo en el que las
dos cepas se comporten lo mas similares posible se tomdé como referencia el tiempo de

aclimatacion de la cepa silvestre, el cual quedo6 en 24:00 hr
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6.3. Fase Ill: Determinacion del efecto de la AFP después de un evento de congelacion.

Previamente se definio el valor al que a las dos cepas se les llevarian a la temperatura de 15°C y

con esto se determin6 en tiempo en el que se alcanzaria dicho valor.

Posteriormente se determiné que el tiempo en el que las cepas permanecerian a 15°C con
la intencién de que la cepa modificada produjera la AFP fue de 24hr.

Con la ultima fase (la cual se explica en la parte de métodos del apartado 4.2.3. Fase Il
Determinacion del efecto de la AFP después de un evento de congelacién), los datos obtenidos a
partir del crecimiento en condiciones ideales después del evento de congelacion, el andlisis es el

siguiente:

Recuperacion después de la congelacién.

Recuperacion Silv

1020 | 1.2401 0.8087
' t
30

Tabla 7. Datos de la cepa silvestre después del choque frio

Como se observa, se procedié de la misma manera en que se hizo para el crecimiento
poblacional a temperatura ambiente, y se hace esto justamente porque se piensa que las
condiciones seran las mismas hasta el momento de regresar a temperatura ambiente. La tabla

correspondiente para el crecimiento de la cepa modificada es:
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Recuperacion Mod

1020 i 0.8874 0.6966

30

Tabla 8. Datos de la cepa modificada después del choque frio

Ademas de observar una diferencia clara visual (Foto 7) entre la cepa silvestre y la cepa
modificada, el analisis mostr6 una gran diferencia en los tipos de crecimiento, debido a que los
factores de crecimiento r, para cada poblacion no son los mismos. En la gréfica 5 (Recuperacion
entre cepa silvestre y la cepa modificada) se observa la diferencia del crecimiento entre la cepa

silvestre efecto de la proteina sobre la bacteria modificada con el gen de la AFP.

Finalmente, para tener mayor evidencia de la diferencia que existe entre ambas cepas, se
calcularon las distancias entre cada punto de distribucién, observando que se encuentran

separadas una de la otra.

Comparacion

0 | 07200 : 0.7200 0.000
730 i 08087 i 06966 | 0412
60 1 07997 ?""d.'ééli? """"" 0.105 |
""" ib'd""l""'i'dé'éé'""?""d.'éé'z'é'""""()'21'di""'
""" 150 | 10523 | 0.6048 | 0448 |
""" 210 . 1.0016 ; 06278 : 0374 |
""" 270110027 106599 10343
1020 | 1.2401 | 0.8874 | 0353 |

Tabla 9. Datos de la cepa silvestre después del choque frio
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VII. Discusioén y conclusiones.
7.1. Discusion

Se puede concluir que efectivamente el crecimiento entre la cepa silvestre y la cepa modificada son
diferentes, sin embargo se esperaba que la cepa modificada tuviese una ventaja en su crecimiento
con respecto a la silvestre, suponiendo que la proteina anticongelante le permitiria una mayor

sobrevivencia ante un evento de congelacion.

Las siguientes dos gréaficas representan el crecimiento de Escherichia coli en diferentes condiciones
ambientales, de la cepa silvestre, es decir sin ser modificada. Y de la cepa modificada, es decir

siendo transformada con el gen de la proteina anticongelante AFP.

Crecimiento de la cepa silvestre de Escherichia coli. (exp. final)
D.O.
20
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0 500 1000 1300 2000 2500 3000

Grafica 14. Experimento final, cepa silvestre de E. coli.

=]
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Crecimiento de la cepa modificada de Escherichia coli. (exp. final)
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Grafica 15. Experimento final, cepa modificada de E. coli.

Pese a que se observd un efecto fisico en el medio de la cepa modificada, ya que
posteriormente de haber sido congelada algunos tubos no se congelaron y otros formaron un
estado “gelatinoso”, como se observa en la foto 7, esto no se vio reflejado en su crecimiento o por lo
menos no de la manera que se suponia. Esto puede deberse al costo-beneficio, al parecer el gasto
energético que le cuesta a la bacteria producir la proteina es demasiado. Sin embargo, un solo
experimento final no es suficiente, quiza con un futuro experimento en donde se le dé a la bacteria
nuevos nutrientes disponibles para su consumo, de manera que pueda ser comparada con la

bacteria silvestre, entonces quiza se pueda observar una ventaja.

Cada objetivo particular fue logrado en ésta tesis, sin embargo, son sélo las bases para
realizar mucho mas trabajo, si se cuenta con un lector mas preciso y las condiciones para realizar
“n” veces el experimento, dado que ya se tiene un modelo que permite predecir el momento que se
necesita alcanzar la D.O. de eleccién, entonces se podrian hacer estudios que nos permitan saber
la adecuacién de la bacteria, jugando con los tiempos de congelacion, llevandolas a un punto critico
en donde la cepa silvestre se vea afectada para entonces comparar el dafio entre ambas cepas y

ver mas claramente el efecto en su supervivencia.

Ademas es importante mencionar que se intenté comprobar la expresion de la proteina (ver
anexo lll), sin embargo no se logré. Considerando que en Escherichia coli no se ha reportado que

contenga moléculas que impidan la congelacion o que al introducir un plasmido en una cepa genere
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el cambio en el estado de congelacién, es decir que interfiera en la formacion de cristales y dado
que es clara la evidencia de este cambio en las cepas modificadas en el Gltimo experimento, en mi
opinién es necesario, en trabajos futuros, repetir por lo menos la comprobacién por medio del gel de
poliacrilamida. Es importante considerar que la proteina es pequefa y que muestra una estabilidad
a 0°C en donde su desnaturalizacién es a un poco més de la temperatura ambiente [5], asi que, un
mal manejo de ésta proteina podria causar su degradacion, ademas seria de gran ayuda considerar
coémo Quian y colaboradores [41] comprobaron la expresion de diversas proteinas por medio de la
clonacion en el vector pCold y repetir al igual que los experimentos que realice un choque frio
cuando DO es igual a k/2 y evitar o mas bien disminuir el efecto del consumo de nutrientes.

Perspectivas.

Es importante comprobar la expresién de la proteina anticongelante y afirmar con toda certeza que
es la responsable del cambio entre los cultivos después de congelarse. En trabajos posteriores
podria realizarse con mayor planeacion la realizacion de la comprobacion de la sobreexpresion por
medio de un gel de poliacrilamida, realizar un gel de poliacrilamida nativo, etc, ademas de realizar

un RT-PCR junto con el andlisis de un Northern Blot.

Como ya lo he mencionado antes, dado que se cuenta con un modelo que predice el crecimiento de
Escherichia coli a 37°C y a 15°C, con la ayuda de aparatos mas preciso y la maquinaria necesaria
para realizar “n” mediciones, se podria aun mas precisar el médelo y poder jugar con las
condiciones de congelacién para poder hacer una comparacion efectiva entre la cepa silvestre y la

modificada y encontrar si existe una ventaja a la bacteria que tenga esta informacion.

Conclusiones especificas
*Al transformar la cepa de E. coli y buscar la expresion de la AFP se observa un efecto fisico, es
decir, existe una diferencia entre cepas (silvestre y modificada) del estado de la materia (del cultivo)

ante un evento de congelacion,

*Al transformar la cepa de E. coli y buscar la expresion de la AFP se observa un efecto cuantitativo,
entre ambas cepas, el cual se ve reflejado en el crecimiento poblacional, por lo que las r de cada

curva son diferentes, reflejando una velocidad de crecimiento diferente.

*Es necesario realizar experimentos posteriores para poder proponer que la AFP le genera una
ventaja a la bacteria en condiciones de congelacion y corroborar que es la responsable dichos

cambios mencionados.
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VIII. Anexos

8.1. Anexo I: Soluciones y Protocolos®

Preparacién de medio LB (Luria Bertani) y SOC

Es importante estar familiarizado con la preparacién de medio liquido Luria Bertani (LB) y SOC, ya
gue los experimentos requieren su utilizacién constante. A continuacion se detalla el método para
preparar 1L de LB 6 SOC.

Utilizar un matraz o vaso de precipitado de 1t y disolver las cantidades de los solutos indicadas en
la parte de abajo para cada medio correspondiente en 500ml de agua desionizada.

e Para una disolucién eficiente utilizar una mosca de agitacion y colocar sobre una
parrilla magnética 5 min aproximadamente hasta observar una mezcla totalmente

homogénea.

1. Aforar en una probeta a un volumen de 1L.
2. Colocar la mezcla en frascos limpios con alicuotas que pueden ser de 250 o menos

dependiendo del la cantidad que requiera nuestro experimento.

a. Cuidar que el volumen que vertimos en el frasco sea menor o igual a la
capacidad total del recipiente ya que al momento de esterilizar el liquido alcanza

su punto de ebullicién con el riesgo de derramarse y perder medio.

3. Poner cinta testigo y cerrar con cuidado de no apretar en exceso ya que al hacer
ebullicion el liquido genera una alta presién con un riesgo de reventar el frasco.

4. Esterilizar 20 minutos a 20 libras de presion.

5. Secar, apretar la rosca y guardar. Los frascos pueden conservarse a temperatura
ambiente o a 4 °C por tiempo indefinido siempre y cuando se encuentren perfectamente
sellados.

> Los protocolos utilizados fueron obtenidos a partir de los protocolos optimizados para el Taller de Biologfa Sintética.
[46, 47]
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Medio Luria Bertani (LB) Medio SOC

Extracto de Levadura 5 g/L Extracto de Levadura 5 g/L
Triptona de Caseina 10 g/L Triptona de Caseina 20 g/L
Cloruro de Sodio 10 g/L Cloruro de Sodio 0.5844 g/L
pH 7.0 Cloruro de potasio 0.1864 g/L

Cloruro de Magnesio 2.033 g/L
Glucosa 3.60032 g/L
pH 7.0

Preparacion de cajas petri con y sin antibiotico

Nota: en el siguiente protocolo se enlistan los pasos para preparar cajas petri con y sin antibiético, la
preparacion de cajas con antibidtico varia en concentraciones dependiendo de las necesidades del
usuario y requerimientos del experimento.

Céalculos para 500ml (tomar en cuenta que cada caja petri tiene una capacidad de 20ml al momento

de hacer los calculos respecto al nUmero de cajas que se desean preparar).

1. Utilizar un vaso de precipitados o matraz de 1t y disolver 12.5gr de LB Broth Miller en 200ml
de agua desionizada.
2. Pesar y adicionar 7.5 gr de agar bacteriologico a la mezcla anterior.

Para una adecuada disolucién utilizar una mosca de agitacion con agar y un vaso de
precipitado, colocar sobre una parrila magnética 5 min aproximadamente hasta

observar que la mezcla sea totalmente homogénea.

3. Antes de esterilizar la mezcla anterior medir en una probeta y hacer alicuotas de 250 ml, esto
es importante para hacer los calculos del antibiético necesario.

4. Esterilizar en autoclave 20 minutos a 20 libras de presion.

Por experiencia, a partir de los 20 minutos de que retiramos del autoclave es posible
adicionar el antibiético y comenzar a llenar las cajas petri, este paso es importante
hacerlo rapido ya que la solucibn comienza a perder temperatura y el agar a
solidificarse, generando grumos.

5. En campana (de preferencia) o en condiciones de esterilidad adicionar el antibittico y

mezclar perfectamente.
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6. Verter la mezcla anterior en cajas petri estériles (usar campana o condiciones de esterilidad

absoluta con mecheros).

Para eliminar las burbujas que se forman al momento de llenar las cajas petri utilizar un

encendedor limpio (se recomienda pasarlo por una toalla o una sanita con alcohol) y

tener mucho cuidado de no tocar el liquido.

7. Dejar secar las cajas abiertas bajo la campana de 30 a 40 minutos hasta observar una

consistencia firme y color opaco; cortar tiras de parafilm de = 10 cm de largo y sellar.

Concentraciones de trabajo para antibiéticos:

Las siguientes columnas presentan ejemplos para concentraciones de antibiéticos, es necesario

entender bien como y cuanto antibiético utilizar tanto para la preparacién de cultivos como para la

preparacion de cajas petri.
Ampicilina

Concentracion Stock: 50mg/ml
Concentracion de trabajo: 100ug/mi

Ejemplo para preparar 30ml

C1lv1=C2Vv2

(500mg/ml) V1 = (100ug/ml) (30ml)

(500mg/ml) V1 = (0.100mg/ml) (30ml)

V1= ((0.200mg/ml) (30ml))/ 500mg/ml

= 0.06ml
= 60ul

Kanamicina

Concentracién Stock: 25mg/ml
Concentracién de trabajo: 35ug/mi

Ejemplo Para preparar 30ml

C1vi=C2vVv2

(25mg/ml) V1 = (35ug/ml) (30ml)

(25mg/ml) V1 = (0.035mg/ml) (30ml)

V1= ((0.035mg/ml)(30ml))/ 25mg/ml

=0.042ml

=42yl

Preparacién de células quimicamente competentes.

La preparacion de células competentes es un paso crucial ya que son el organismo modelo en el cual

trabajamos, aunque la utilizacion de este protocolo no es muy frecuente, es necesario tenerlo bien

montado.

1. Incubar una alicuota de células, en 2 ml de medio LB liquido por 8 horas a 37°C.
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e [a alicuota puede ser un tubo de células DH5a o TOP10, las cuales son cepas de uso

corriente en los experimentos de laboratorio.

2. Con el preindculo incubar 100 mly crecer en agitacion vigorosa a 37°C en promedio tres horas
hasta alcanzar una D.O.g0onm = 0.4

3. Reposar el matraz en agua hielo 10 minutos.

4. Centrifugar 10 minutos a 4°C a 5,000 rpm.

5. Resuspender en 2ml de CaCl, 100Mm / Glicerol 17%.

6. Incubar 4 horas a 37°C en agitacion.

7. Alicuotar de 50ul - 100l en tubos eppendorf, congelar en nitrégeno liquido y guardar a -80°C.

e En caso de no contar con nitrdgeno liquido, colocar un frasco con 50ml de etanol
absoluto a -80°C, el etanol puede congelar las células en un intervalo de tiempo muy
corto; aunque puede ser poco practico, es un recurso eficaz.

8. Para probar la correcta preparacion de las células se debe utilizar el protocolo de

transformacion (se muestra a continuacion), insertando un gen reportero, en nuestro caso se

utilizé una Proteina roja Fluorescente, con resultados positivos.

Transformacion de células competentes por choque térmico.
El protocolo de transformacion es de los mas utilizados en experimentos de biologia sintética, los
pasos deben realizarse en condiciones de esterilidad (usando campana), de no ser posible se deben
colocar mecheros sobre el &rea y trabajar lo mas cerca posible a éstos.

1.- En tubos limpios y estériles colocar una alicuota de 3-4 pl del plasmido a transformar

2.- Dar un spin para bajar cualquier gota que se haya adherido a la pared del tubo.

3.- Descongelar las células competentes.
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e El descongelamiento no debe tomar mas de 10 minutos; para cada ensayo se utiliza una
alicuota, bajo ninguna circunstancia se deben reciclar tubos una vez descongelados ya

gue pierden su capacidad de ser transformadas.

4.- Tomar con una pipeta el contenido total del tubo de células competentes y transferirlo al tubo
que contiene el plasmido, mezclar muy suavemente.
e Tomar en cuenta que las células se encuentran muy maltratadas ya el CaCl2 le hace

hoyos a la membrana por lo que este paso debe ser con mucho cuidado.

5.- Incubar en hielo 20 min.

e Prender el bafio Maria y estabilizar en 42°C.

6.- Someter a choque térmico en el bafio Maria por 50 segundos.
¢ Cuidar que al momento de que los tubos se sumergen en el bafio Maria el agua s6lo
toque la punta sin que llegue a la tapa, evitando el riesgo de que el agua se pueda filtrar,

contaminando el contenido.

7.- Inmediatamente regresar los tubos al hielo y esperar 2 min (choque térmico).
9.- Agregar 300 pl de medio LB estéril y pipetear muy suavemente.

e Este paso también se conoce como recuperacion de células.

10.- Incubar a 37°C con agitacion vigorosa a 150 rpm por 90 minutos.

e Sacar las cajas de refrigeracion para que tomen temperatura ambiente.

11.- Tomar 200 pl con pipeta y sembrar en cajas petri.
e Las cajas de siembra deben haber sido preparadas con las dosis correctas de antibiético,
el agar debe mostrar una consistencia firme, es comun que si las cajas tienen mucho
tiempo en refrigeracién pierdan consistencia, por lo que se deben revisar antes de

comenzar el experimento.

12.- Utilizando un asa de siembra, distribuir de forma homogénea.

Extraccion de plasmido utilizando el método Birnboim.

Antes de comenzar el protocolo es necesario tener tres frascos con stock de las soluciones que se

describen a continuacion, esto permitira que el experimento sea agil y minimizar los errores.
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Soluciones Birnboim.

Solucion I: - Tris 25mM pH8.0, EDTA 10mM pH 8.0, glucosa 50mM.

STOCK Para 10ml 20ml 30ml 40ml 50ml

1.0M Tris 8.0 250ul 500 pl 750 pl 1,000 pl 1,250 pl
0.5M EDTA 8.0 200 ul 400 600 pl 800 ul 1,000 pl
Glucosa. 90mg 180mg 270mg 360mg 450mg

Solucién II: NaOH 0.2 M, SDS 1.0%

STOCK Para 100ml 200ml 300ml 400m| 500ml|
1.0 M NaOH 20ml 40ml 60ml 80ml 100ml
20% SDS 5ml 10ml 15ml 20ml 25ml

Solucién Ill; KOAc 3M, pH 5.5.

Disolver 29.5 gr de acetato de potasio en 40 ml de dH,O, ajustar con &cido acético glacial a pH 5.5,

aforar a 100 ml

Midiprep

Midiprep permite conseguir grandes concentraciones de DNA, es necesario tener disponible una
centrifuga con capacidad para tubos Falcon de 50 y 15ml de preferencia con regulacion de
temperatura que permita enfriar a 4°C.

1. Dejar un in6culo de 12 horas en tubos Falcon de 50 ml. Se recomienda un inéculo de 30 a 35

ml de medio, esto permitird una correcta oxigenacién y un crecimiento 6ptimo.

2. Centrifugar 20 minutos a 4,000 rpm, tirar el sobrenadante y dejar aproximadamente 1ml de

medio en tubo para disolver en vortex.

e Previo a centrifugar es necesario nivelar el peso, utilizando una balanza, se pesan dos
tubos, el que tenga mayor peso es el de referencia, el de menor peso se nivela

utilizando agua ddH,O.
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3. Agregar 3 ml de solucién Birnboim | para disolver en el vortex , pasar la mezcla a tubos de 15

ml y dejar 10 min a temperatura ambiente.

e Ala solucion Birnboim | se le agrega lisozima a una concentracion de 5mg/ml (sélo a la

solucién que en ese momento se vaya a ocupar).

4. Agregar 3ml de solucién Birnboim I, mezclar por inversion 6 veces, incubar en hielo por 10
min.

5. Agregar 3ml de solucién Birnboim Ill, mezclar por inversion 6 veces, incubar en hielo por 10
min.

6. Centrifugar a 4,000 rpm por 20 minutos.
¢ Es muy importante en este paso cuidar que los desechos celulares se encuentren bien
precipitados y firmes en el fondo del tubo, ya que en él se encuentran proteinasas y

DNAsas que pueden dafiar el plasmido.

7. Transferir el sobrenadante a un tubo falcon nuevo y estéril de 15 ml.
e De ser necesario repetir el paso niumero 5 y precipitar nuevamente los desechos
celulares ya que con frecuencia estos no quedan bien asentados en el fondo con un
riesgo potencial de perder DNA.

¢ Si el volumen del sobrenadante es mayor a 7 ml, dispensar en otro tubo, nunca pasar
de un volumen de 7ml.

8. Agregar 1:1 de isopropanol e incubar 1 hora a -20°C.

9. Centrifugar 30 minutos a 4,000 rpm y decantar dejando aproximadamente 500 pl para

despegar la pastilla y transferir a un tubo eppendorf de 1.5 ml

10. Lavar la pastilla con 500pl de etanol al 70% y centrifugar a 15,000 rpm durante 10 minutos.
11. Decantar y secar la pastilla en vacio por 15 minutos a 45 °C

12. Agregar 200 pl de agua inyectable y dejar reposar 30 minutos a 40°C
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e En este paso se recomienda observar la densidad de la pastilla, los 200 pl pueden
incrementarse a 400, incluso 700, si la pastilla es muy visible.
e Para obtener un buen resultado al momento de despegar la pastilla se recomienda

precalentar una alicuota de ddH,O en termoblock a 65 °C por 10 minutos.

13. Resuspender la pastilla utilizando una micropipeta de 1ml.

14. Dependiendo del volumen en que se haya resuspendido y de la marca y las indicaciones del
proveedor variar la cantidad de RNAsa a agregar e incubar a 37°C por 30 minutos.

e En caso de no terminar, los tubos se pueden guardar a -20°C. Al dia siguiente
descongelar y agregar la RNAsa.

Precipitacion de DNA por alcoholes.

Este protocolo se conoce también como limpieza de DNA, se recomienda llevarlo a cabo después de
obtener el plasmido y de manera particular cuando la pastilla se observa muy densa con un color
blanco, esto significa que se encuentra muy cargado de sales.

1. Agregar 1/10 del volumen de acetato de sodio 3M, pH 5.2
e Ejemplo: si el tubo contiene 30ul de plasmido afiadir 3ul de acetato de sodio.
2. Resuspender en vortex.

3. Agregar 2.5 volimenes de etanol absoluto frio.

e Ejemplo: si el tubo contiene 30ul en el volumen inicial afadir 75ul de etanol absoluto
frio.

4. Incubar a -80°C 30 minutos 6 -20°C durante 1 hora.
e Se recomienda incubar durante toda la noche a -20°C.
5. Centrifugar 20 min a 13,000 rpm.

6. Decantar y observar la pastilla, dependiendo de la densidad y tamafio adicionar de 100 a
400ul de etanol al 70 % (lavado)
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7.
8.

9.

Centrifugar 5 minutos a 13,000 rpm
Decantar y secar en termoblock a una temperatura de 65°C

e Se recomienda en este paso secar al vacio utilizando un speedback a 45°C.

Eluir la pastilla dependiendo del tamafio en un volumen de ddH,O que puede ser de 30 a
100ul

Extraccion de DNA a partir de gel de agarosa (extraccion de banda)

Nota: El protocolo que se detalla a continuacién debe ser realizado extremando las medidas de

seguridad, ya que conlleva pasos que pueden ser potencialmente riesgosos si no se adoptan las

medidas de precaucién que se recomiendan.

Existe una amplia oferta de kit's para extraer DNA a partir de gel de agarosa, mas o menos todos

llevan la misma secuencia de pasos, el protocolo que se transcribe a continuacion es el “Gene JET”

de Fermentas, el cual ha arrojado buenos resultados. Al mismo se le han hecho modificaciones y es

un protocolo consenso que permite hacer mas eficiente el proceso y minimizar el riesgo de perder

DNA.

1.

2.

Una vez que hemos terminado la electroforesis y ubicamos la banda de interés en el
transiluminador, procedemos a cortar con una navaja de bisturi, si no tenemos una a la mano
puede funcionar una navaja de rasurar, en cualquier caso debe ser un instrumento limpio y
pasado por alcohol; en este paso se recomienda utilizar doble guante de nitrilo, ya que
estamos manipulando el gel con residuos de bromuro de etidio. Con mucho cuidado
separamos el fragmento de agarosa que contiene el DNA y lo pasamos a un tubo eppendorf
de 1.5ml, este paso debe ser realizado con rapidez ya que en el proceso estamos exponiendo

el DNA a rayos UV lo que puede dafar el material genético.

Tarar el tubo eppendorf para tener Unicamente el peso del fragmento de agarosa, agregamos
un volumen 1:1 de Binding Buffer, por ejemplo si el fragmento de agarosa tiene un peso de

100mg, se adicionan 100 pl de Buffer.

Incubar el tubo en el termoblock a una temperatura entre 50 y 60°C por 10 minutos, en este
lapso de tiempo el gel debe disolverse perfectamente y adoptar un color amarillo pélido, esto

indica que el pH es el 6ptimo. Si el color es anaranjado o violeta quiere decir que el pH es muy
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5.

6.

basico; para corregir esta situacion se debe adicionar 10ul de de acetato de sodio 3M, pH 5.2

y homogenizar cuidadosamente hasta obtener la mezcla en tono amarillo.

El paso que se menciona a continuacion es opcional y sélo debe aplicarse cuando tenemos
fragmentos <500 bp o 210 kilobases
o Si el fragmento es <500 bp adicionar 1:2 volumenes de isopropanol. Por ejemplo si
tenemos 100mg de gel disueltos en 100ul de Binding Buffer adicionar 100 ul de
isopropanol al tubo y mezclar vigorosamente.
¢ Si el fragmento es 210 kilobases adicionar 1:2 volimenes de agua. Por ejemplo 100mg
de gel disueltos en 100 ul de Binding Buffer adicionar 100 ul de agua y mezclar

vigorosamente.

Transferir el contenido de la solucién del paso 3 a una columna de purificacién y centrifugar

por un minuto, descartar los residuos del tubo colector.

Adicionar 700 ul del Buffer de lavado, y centrifugar por un minuto, desechar los residuos

nuevamente del tubo colector y repetir el mismo paso.

En este paso se debe transferir la columna con la membrana a un tubo eppendorf de 1.5 ml
estéril, y eluir con 50 pl del Buffer de elusién o en su defecto ddH,O, cualquiera que sea el
liquido que se seleccione para eluir es necesario precalentar a 65°C por 10 minutos, dejar
caer en el centro de la membrana los 50 pl y reposar 6 minutos. Finalmente centrifugar 2

minutos a velocidad méxima.

Ligacion.

La ligacion es un paso crucial, este protocolo puede cambiar dependiendo del proveedor, se
recomienda leer cuidadosamente la ficha técnica que acompafia el kit antes de hacer el experimento,
el protocolo que se presenta a continuacion se ha probado en multiples ocasiones utilizando el kit T4

DNA Ligasa de Fermentas.

Un punto muy importante antes de realizar la ligacion es contar con un nanodrop que nos permita
tener una referencia exacta sobre las concentraciones que tenemos tanto de vector como de inserto,

de otra forma hay muy pocas posibilidades de que la ligacién tenga un resultado positivo.
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1. Se tomoé una lectura en el nanodrop, el blanco que se utilizé fue agua MiliQ:

Inserto

Gen AFP 19.2ng/ul
Vector
pCold | 23.5ng/ul

2. Se realizaron los siguientes célculos para obtener el volumen en ng/ul que recomienda la hoja
técnica del proveedor, como se detalla a continuacion:
e Concentracion del Inserto =19.2ng/ul
e Tamafio del inserto en pares de bases = 284 pb
e Tamafio del vector en pares de bases = 4,407 pb

e Proporcion que deseo = 1:5 (uno de vector 5 de inserto)

Inserto (19.2 ng/ul) (284pb) = 5452.8 = 1.2373 ng/ul de vector
(4,407 pb) (5) 4,407

e Hacemos el célculo para diluir el vector a 1.2373 ng/pl

Lo tengo Lo quiero

A A
r N7 A
[23.5ng/ul] [?] =  [1.2373ng/pl] [10y]
=0.5265 ul de vector diluido en 10l
e Aforamos 0.5265 pul de vector en 10 pl de ddH,O para dejarlo en una concentracion

final de 1.2373ng/pl, para el mix de ligacion tomo 1 pl de vector

e 0.5265 ng/ ul * 5 =2.6325ng/ ul = 2.6 ng/pl
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e Hacemos el célculo para diluir el inserto a 2.6 ng/ul

Lo tengo Lo quiero

A A
r N A

[19.2ng/ul] [?] =  [2.6ng/ul] [10y]
=1.3711pl del inserto diluido en 10yl

e Aforamos 1.3711ul de inserto en 10 pul de ddH,O para dejarlo en una concentracion

final de 2.6ng/ul, para el mix de ligacion tomo 1 pl de inserto.

Mix de ligacion:

Vector de DNA 1
Inserto 1l
10XT4 Ligasa Buffer 1ul
T4 DNA Ligasa 1ul
DdH,0O 5 pl

Total 10 pl

TBE (Tris/Borate/EDTA) Buffer para electroforesis.

Se recomienda tener siempre un stock de TBE de un litro, el TBE es basico para electroforesis, el
protocolo que se describe a continuacion sirve para preparar un litro a 10X.

e 108 grTRIS

e 55gr de acido bdrico.

e 40 mlde EDTA 0.5M pH 8.0.

o EIEDTA se prepara de la siguiente forma: 9.3 gr de EDTA disddico, aforar 1L dH,0O,
ajustar a pH 8.0
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8.2. Anexo Il: Modelo

DINAMICA POBLACIONAL

Mario Sdnchez Dominguez [48].

Si P(t) es el tamafio de una poblacion al tiempo ¢, el modelo de crecimiento exponencial
comienza suponiendo que dP(t) /dt = kP(t), para cierta k = 0. En este modelo, la tasa relativa de
crecimiento definida por

dP(t) fdt
P(t)
es una constante k. Es dificil encontrar casos reales de un crecimiento exponencial durante largos
periodos, porque en cierto momento los recursos limitados del ambiente ejerceran restricciones sobre
el crecimiento de la poblaciéon. Por lo que para otros modelos, se puede esperar que la razén
decrezca conforme la poblacién Fi{#) aumenta de tamafio.
La hipotesis de que la tasa con que crece (0 decrece) una poblacion, sélo depende del

namero presente F(t) y no de mecanismos dependientes del tiempo, se puede enuncia como:

o también como:

Esta ecuacion diferencial, que se adopta en muchos modelos de poblaciéon de animales, se
llama hip6tesis de dependencia de densidad.

Suponga que un medio ambiente es capaz de sostener como maximo, una cantidad K
determinada de individuos en una poblacion. La cantidad K se llama capacidad de sustento del

ambiente. Asi, para la funcion f en la ecuacion diferencial, se tiene que F(K) =0y Fl0) =r
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gt
0

La hipétesis mas sencilla es que la funcion f es lineal, es decir
f:P:' = C-]_P + Ca

y si ahora aplicamos las condiciones f{K) =0y f{0) = r, tenemos que:

0=Ff(K)=qK+cr=f(0) =0+ c,

esto implica que
r=g0=qK+r

por lo tanto
. T
(F)=—=P+r
fiF) w
entonces
(P) "p
(P) =r——
f(P) %

y con esto, la ecuacion diferencial queda:

a7 P " p)
2 _plr=—=—

dt K /
Uno de los métodos para resolver la ecuaciéon diferencial es por separacién de variables. Si

consideramos o =Yy b =r/K y descomponemos el lado izquierdo de

ar
P(v—%m_m
se obtiene
1 b
(£+ a )dP=dt£]n|P|—£]n|a—bP|=t+c]n ? =at + ac il = et
P a—bP a a a— bP a—b

y despejando:
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. acye acy
Pit)

14+ bey e bey +e78F

Si P(0)=F, y Py=a/b, encontramos que c¢; = Pybla— bP,) y asi, sustituyendo y

simplificando, la solucién se convierte en

B(e) alPy
Vi) = - —
= Py + (a — bPy)e =
0 en otras palabras
Foy T"Pc.
PI"E)I - T"PE. T"PE.

= T (’r - TJ exp (—rt)

Teniendo de esta manera, la solucion de la ecuacién diferencial.

A ésta funcion, se le conoce como funcién logistica, en donde su gréafica muestra claramente
el comportamiento que tendria el crecimiento de una poblacion sujeta a restricciones.
~P

o
o~

Comportamiento de F{t]. El punto de inflexion se obtiene calculando la segunda derivada de
la funcién e igualando con cero.
d:p dP dP .

/ dP - “ - I, - " '\ A
= P[—af) +(a—bP)—=—(a — 2dP) = P(a — bP)(a— 2bP) = 2b2P (P — ) (P -
ar= \ art

dt  dt bt 2b/



Entonces, igualando esto con cero, obtenemos:

Esto significa, que cuando la poblacion lleva la mitad de la capacidad de sustento, es cuando
las restricciones del medio ambiente comienzan a causar efecto sobre el crecimiento, antes que eso

el crecimiento es exponencial.

Ahora bien, para calcular el tiempo en el que se llega a K/2, se iguala P(t) = K/2 y se

despeja t, obteniendo asi la siguiente formula

Y por ultimo, el factor de proporcionalidad entre la poblacion inicial y la velocidad de

crecimiento de poblacién, se obtiene con la formula:

donde P, es la poblacion al tiempo ;.
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8.3 Anexo lll: Primer intento por comprobar la expresion

Se realiz6 un intento por demostrar la expresion de la proteina AFP, para esto se dejé un
cultivo en 4ml de SOC, tanto para la cepa silvestre como para la modificada durante 17hr,
posteriormente se agregd 1ml de SOC para agregar nutrientes e IPTG 1mM. Se llevé a un choque
frio dejandolo 24 hr. Posteriormente se centrifugé en alicuotas de 2ml y se disolvié la pastilla en
buffer carga para lisar las células sonicando, hirviendo y congelando.

El tamano de la AFP es menor a los 10kDa.

El gel tefiido con azul de Coomassie es el siguiente:

i

———— - e -

Foto 8. Gel de poliacrilamida como resultado de la electroforesis.

El primer carril es el marcador, los siguientes son las muestras, divididas en 3 grupos de 3, el primer grupo de
células fue lisado hirviendo en buffer de lisis, las siguientes 3 muestras fueron sonicadas y el ultimo grupo fue
congelado 1 hr y posteriormente descongelado. El 1er carril de cada grupo consta las células sin transformar,
los 2dos y 3ros carriles son cepas transformadas con la ligacién, El protocolo empleado se encuentra descrito

en el libro de Protocolos en Biologia Molecular de Maniatis [46].
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