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1. Resumen
En este trabajo se desarrollaron nuevos sistemas termo-inducibles inspirados en el sistema
clasico de termo-induccion de Escherichia coli que emplea los promotores Pg y P, del
bacteriofago lambda y una mutante termosensible del represor Acl. Los sistemas se
disefiaron como redes de regulacién genética, de tal forma que en las construcciones se
incluyeron secuencias reguladoras y secuencias codificantes que ejercen algun tipo de
control sobre la misma construccion, la aproximacion esta inspirada en la biologia sintética

y se emplearon estdndares de esta naciente disciplina.

El sistema de termo-induccion (STI) para produccion de proteinas recombinantes suele
utilizarse en la industria bio-farmacedtica como plataforma tecnoldégica —el 30% de la
produccion mundial se basa en ella (Huang et al., 2012; Overton, 2013) —. A pesar de que el
STI ha probado su utilidad existen claras oportunidades de optimizacion, la mas evidente:
minimizar que el impacto del incremento de temperatura —a 42°C para producir la proteina

de interés— tiene en las células y la productividad.

Para lograr lo anterior, se disefiaron, construyeron tres redes de regulacion que se
nombraron: i) clasica, ii) inducible por pulso vy iii) heredable, todas basadas en estandares
de biologia sintética. Se evaluaron en las cepas DHS5a, comunmente utilizada para
clonaciéon y W3110, considerada una cepa silvestre. Ambas tienen su origen en la cepa K-
12 pero difieren, entre otras cosas, en la funcionalidad del gen RecA, que en W3110 no

tiene alteracion reportada mientras que en DH5a esta mutado.

La red clasica se disefio para comportarse del mismo modo que el STI clasico: se cloné la
proteina mRFP rio abajo del promotor Pr del bacteriofago lambda y su expresion se

controlé exclusivamente con el represor termosensible AcI®’; del STI clasico se

1



construyeron dos versiones, una en la que es imprescindible que la secuencia codificante
del represor se encuentre en el genoma de la bacteria y otra que puede usarse en cualquier
cepa de E. coli pues el plasmido lleva consigo la secuencia del represor. Para construir el
segundo se gener6 una nueva bioparte estandar clonando el represor a partir del genoma de

la cepa 53606 de E.coli.

La red inducible por un pulso de temperatura se disefid de manera que al iniciar la
produccion de la proteina de interés se reprimiera la transcripcion de la secuencia

codificante del represor AcI®’

, para ello se colocd la secuencia codificante de este represor
rio abajo del promotor P+ y la proteina represora Tetg rio abajo del promotor Pr. De esta
red se construyeron tres versiones: i) con los promotores en el mismo sentido de
transcripcion —convergente—, 2) con los promotores en sentidos de transcripcion opuestos —
divergente— y iii) con los promotores en sentidos de transcripcion opuestos y con una

etiqueta de degradacion en el represor AcI®*’

La red heredable se disefi6 para que, el incremento de temperatura en el cultivo fuera breve
e indujera un evento de recombinacién que eliminaria la necesidad de mantener la
temperatura elevada. Para ello, rio abajo de un promotor constitutivo se cloné la secuencia
invertida de la proteina de interés que ademas se flanque6 con los sitios de reconocimiento
de la recombinasa gp35 del micobacteriofago Bxbl mientras que la recombinasa se clono

bajo el promotor Pg.

Durante la evaluacion de las construcciones se encontro, a diferencia de lo esperado, que al
inducir por dos horas las cepas control y bajar de nuevo la temperatura a 30°C, la
produccidn de proteina recombinante continda, incluso en algunos casos es posible alcanzar

el méximo de produccion de proteina recombinante.



Por otra parte, al comparar las redes convergente y divergente, se encontrd que la
orientacion de los promotores fue suficiente para obtener control estricto sobre la
produccion de proteina recombinante —fluorescencia no detectable— o tener produccion

basal.

Ademas, al comparar las redes construidas en las dos cepas de E. coli se encontrd que a
pesar de existir diferencias en los valores puntuales de fluorescencia, la proporcion se
mantenia en ambas cepas, es decir, ambas cepas —cultivadas bajo las mismas condiciones—

alcanzaban el 90% de la fluorescencia maxima en el mismo periodo de tiempo.

Del trabajo realizado se concluy6 que la orientacion de los promotores tiene impacto en el
control de un promotor termo-inducible, la proporcion de produccién de proteina
recombinante es constante en dos cepas con genotipos distintos derivadas de E. coli K-12 y
que es posible, bajo algunas condiciones obtener el maximo de fluorescencia en una cepa

termo-inducible con una induccion de dos horas.



2. Introduccion
La produccién de medicamentos biotecnoldgicos ha incrementado a nivel internacional de
manera rapida y constante. En 2012, representd un mercado de 140 mil millones de délares
(Langer, 2012), de los cuales 100 mil millones provienen de proteinas recombinantes y
anticuerpos monoclonales, se estima que al menos el 30% de estos se produce en
Escherichia coli (Huang et al., 2012; Overton, 2013). A pesar del claro incremento del uso
de eucariontes como plataforma de produccion, el futuro de E. coli es promisorio, ya que el
29% de los biofarmacéuticos aprobados en Estados Unidos y la Unidn Europea en el

periodo 2010 — 2014 se producen en este organismo (Walsh, 2014).

El principio activo de la mayoria de los farmacéuticos biotecnoldgicos producidos en
bacterias es una proteina recombinante y su fabricacion se puede clasificar, en funcion del
modo de expresion del gen heterélogo, en constitutiva o inducible. Entre los diversos
sistemas inducibles, el térmico es uno de los de mayor uso (Makrides, 1996) ya que no
requiere el suministro de agentes quimicos costosos que ademas son toxicos al hospedero y
al consumidor final. Es de resaltar que el control de la fase de produccion de la proteina
recombinante por induccion térmica se puede realizar de manera sencilla y precisa (Huang
et al., 2012) y no existe riesgo de contaminacion pues no requiere la adicion de compuestos

exogenos.

El sistema tradicional de termo induccidn tiene, al menos, dos etapas en el cultivo: i) una
fase de proliferacion celular a baja temperatura (alrededor de 30°C) para evitar la expresion
basal de la proteina de interés y ii) una fase de induccién y produccién de la proteina
recombinante a temperatura alta, generalmente mayor a 37°C. En esta segunda fase la

temperatura es sub-Optima para el crecimiento bacteriano, ademés de que durante la



induccion la célula puede experimentar un choque térmico que provoca cambios
metabdlicos detrimentales que resultan en grandes demandas energéticas, merma en la
velocidad especifica de crecimiento y plegamiento deficiente de la proteina recombinante
(Valdez-Cruz et al., 2011). Todo lo anterior causa pérdidas en productividad y calidad de la

proteina de interés.

Para minimizar las desventajas del sistema de termo-induccion (STI) se han probado
diversas estrategias (Valdez-Cruz et al., 2010). El presente proyecto utiliza técnicas de
biologia molecular de un campo novedoso y en crecimiento, que comenzé a diferenciarse
en el afio 2000, con las publicaciones de Elowitz y Leibler quienes construyeron un circuito
genético capaz de oscilar en tres estados distintos. En ese mismo afio Cameron y
colaboradores construyeron otro circuito que puede transitar en dos estados estables
distintos en respuesta a dos sefiales externas. Los anteriores fueron los primeros circuitos

genéticos (Cameron et al., 2014).

En el presente proyecto se disefiaron sistemas termo-inducibles (STIs) con el objetivo de
mantener las ventajas del tradicional y minimizar sus desventajas. Se utilizaron técnicas
basadas en biologia sintética con el objetivo de construir STIs responsivos a la elevacion
momentanea de la temperatura del cultivo y que fueran capaces de continuar la produccion

de proteina recombinante aun después de bajar la temperatura.

Las construcciones se probaron en dos cepas de E.coli: DH5a, utilizada ampliamente en

clonacion y W3110.



3. Antecedentes

3.1. Biopartes estandar
Fueron disefiadas con el objetivo de minimizar la cantidad de enzimas utilizadas durante la

construccion de redes de regulacion genética y asi simplificar el proceso, de forma tal que
las regiones necesarias para las construcciones genéticas pudieran ser separadas en
unidades funcionales (i.e. biopartes) con la caracteristica de poder insertarse rio arriba o rio
abajo mediante un proceso completamente independiente de la naturaleza de la bioparte
(i.e. estandarizacién). Constan (Figura 1) de una secuencia de interés flanqueada rio arriba
por sitios de restriccion EcoRI y Xbal (prefijo) y rio abajo por sitios de restriccion Spel y
Pstl (sufijo), la secuencia de interés. Los plasmidos empleados deben estar libres de tales
sitios de restriccion. Ademas en la mayoria de las biopartes se ha homologado el codon de
paro a dos codones “TAA” —de modo que la secuencia queda como TAATAA- (Knight,
2003). Existe un catalogo de partes disponible al publico y que estd sostenido por la
International Genetically Engineered Machines (iGEM) Foundation (iGEM foundation,
2004), una organizacion sin fines de lucro dedicada a la difusion de la biologia sintética a
través de un concurso anual de estudiantes de licenciatura. Asi, cada bioparte tiene un

numero de catalogo Unico en la coleccion del iIGEM.

Prefiijo Sufijo
5’ --gca GAATTC GCGGCCGC T TETAGA G --insert-— T A:CTAGT A GCGGCCG CTGCAG gct—-
--cgt CTTAAG CGCCGGCG A ACATCr € ---------- A TGETCA T CGCCGGC GACGTC cga--
EcoRI  NotI Xbal Spel’ Notl PstI

Figura 1. Esquema de una bioparte estandar, las lineas punteadas sefialan el sitio de corte de las enzimas Xbal y Spel,
adaptado de Knight, 2003.



Simbologia

La representacion grafica de las redes de regulacion genética (RRG) esta en proceso de
estandarizacion, actualmente la version 2.0.0 del lenguaje abierto de biologia sintética —
SBOL por sus siglas en inglés— es la simbologia mas usada (Quinn et al., 2015), los

simbolos utilizados en este trabajo y su significado se pueden consultar en la Figura 2.

| ; promotor ? elemento de estabilidad de proteinas
> secuencia codificante | terminador transcripcional
(" sitio de unién a ribosomas —=> Sitio de union de oligo

Figura 2. Simbologfa utilizada en este trabajo, basada en (Quinn et al., 2015)

3.2.Diseflo de redes de RRG
La biologia sintética hace uso de abstracciones para llevar a cabo el disefio de RRG. La
técnica consiste en definir la RRG desde lo general hasta lo particular. Se parte de la
descripcion de lo que se desea realizar sin especificar detalles, en los pasos sucesivos el
disefio se divide en partes mas pequefias y el nivel de detalle incrementa conforme se

avanza en el proceso hasta finalizar en la construccion fisica.
Hay tres niveles de abstraccion en este disefio (Figura 3):

i) Especificacion del sistema



Se describe Unicamente lo que se quiere lograr, sin detallar ningin componente o parte de
la construccidon. Por ejemplo: se requiere un sistema o RRG capaz de reconocer y destruir

células HelLa®.

i) Especificacion a nivel de redes

Esta se puede dividir en los siguientes pasos:

a) Descomposicion del sistema

Con la finalidad de simplificarla, la RRG puede dividirse jerarquicamente en modulos
pequefios y manejables, cada uno de ellos cumple una funcién y puede ser construido y
analizado por separado Y, en algunos casos, reutilizado en otras RRG. Siguiendo el ejemplo

anterior, se necesita que el sistema sea capaz de:

e Unirse a la membrana de la célula cancerigena
e Invadir la célula
e Reconocer la célula cancerigena

e Destruir la célula

Cada uno de estos modulos puede ser descrito con mayor detalle. Hasta ahora Unicamente
se ha dividido la RRG en sus partes esenciales, en problemas mas pequefios que pueden ser
abordados por separado. Siguiendo el ejemplo, para reconocer a la célula cancerigena, el
sistema debe reconocer la sobreexpresion de dos miRNA y la ausencia de tres. Esto altimo

es Unicamente la descripcién mas detallada de ese médulo en particular.

! El ejemplo esta inspirado en la publicacion de Xie et al. 2011



b) Planteamiento de la interaccion del sistema

Cuando el detalle de los modulos esta terminado se pueden describir sus interacciones. En
el caso del reconocimiento de las células se puede describir ahora con operadores 16gicos,
de forma que aun siendo una descripcion general tiene el suficiente detalle para iniciar

simulaciones y predicciones someras.

Es importante resaltar que hasta ahora no se han decidido las partes que conformaran la
RRG, es decir se desconocen los promotores, represores, sitios de unién a ribosomas (SUR)
y cualquier otra secuencia a utilizar. El objetivo hasta ahora es la descripcion cada vez mas
detallada del sistema sin comprometer el uso de una u otra secuencia y que permita hacer
simulaciones o predicciones que alimenten el disefio, de modo que este pueda modificarse

antes de su construccion.

iii) Descripcidn fisica
Con el funcionamiento general y las interacciones descritas y analizadas se pueden tomar
decisiones mas acertadas sobre las secuencias a utilizar. Asi en esta etapa se deciden las
secuencias o partes que se utilizaran. Es preferible usar aquellas que estén bien descritas y

caracterizadas en el contexto de interés, de lo contrario se identifican las que no lo estén y

se caracterizan.

En este paso se describen detalladamente todas y cada una de las secuencias a utilizar. Con
ello podemos hacer predicciones mucho mas acertadas que en la etapa anterior, por eso €s
importante la caracterizacién. Este es el ultimo paso del disefio. Terminada la optimizacion

de las secuencias en este nivel se procede a la construccion.
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Figura 3. Diagrama de disefio de RRG. Esta dividido en tres niveles de abstraccién, en el primero se define la funcién
general sin detalle alguno, en el segundo se definen los médulos y se pueden plantear circuitos de regulaciéon con
operadores légicos, en el tercero finalmente se definen las secuencias a utilizar. El detalle del modelo y la capacidad de
prediccion incrementan conforme se avanza en el disefio, la abstraccion es mayor al principio y disminuye en los
siguientes pasos.

La visualizacién de los sistemas bioldgicos como entidades programables a través de la
construccion de circuitos y redes Idgicas ha permitido la elaboracion, entre otros sistemas,
de los llamados toggle switch (Gardner et al., 2000) y represilator (Elowitz & Leibler,
2000) que marcan un hito por ser los primeros circuitos genéticos construidos que ademas
hacen hincapié en su parecido con circuitos 1dgicos. Se ha demostrado ampliamente (Khalil
& Collins, 2010) la posibilidad de conferir nuevas funciones a una célula a partir del
ensamblaje de entidades discretas de la maquinaria transcripcional o traduccional en

circuitos novedosos de regulacion y expresion.

Realizar tales disefios bajo un sistema estandarizado facilita su uso y diseminacién como
nuevas herramientas funcionales. La versatilidad y facilidad de uso en los casos en los que
se requiere usar el mismo sistema de expresion para distintas proteinas es de interés en

distintos campos, desde la bio-farmacéutica hasta la investigacion.

10



3.3.Uso de recombinasas en biologia sintética
Se han construido circuitos que tienen comportamientos analogos a operadores l6gicos. Por
ejemplo, Siuti et al., (2000) utilizaron una recombinasa para inducir un cambio en el
fenotipo del hospedero, que se heredé por lo menos durante 90 generaciones. Las
recombinasas utilizadas fueron de la subfamila de las serinas, que actlan en sitios de
reconocimiento que difieren entre ellos (attB y attP), y que después de la recombinacion se
generan dos sitios hibridos (attL y attR) que no son reconocidos por la enzima. La reversién

del cambio solamente es posible en presencia de una excisionasa (Wang et al., 2011).

Las recombinasas sitio especificas fueron descubiertas en bacterias y levaduras con algunas
funciones bioldgicas claras, entre ellas la integracion de bacteri6fagos en el genoma (Wang
et al., 2011). En su definicion més estricta la recombinacion sitio-especifica involucra dos
hebras de ADN y una enzima especializada que reconoce los sitios y rompe y vuelve a unir
las hebras de ADN (Grindley et al., 2006). Este proceso no requiere energia para realizarse
y en funcion de la orientacion de los sitios de reconocimiento, la recombinacion puede
tener tres posibles resultados: escision, integracién, o inversion. El proceso puede o0 no ser

reversible.

Las recombinasas se dividen en dos familias (Figura 4) en funcién de la cadena lateral que
recibe un grupo fosfato del ADN durante su rompimiento: puede ser un residuo de serina o

de tirosina (Grindley et al., 2006).
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Recombinasas

Familia - .

o Familia serina

tirosina

| I
[ ] [ |

Bidireccional Unidireccional Pequefias Grandes
Escision Escision Solo Escisidon
reversible, irreversible, escision irreversible,
inversion e inversion e reversible inversion e
integracion integracion integracion
Sitios att Sitios att Sitios att Sitios att
idénticos distintos idénticos distintos

Figura 4. Clasificacion de recombinasas. Los recuadros abajo del diagrama sefialan algunas caracteristicas importantes.
Adaptado de Wang et al. 2011

Las recombinasas unidireccionales de la familia de la tirosina utilizan sitios de
reconocimiento de ~250 pb y requieren que el hospedero exprese algunos factores de
recombinacion. Contrariamente, las de la familia de la serina requieren sitios de menos de
50 pb, no necesitan ningln factor codificado por el hospedero y la direccionalidad se define
unicamente por la orientacion de las secuencias de reconocimiento (Singh et al., 2013). Por

esta razon son preferidas en el disefio de RRG.

3.4.Uso de etiquetas de degradacidén en biologia sintética
Para modificar los tiempos de respuesta de las RRG suelen utilizarse secuencias que
estabilizan o desestabilizan proteinas o transcritos. Diversos autores han utilizado etiquetas
de degradacion de proteinas para ajustar la respuesta de osciladores genéticos (Elowitz &
Leibler, 2000; Stricker et al., 2008). Uno de ellos es el sistema SsrA-SmpB que es
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responsable de liberar a los ribosomas que se atoran agregando un oligo-péptido a la
proteina naciente (Karzai et al., 2000). El péptido funciona como una etiqueta que es
reconocida por las proteasas ClpXP (con el adaptador proteolitico SspB como intermediario
prescindible), CIpAP, Lon y FtsH (Keiler, 2008). La secuencia consenso del péptido es
AANDENYALAA vy se ha demostrado que esta secuencia puede disminuir la vida media

de la proteina verde fluorescente a 30 — 40 min (Andersen et al., 1998).

3.5.Sistemas de expresion empleados en la produccién de proteina recombinante

en procariontes
Existen diversas plataformas tecnoldgicas para la produccion de proteinas recombinantes,
Escherichia coli es una de las méas utilizadas. Se estima que el 30% de la produccion
mundial de biofarmacos se realiza en ella (Spadiut et al., 2014). La coleccion de promotores
disponibles en E. coli se puede separar en inducibles y constitutivos; esto en funcion del

control que ejerzan sobre las secuencias codificantes (Palomares et al., 2004).

Los promotores constitutivos se prefieren cuando la produccion de la proteina
recombinante es éptima bajo las mismas condiciones de crecimiento celular, no es téxica
para la célula y representa solamente una baja carga metabdlica al hospedero. De lo
contrario se prefieren los promotores inducibles con los cuales se establece primero una

fase de crecimiento celular, seguida de una fase de produccion de proteina recombinante.

Debe tenerse en cuenta que a escala industrial la induccion debe ser simple, econémica,
eficiente, con poco o nulo efecto sobre la viabilidad celular y la produccion de proteina
recombinante. Ademas, las operaciones de purificacion deben permanecer sin afectacion y

los residuos del proceso deben ser inocuos para el medio ambiente (Palomares et al., 2004).
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Adicionalmente, los promotores deben ser fuertemente regulados y con baja expresion

basal (Terpe, 2006).

El estimulo necesario para la induccién dependerd de la naturaleza del promotor. En
general un promotor tiene sitios operadores que son reconocidos por proteinas que pueden
funcionar como represores o activadores. Las moléculas activadoras pueden unirse a los
operadores y coadyuvar en la transcripcion o pueden forzar la separacion de un represor del

sitio operador.

Sistemas inducibles por medios quimicos

Basados en el operdn Lac

El operdn de Lac codifica para tres proteinas responsables del metabolismo de lactosa para
su transformacion en glucosa y galactosa. Normalmente esta regulado por el represor lac,
producto de del gen Lacl. Cuando hay lactosa en el medio se metaboliza en alolactosa, esta
se une al represor y ocurre la transcripcion. También es dependiente de AMP ciclico
(AMPc). Cuando los niveles de glucosa son muy bajos se incrementan los niveles de
AMPc, este a su vez se une a la proteina activadora de catabolitos (CAP por sus siglas en
inglés), incrementandose la afinidad de la ARN polimerasa (ARNp) al promotor (Donovan

etal., 1996).

En la produccion de proteinas recombinantes (PR) se utiliza un inductor analogo no
metabolizable de lactosa, el IPTG. Sin embargo, este sistema suele tener expresion basal
pues el represor se une solo momentaneamente al promotor. Existen variaciones del
sistema, que son construcciones sintéticas, algunas tienen combinaciones de regiones

operadoras de otros promotores. Entre ellas tenemos los sistemas: LacUV5, que reduce la
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dependencia de la regulacion catabdlica; Trc y Tac, que tienen regiones de los promotores
Trp y Lac y son 10 veces mas fuertes que LacUV5; T7/lac, que utiliza una combinacién del
promotor del fago T7, cuya secuencia solo es reconocida por la ARNp del fago T7 (la
secuencia codificante de esta Ultima se coloca bajo una variante del promotor Lac)

(Donovan et al., 1996; Terpe, 2006).

Basados en ArapBAD

Codifica las proteinas que llevan a cabo el metabolismo de arabinosa. En este caso el
represor AraC en ausencia de arabinosa promueve la formacion de una horquilla que vuelve
inaccesible al promotor de los genes estructurales (Pgap), regulando también su expresion.
Cuando en el medio hay arabinosa esta se une al represor y provoca un cambio
conformacional. AraC entonces funciona como activador y promueve la unién de la ARNp
al promotor Pgap, Sin embargo se necesita la union de CAP para que la induccion sea

completa. El sistema tiene expresion basal (Terpe, 2006).
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Basados en el operon Tet

Confiere resistencia a tetraciclina, originalmente ubicado en el transposén tnl0.
Normalmente el promotor Pre €S reprimido por el represor TetR, el cual tiene alta afinidad
a tetraciclina y en su presencia se une a ella y se separa del promotor. Esto permite la
expresion de TetA, un antitransportador dependiente de protones (Bertram & Hillen, 2008).
Durante la produccion basada en el sistema Tet se usan inductores analogos como
anhidrotetraciclina, cuya afinidad es 35 veces mayor y su actividad antimicrobiana es 100
veces menor. La expresion basal es menor que en otros sistemas inducibles (Bertram &

Hillen, 2008; Terpe, 2006).

Basados en el agotamiento de nutrientes

Agotamiento de fosfatos

El promotor phoA forma parte del regulén PHO que incluye al menos 31 genes que son
regulados por la concentracion extracelular de fosfatos, especificamente se inducen con el
agotamiento del nutriente. La sefializacion se da en un sistema de dos componentes, la
proteina sensora PhoR se autofosforila y transfiere después el fosfato al regulador de
respuesta PhoB, el cual activa la transcripcion de los genes del regulon (Wanner, 1993). En
los sistemas utilizados en fermentaciones se ha mutado el gen del represor phoB para
activar la transcripcion cuando la concentracion de fosfatos es menor a 1mM (Neubauer &

Wirten 2001).
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Basados en cambios fisicoquimicos

Basados en cambios de pH

Desde 1940 se sabe que la sintesis de aminoacido descarboxilasas es dependiente de pH. En
el sistema propuesto por Tolentino et al. (1992) se utiliza la regién reguladora del gen cadA
que codifica para lisina descarboxilasa. En un trabajo posterior se afiadié a la construccion
el gen cadC. Este codifica para un factor transcripcional que mejora dramaticamente la
produccion de proteina recombinante al usar este sistema (Chou et al., 1995). El cultivo se
crece en un pH entre 7 — 8 y se induce entre 5.5 — 6, sin embargo hay expresion basal aln a

pH 8.

Basados en la concentracion de oxigeno disuelto

Existen sistemas de induccion activados ya sea con bajos o altos niveles de oxigeno
disuelto. ElI promotor de la nitrito reducatasa nirB se utiliza en anaerobiosis parcial o
estricta, mientras que la region reguladora del operon de la piruvato-formato liasa (pfl) es
inducible en anaerobiosis aunque la expresion basal es alta (Schmidt, 2004). En el otro
extremo, el promotor del regulén SoxRS se utiliza para inducir la expresion de proteina
recombinante a una concentracion de oxigeno disuelto de 300% con respecto al valor de

saturacion (Baez et al., 2014).

Choque térmico

Bajas temperaturas

Se ha utilizado el promotor de la proteina CspA —la proteina de respuesta a choque frio mas
abundante— para inducir la produccion de proteinas recombinantes a 15°C (Neubauer &

Winter, 2003).
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Altas temperaturas

Una variante termosensible del represor Acl del bacteriofago lambda se utiliza en el control
de este sistema. El represor se une a los promotores Pg 0 P, con gran afinidad, sin embargo
es posible liberarlos elevando la temperatura por encima de 37°C. Este sistema tiene la

ventaja de que la expresion basal es baja (Jajesniak & Seng Wong, 2015).

Cada uno de los sistemas descritos anteriormente tiene ventajas y desventajas inherentes al
modo de induccion. En general los sistemas que requieren adicion de algun compuesto
quimico, como triptéfano, arabinosa o IPTG, acarrean complicaciones a escalas
industriales, entre ellas: riesgos de contaminacion al producto, riesgos al operador por el
manejo de productos toxicos —se ha reportado que el IPTG es toxico (Donovan et al.,
1996)-, riesgos para el consumidor final y al ambiente, ademas se debe agregar una etapa al
proceso de purificacion ya que es imprescindible asegurar la remocién total del compuesto
quimico por ejemplo en cuanto a los riesgos fisicos para el operador esto puede ocurrir por
el manejo de grandes cantidades de polvo. Incluso los costos podrian ser restrictivos para
procesos cuyo margen de ganancia sea bajo. Retomando el ejemplo de arabinosa, para un
volumen de 1,000 litros, su costo —s6lo como materia prima— seria de $250,000 MXN o,
tratandose de IPTG (1mM concentracion final) costaria $180,000 MXN. Estos son
Unicamente los costos y riesgos directos, sin embargo para un analisis completo hay que
considerar los costos en tiempo, horas hombre, espacio fisico y transporte asociados al
mantenimiento y control de inventarios de la materia prima. Los sistemas que requieren
agotamiento de nutrientes tienen el inconveniente de requerir con formulaciones precisas
del medio de cultivo y poca caracterizacion de los promotores. En la induccion por pH hay

que lidiar con expresion basal e incluso con heterogeneidades de pH en el punto de adicion
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de acido o base usado para el control de esa variable. En lo que respecta a oxigeno disuelto,
el reto depende del volumen de cultivo, Elevar la concentracion de oxigeno disuelto puede
llegar a ser complicado en cultivos de alta densidad celular; acercarse a anaerobiosis seria
mas sencillo sin embargo va en detrimento de la célula. En todos los casos, incluidos los de
induccion térmica, el estrés que provoca la induccién también implica carga metabdlica al

hospedero, la cual tendria también que considerarse.

3.6.Sistema de expresion termoinducible

Sistema natural del fago lambda
Durante su ciclo de vida, el bacteriofago lambda puede permanecer como profago en fase
lisogénica dentro del hospedero o eventualmente, bajo condiciones de estrés, iniciar su fase
litica. EI cambio de fase esta mediado por los reguladores transcripcionales Acl y Cro
(Dodd et al., 2005). El represor Acl es una proteina de 236 aminoacidos que se pliega en dos
dominios (amino y carboxilo) unidos por una hebra (linker) de 40 aminoéacidos, la proteina
forma homodimeros por interacciones entre los dominios carboxilo. Por otra parte, Cro
estd compuesta por 66 aminoacidos que se pliegan en un dominio Unico. Ambos

reguladores se unen a los mismos operadores pero con distintas afinidades.

El represor Acl cumple dos funciones, mantiene la fase lisogénica y auto regula su
expresion, promoviéndola o previniéndola (Figura 5). Durante la fase lisogénica, el represor
forma homodimeros que se unen por su dominio amino a los operadores 1 y 2 de los
pomotores Pgr y P.. La proximidad de los dimeros permite que estos interactien por su
dominio carboxilo y formen tetrdmeros, lo que hace mas estable la represion de los
promotres de la fase litica. Cuando la subunidad sigma se une a la region -35 del promotor

Prm hace contacto con el dominio amino del represor méas cercano en Og2. Esto promueve
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la transcripcion de los genes bajo Pry, promoviendo asi la expresion de Acl. Sin embargo,
una vez que se alcanzan altas concentraciones del represor este se une también al tercer
operador (Dodd et al., 2005). Los represores en cada region reguladora interactian y
provocan la formacion de un asa en las regiones codificantes de Pgry reprimiendo asi la
transcripcion del gen Ac (Dodd et al., 2005; Ptashne, 2004). Se estima que en una célula
lisogénica alrededor del 95% de la moléculas de represor se encuentran como homodimeros

(Ptashne, 2004)

En su fase lisogénica el fago es muy estable (Dodd et al., 2005; Ptashne, 2006), sin
embargo cuando el hospedero sufre dafio en el ADN se desata una respuesta a estrés: la
respuesta SOS. Con ella la proteina de reparacion RecA —repara ADN por recombinacion
homdloga— presenta actividad protedlitica y corta los monomeros del represor Acl por la
hebra que une los dominios amino y carboxilo. Tal corte inactiva al represor; la
disponibilidad y sintesis de represores funcionales decae hasta que finalmente el promotor
Pr queda libre y la ARNp inicia la transcripcioon de Cro (Ptashne, 2004), que reprime la
produccion del represor Acl y que en ultima instancia promueve el establecimiento de la

fase litica .
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Figura 5. Esquema de la regulacion de JcI Adaptado de (Dodd et al., 2005). Las flechas a 90° representan promotores,
los recuadros gris obscuro son los operadores, el recuadro cuadriculado representa el gen de Ac/ 'y la flecha debajo de ese
gen representa el transcrito. Las figuras en forma de pesa 0 mancuerna representa la proteina Acl.
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Sistema termo-inducible (STI)
En el sistema de termo induccién para la produccion de proteinas recombinantes se utiliza

1% (Jechlinger et al., 2005; Valdez-Cruz et al., 2010) que comienza

la mutante termolabil Ac
a disociarse de los operadores, aunque con poca eficiencia, a los 32°C y alcanza induccién
total entre 42 y 45°C (Villaverde et al., 1993). AcI*’ posee una sustitucién en Ala66 por Thr
(Valdez-Cruz et al., 2010) consecuencia de una transicion en la guanina 199 del coddén
GCA por adenina (Lieb, 1981). Esta sustitucion se encuentra en el dominio amino y puede
afectar la estabilidad del homodimero por su proximidad a la interface entre los dos
mondmeros (Nauta et al., 1997). Se ha propuesto (Hecht et al., 1984; Nauta et al., 1997) que
Ala66 se encuentra al interior de un centro hidrofébico y forma parte de una alfa hélice. La

sustitucion por threonina reduce la estabilidad, por ser un residuo polar y es poco propensa

a formar hélices.

El STI puede utilizar cualquiera de los promotores de la fase litica (P 0 Pr) y solamente
son necesarios los primeros dos operadores para reprimir al promotor, la proteina de interés
se coloca rio abajo del promotor. Como todos los sistemas inducibles, en este se pueden

separar el crecimiento celular de la produccién de la proteina recombinante.
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Figura 6. Etapas de la termoinduccién a escala molecular. El proceso esta dividido en dos etapas separadas por los
recuadros punteados, la primera corresponde al crecimiento y la segunda a la fase de induccion. Las flechas a 90°
representan los promotores, oL y oR representan los operadores de cada promotor, la figura en forma de pesa o
mancuerna es AcI®.
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La etapa de crecimiento se lleva a cabo a una temperatura menor a 32°C (Figura 6), que es
sub-Optima para el crecimiento celular, esto incrementa los tiempos de cultivo y el costo
asociado a la operacién de los equipos. A escala industrial la reduccién del tiempo de
proceso puede ser econdmicamente significativa. Durante la fase de crecimiento el represor
se mantiene asociado a los operadores y forma dimeros que estabilizan la represion. Para
iniciar la produccion de la proteina de interés se eleva la temperatura incluso hasta 45°C,
esto desata la respuesta de choque térmico en la célula (Valdez-Cruz et al., 2010). A esta
temperatura la induccion es completa, el represor se disocia de los operadores y permite el
inicio de la transcripcion del gen de interés. Tipicamente, una vez que se eleva la

temperatura se mantiene asi hasta el final del cultivo.

El STI posee ventajas considerables para su uso sobre otras formas de induccion en la
industria bio-farmacéutica ya que no requiere la adicion de agentes quimicos externos, con
lo que se evitan problemas de contencion, contaminacion y seguridad del producto final. La
induccion es facilmente controlable y, a diferencia de los sistemas dependientes de
agotamiento de nutrientes, permite la toma de decisién del momento de induccién en
proceso. Elevar la temperatura de un reactor a altas densidades celulares es mas barato que
bajarla pues los cultivos generan calor, se obtienen altos niveles de productividad (se han
reportado hasta 10 veces mas que con la induccién con IPTG (Seeger et al., 1995)) y esta

ampliamente caracterizado.

Red de regulacion del sistema termoinducible

La induccién del STI est4 gobernada solamente por AcI®’

Yy su respuesta a la temperatura.
Tal como se describié anteriormente al elevar la temperatura el represor Ci857 se disocia

del promotor pR o pL del fago lambda e inicia entonces la transcripcion de la proteina
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recombinante. A nivel de redes (Figura 7) el STI se puede representar con un sélo operador

I6gico NOT, que invierte la sefial de entrada.

@—4 NOT @

Ac|857 Salida
0 1
1 0

Figura 7. Representacion abstracta del sistema termoinducible. El cuadro representa Ac/*®” como sefial de entrada al
operador logico, el circulo es la sefial de salida que en el caso del termoinductor es una proteina recombinante. El
recuadro muestra todas las posibles combinaciones

3.7.Respuesta a estrés

Estrés por choque térmico
La induccion del cultivo a temperaturas superiores a 39°C desata la respuesta a choque
térmico en la célula, aunque se ha reportado que el efecto del choque térmico es detectable
incluso a 34°C y esta en funcion de la temperatura previa del cultivo, es decir de la
magnitud del incremento de temperatura y la tasa de calentamiento (Caspeta et al., 2009;
Yamamori & Yura, 1980). La respuesta a estrés esta principalmente mediada por el factor
transcripcional 32, codificado en el gen rpoH. La transcripcion del gen rpoH esta
controlada por la accion de al menos cinco regiones promotoras, cuatro de ellas reconocidas
por 6"’y una por o-. Este es s6lo el primer nivel de regulacién y tiene un efecto menor en la
sintesis de o32 (Arséne et al., 2000; Narberhaus et al., 2006). El segundo nivel de
regulacion es el traduccional. EI mARN de rpoH posee una region reguladora, un
termosensor de ARN que por debajo de 42°C forma una horquilla que bloguea el acceso al
sitio de unidn a ribosomas (SUR) (Figura 8); a 42°C se desestabiliza la estructura terciaria y
el SUR queda accesible (Arsene et al., 2000; Narberhaus et al., 2006). Durante la respuesta
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a choque térmico o°* se une a la ARNp central e induce la sintesis de proteinas de respuesta
a choque térmico (HSP), muchas de ellas chaperonas y proteasas, que cierran el ciclo de
regulacion llevando a degradacién al factor transcripcional, para llegar a un segundo estado
estacionario en el que la respuesta a choque térmico ha sido establecida (Arsene et al.,

2000; Valdez-Cruz et al., 2011).
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Figura 8. Esquema de regulacion del factor transcripcional sigma 32. Adaptado de Arséne et al., (2000). Las flecha a
90°representan promotores el triangulo al final de los promotores representa la region codificante para rpoH, la linea
ondulada punteada representa el ARNm de rpoH, SUR es el sitio de union a ribosomas ocluido en el RNAm, el triangulo
negro representa aplicacion de calor, HS representa las codificantes para proteinas de choque térmico.

Se ha reportado que dentro de los primeros 5 min después de incrementar la temperatura de

30°C a 42°C la sintesis total de proteinas en E. coli puede incrementar hasta 1.5 veces, pero
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el tiempo de respuesta para la induccion, sintesis y degradacién del mRNA de los genes
arriba citados (dnak, dnaJ y los asociados a maquinaria transcripcional-traduccional) puede
ocurrir en menos de 80 s (Caspeta et al., 2009). El estrés provocado por el incremento de
temperatura, aunado a la alta produccién de proteina recombinante, incrementa la demanda
energética del microorganismo, disminuye la velocidad especifica de crecimiento al grado
de cesar el crecimiento entre 1 y 2 h después de la induccion (Caspeta et al., 2009) e
impacta negativamente la productividad y plegamiento de proteina recombinante. Por
ejemplo, en un sistema expresando prepro-insulina humana, las proteinas asociadas a
respuesta a choque térmico, DnaK y DnaJ, incrementaron su expresion de 2 a 9 veces y de
1.3 a 2.4 veces, respectivamente, mientras que GroEL —proteina chaperona esencial para el
plegamiento apropiado de algunas proteinas de E. coli— aumentd su expresion hasta en 6
veces (Caspeta et al., 2009). La maquinaria transcripcional también se ve afectada, al
incrementar la temperatura de 30°C a 42°C, Caspeta et al., (2009) encontraron que con una
tasa de calentamiento mayor a 0.4°C/min, los niveles de mMRNA de genes asociados a la

maquinaria transcripcional-traduccional decayeron entre 50% y 75%.

Tiempo de vida media de AcI®’ y los ARNm de E.coli
Como parte del disefio de las RRG es importante considerar la escala de tiempo en la que
ocurren los eventos de transcripcion y traduccion, asi como el tiempo de vida media de las

proteinas involucradas.

Se ha reportado que el 80% de los mensajeros en E. coli tienen un tiempo de vida media
que va de los 3 a 8 min y el 99% se degrada en 15 min (Bernstein et al., 2002). Por otra
parte, Maurizi, (1992) report6 que la mayoria de las proteinas en E.coli tienen vidas medias

de 5a 20 h, y una consulta en la base de datos Expasy sugiere, para el represor AcI**’ una
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vida media de 10 h. Sin embargo, este represor es una proteina inestable bajo respuesta
SOS, pues sufre un corte en su regién linker por accion de RecA, lo que reduce su tiempo
de vida media de 2 a 10 min (Little & Mount, 1982). Similarmente, Roberts y Roberts
(1975) reportan que tras 20 min de induccion con mytomicina D el 90% del represor ha

sufrido un corte proteolitico.

3.8.Soluciones aplicadas para abatir el estrés por choque térmico

Modos de induccion
Para evitar los efectos colaterales de la elevacion de la temperatura se han propuesto
diferentes estrategias de cultivo. En general la estrategia socorrida es variar la temperatura
de crecimiento entre 28 y 32°C y la induccion entre 39 y 42°C. Existen casos en los que se
baja la temperatura después de la induccion, por ejemplo Gupta et al. (1999) elevaron la
temperatura de 30 a 42°C y después de 2 min redujeron a 37°C. En otro estudio, Chao et al.
(2002) indujeron a 39°C durante 20 min y después bajaron la temperatura a 37°C,
Tabandeh et al. (2004) indujeron de 30 a 42°C durante media hora y redujeron a 37°C
durante 4 h. Nuestro grupo ha desarrollado una estrategia de induccion basada en
oscilaciones (Caspeta et al., 2013). A través de tal estrategia fue posible incrementar la
productividad de proteina recombinante. Esto sugiere que disminuir el estrés térmico

redunda en mejores rendimientos.

También se ha hecho la induccién sin elevar la temperatura, para ello se utiliza el represor
cl silvestre y se provoca la respuesta a estrés SOS agregando acido nalidixo o mitomicina
D. Como se describid antes (seccion 0) esto desata la produccion de RecA que a su vez
promueve el corte de cl (Valdez-Cruz et al., 2010), lo que en —este caso— desata la

produccion de proteina recombinante. Ademas, modificando el termoinductor, Jiang et al.
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(2013) invirtieron la I6gica de control; colocaron el gen de interés bajo el promotor T7-lacO
y el gen represor lacl rio abajo del promotor P.. Asi, a 42°C el represor lacl bloguea la
transcripcion del gen de interés y a 30°C cI®’ bloquea la transcripcién de lacl y por lo tanto
se produce la proteina recombinante. En esta version del STI también es posible inducir a
cualquier temperatura agregando IPTG. Este modo de cultivo incrementa el tiempo que las
células permanecen a 42°C, para una bacteria mesofila como E.coli tal condicion implica
estrés térmico constante. Asimismo, la adicion de un inductor externo —IPTG, &cido

nalidixico o mitocina D— elimina una de las ventajas importantes del STI.

4. Hipotesis
El disefio de un nuevo sistema termo-inducible con un aumento transitorio de temperatura,
tipo pulso, resultard en la produccién eficiente y libre de estrés térmico de proteina
recombinante, en comparacion con el sistema tradicional en donde la temperatura elevada

se mantiene.

5. Objetivo general
Desarrollar un nuevo sistema termo-inducible que permita la produccién prolongada de
proteina recombinante que minimice el estrés térmico, sin detrimento de la velocidad de
crecimiento, con alto rendimiento de la proteina de interés y de fécil y versatil sustitucion

de genes.

6. Objetivos especificos
1. Proponer estrategias para construir sistemas termo-inducibles capaces de responder a un
estimulo térmico transitorio tipo pulso y permanecer en el estado inducido a temperaturas

que son Optimas para el crecimiento celular.
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2. Construir cepas de E. coli que contengan, cada una, los sistemas termo-inducibles
propuestos y el sistema termo-inducible tradicional, todas bajo el mismo contexto y

utilizando como gen reportero una proteina recombinante fluorescente.

3. Evaluar el desempefio de cada uno de los sistemas propuestos y compararlos con el
tradicional. Se evaluaran los rendimientos, velocidad especifica de crecimiento y calidad
de la proteina recombinante (fluorescencia especifica), en comparacion con el sistema

tradicional.

7. Materiales y métodos

7.1. Cepas empleadas
Todas las cepas utilizadas provienen de la coleccion del laboratorio.

Tabla 1. Listado de cepas de Escherichia coli usadas en el proyecto.

Cepa Genotipo

DH5a recAl, endAl, hsdR17,lac, ginV44, thi-1, gyrA96, relAl
W3110 F-, 2-, IN(rrnD-rrnE)1, rph-1
ATCC 53606 | AcI®'+

7.2.0ligonucleotidos utilizados
En la Tabla 2 se muestran las secuencias de los oligonucledtidos utilizados en las

reacciones de PCR, la concentracion final utilizada fue de 0.2uM, en todos los casos.

Tabla 2. Oligonucledtidos utilizados. Todos estan escritos comenzando por el extremo 5°, las negritas indican que parte
de los oligonucledtidos no alinean con la secuencia original y son usados para agregar alguna caracteristica (ver pie de
tabla).

Nombre Secuencia

c1857 fu® GTTTCTTCGAATTCGCGGCCGCTTCTAGATGAGCACAA
AAAAGAAACC

c1857 n/? GTTTCTTCCTGCAGCGGCCGCTACTAGTATTATTAGCC
AAACGTCTCTTCAGGCCACTGACTAG

Prefijo fw GAATTCGCGGCCGCTTCTAGA GTCAGAATTC

29



CTGCAGCGGCCGCTACTAGTA

Sufijo rv
Pr fw-EcoRI” GTCAGAATTCAGTAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTAC
CiLAA rv® ATCGACTAGTTTAAGCAGCCAGAGCGTAGTTTTCGTC
GTTAGCAGCGCCAAACGTCTCTTCAGGCCACTG
Rec fw TGCTAGCTACTAGGTGGTTTGT
Rec rv CGGTACAAACCCATACTAGAAAAAAAA
Secuenciacién fw TGCCACCTGACGTCTAAGAA
ATTACCGCCTTTGAGTGAGC

Secuenciacion rv

E1010 fw GCAGAATTCTGAGCTAGCGGCGACCCTCATATGGCTTCC
TCCGAAGACGTT

o: Agrega la secuencia completa del prefijo; B: agrega la secuencia completa del sufijo; y: agrega el sitio de restriccion de
EcoRI y bases extra para dar espacio a la endonucleasa y facilitar el corte; 8: agrega la secuencia codificante para la
etiqueta de degradacion AANDEYALAA (explicada mas adelante).

7.3.Biopartes estandar utilizadas
Las biopartes utilizadas en cada sistema se enlistan en la Tabla 3. Las secuencias se pueden

encontrar en el Anexo I: secuencias de las biopartes utilizadas.

Tabla 3. Listado de biopartes utilizadas en el proyecto

Bioparte Catalogo iIGEM
Promotor Pr del fago lambda regulado por CI R0O051
Promotor PTet del operon de tetraciclina R0040
Promotor sintético constitutivo J23100
Sitio de union a ribosoma (Elowitz y Leibler, 2000) B0034
Proteina rojo fluorescente monomérica (mRFP) E1010
Terminador transcripcional sintético B1006
Terminador transcripcional T1 de rrnB de E. coli B0010
Terminador transcripcional del operon Lux B0011

Tabla 3. Continuacién

Bioparte Catélogo iIGEM

Terminador transcripcional TE del bacteriofago T7 B0012
Represor TetR del operon Tet C0040
Represor Acl™' (clonado de la cepa ATCC53606) N/A
Integrasa gp35 del fago Bxbl K907000




7.4.Plasmidos
Todos los plasmidos utilizados en el presente trabajo cubren los requerimientos para ser
usados en el ensamblaje de biopartes estandar, a menos que se sefiale lo contrario, los

plasmidos utilizados se enlistan en la Tabla 4.

Tabla 4. Plasmidos utilizados en este trabajo

pSB1A2 Alto nimero de copias, derivado de pUC18. Origen de replicacién
pUC/pBR322/pMB1/ColE1

Clasica-1 R0051+B0034+E1010+B0010

Clasica-2 R0051+B0034+E1010+B0010+R0040+B0034+ Acl>'+B0011

Divergente B1006+C0040+B0034+E1010+B0034+R0051+R0040+B0034+
2cl®’+B0011

Convergente pSB1A2:R0051+B0034+E1010+B0034+C0040+B1006+R0040+B003
4+ Jcl®’+B0011

Convergente pSB1A2:R0051+B0034+E1010+B0034+C0040+B1006+R0040+B003
LAA 4+ 2cl®’+LAA+B0011

7.5.Técnicas moleculares

Ensamblaje de biopartes
Los sitios Xbal y Spel generan extremos cohesivos compatibles, las biopartes se unen
usando estos sitios y generan una secuencia hibrida que no es reconocida por ninguna de las
enzimas mencionadas, comunmente recibe el nombre de cicatriz. Adicionalmente hay dos
sitios de restriccion Notl que no se utilizan en el proceso de ligacion pero que permiten la

escision del inserto (Figura 9).

a) Clonacion de un inserto rio abajo

Un inserto a colocarse rio abajo (Figura 9) en un vector se cortaria con Xbal y Pstl, esto
separa el inserto del plasmido y debe purificarse después de la digestion. El vector en el que

se clona el inserto debe cortarse con Spel y Pstl, esto linealiza el plasmido
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b) Clonacion de un inserto rio arriba

Un inserto a colocarse rio arriba (Figura 9) en un vector se corta con EcoRI y Spel. Esta
secuencia debe separarse del plasmido y purificarse, el vector que reciba el inserto debe
cortarse con EcoRIl y Xbal, esto también linealiza el plasmido. La ligacion de extremos
cohesivos da direccion al inserto. La nueva construccion posee prefijo y sufijo idénticos a
los originales, por lo tanto se pueden agregar otras biopartes estandar rio abajo o rio arriba

siguiendo el mismo protocolo.

Extraccion de ADN plasmidico
Se utilizo el kit comercial QlAprep Spin Miniprep (250) Cat. No. 27106 de Qiagen para
extraer el ADN plasmidico (ADNp). El método se basa en la adsorcion del ADN en una
membrana de silica. La extraccién lleva dos etapas, brevemente: a) lisis alcalina, la
membrana se solubiliza con dodecil sulfato de sodio en pH alcalino, la solucion se
neutraliza y el ADNp se renaturaliza, el resto de los componentes precipitan; b) el ADNp se

adsorbe en una membrana de silica y finalmente se eluye con una solucién baja en sales.
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Prefijo Sufijo
5' --gca GAATTC GCGGCCGC T TCTAGA G --imsert-- T ACTAGT A GCGGCCG CTGCAG gct--
--cgt CTTAAG CGCCGGCG A ACATCT C --—-—-———- A TGATCA T CGCCGGC GACGTC cga—-—

EcoRI  NotI Xbal Spel NotI Pstl

Clonar un fragmento rio
arriba

Linealizar plasmido destino con EcoRI y Xbal
5 --gca G +CTAGA G---- 3°
3’ -—cgt CTTAA* T C---- 5
EcoRI Xbal

Separar el inserto del plasmido origen con EcoRl y Spel

57 *AATTC GCGGCCGC T TCTAGA G --Insert-- T A 3
3’ G CGCCGGCG A ACATCT C --Insert-- A TGATC* 5’
EcoRI  NotI Xbal Spel

Ligar plasmido e inserto

5" ==T A *CTAGA G --insert-- T ACTAGT A GCGGCCG CTGCA »*G gect--- 37
3* --A TGATC* T C --imsert-- A TGATCA T CGCCGGC G* ACGTC cga--- &’
Mixed Spel NotI Pstl

Clonar un fragmento rio
abajo

Linealizar plasmido destino con Spel y Pst |

5 --T A *G gct--- 3’
3’ --A TGATC* ACGTC cga--- 5’
Spel PstI

Separar el inserto del plasmido origen con Xbal y Pstl
5’ #CTAGA G --insert-- T ACTAGT A GCGGCCG CTGCA 3’
a T C --insert-- A TGATCA T CGCCGGC G* 5’
Xbal Spel NotI Pstl

Ligar plasmido e inserto

§' --gca G *AATTC GCGGCCGC T TCTAGA G--insert--T A *CTAGA G---- 3’
3" --cgt CTTAA* G CGCCGGCG A ACATCT C--insert--A TGATC#* T C==== 5?

EcoRI NotI Xbal Mixed

Figura 9. Diagrama de digestiones necesarias para clonar rio arriba o rio abajo en un plasmido para biopartes estandar. La union de los extremos cohesivos Xbal y Pstl dejan un

sitio mixto. Basado en el método de ensamblaje de Biopartes estandar (Knight, 2003).
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Electroforesis de ADN en gel de agarosa
Se utilizaron geles al 1% w/v (10 g/L) de agarosa de alta pureza (ultrapure agarose marca
Invitrogen catalogo 16500-500) disuelta en amortiguador tris-borato-EDTA TBE 1x (90
mM tris, 90 mM borato, 2 mM EDTA), durante la polimerizacion del gel se agregd
bromuro de etidio a una concentracion final de 0.5 pg/mL. Las muestras se mezclaron
directamente con amortiguador de carga 10X (50% v/v glicerol, 0.25% w/v azul de
bromofenol disuelto en agua purificada grado farmacopea de los Estados Unidos (USP),
justo antes de cargarlas para su analisis en gel. La separacion se hizo a 100 V durante 30 —
40 min en una solucion de amortiguador TBE 1x. Los geles se visualizaron en un sistema
ChemiDoc™ de Biorad. Como referencia se utilizo el marcador de peso molécular O’gene

ruler™ 1kb de Thermo Scientific.

Extraccion de ADN de bandas de geles de agarosa
Se utilizo el kit comercial High Pure PCR poduct purification de Roche. Este se basa en la
adsorciéon de acidos nucleicos en una membrana de fibra de vidrio en presencia de un
cadtropo (guanidina) para su separacion y posterior elucion. El proceso se divide en cuatro

etapas:

a) Solubilizacion del gel en una solucidn tampon con tiocianato de guanidina.

b) Adsorcién del material genético a la fibra de vidrio.

c) Lavado y remocion de nucledtidos no incorporados, primers, aceites minerales,
sales y polimerasa termoestable.

d) Recuperacion de DNA en buffer Tris-HCI 10 mM pH 8.5.
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Transformacién

Preparacion de células quimio-competentes

Un cultivo de E. coli con una densidad dptica (DO) a 600 nm entre 0.5 y 0.6 se centrifugd
10 min a 6,000 rpm a 10°C, se elimino el sobrenadante y se resuspendié en CaCl, 100 mM
frio. Las células se mantuvieron resuspendidas en hielo durante 90 min. Se repitio la
centrifugacion en las mismas condiciones y el pellet se resuspendidé en 2 mL (por cada
100mL de cultivo) de CaCl, 100 mM frio. Se alicuotaron las células y se almacenaron a -

70°C.
Preparacion de células electro-competentes

Se cultivaron células de E. coli en medio YT2X hasta una DO a 600 nm entre 0.8 y 1.1.
Posteriormente se colocd el cultivo en hielo durante 20 min para después centrifugarlo a
4,000 rpm por 10 min a 10°C. Se retird el sobrenadante y se agreg6 la mitad del volumen
original de glicerol al 10% frio. Se repitid la centrifugacion usando las mismas condiciones
y se repiti6 el lavado con glicerol dos veces méas. Finalmente las células se resuspendieron
en 1 mL de medio GYT (ver Tabla 8) frio, se alicuotaron las células y se almacenaron a -

70°C.
Choque térmico

Esta técnica se utiliza para insertar ADN plasmidico en células bacterianas. Se basa en la
permeabilizacion momenténea de la membrana celular lo que permite la incorporacién de
material genético exdgeno. Se agregaron 5 pL del plasmido (o la ligacion) a 50 pL de
células quimio-competentes y se colocd la mezcla en hielo (0°C) durante 20 min, luego

durante 1.5 min a 42°C en un equipo thermomixer comfort® de Eppendorf y finalmente se
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regresaron al hielo durante 5 min. Las células se recuperaron en medio SOC (Tabla 8) sin
antibidticos durante 1 h a 37°C o0 a 30°C en caso de que tuvieran el promotor APg.
Finalmente los tubos se cultivaron en medio LB (Tabla 8) solido con el antibiético de

seleccion correspondiente.

Electroporacion

En esta técnica se pemeabiliza la membrana bacteriana utilizando un choque eléctrico en
medio bajo en sales. Se colocaron 50 pL de las células electro-competentes en hielo y se
agregaron 1 pL del plasmido o 2 a 5 pL de la ligacion. La mezcla se coloco en celdas
BioRad frias de 1mm de espesor y se dio un pulso eléctrico de 1800 mV durante 5 ms en un
equipo Multiporator de la marca Eppendorf. Inmediatamente después del pulso se agrego
medio SOC sin antibidticos y se incubd durante 1 h a 37°C o a 30°C en caso de que
tuvieran el promotor APgr. Finalmente los tubos se cultivaron en medio LB solido con el

antibidtico de seleccion correspondiente.

Seleccion de mutantes

Cultivo selectivo

Los plasmidos utilizados poseen resistencia a ampicilina. Las transformantes fueron
sembradas por extension con varilla en placas con ampicilina a una concentracion final de
50 pg/mL e incubadas toda la noche. Las colonias presentes entre las 12 y 18 h post

siembra fueron resembradas por estria masiva en placas con el mismo antibi6tico.

PCR: comprobacion de mutantes y obtencion de biopartes
Para corroborar el tamafio de los insertos se realiz6 PCR de colonia con los

oligonucleottidos prefijo forward y sufijo reverse (Tabla 5) en cada paso del proceso de
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construccion. En la Tabla 5 se enlista la longitud de los amplicones para los médulos de

cada construccion y para las construcciones completas.

Tabla 5. Tamafio de los amplicones de los médulos y construcciones completas amplificados con los primers prefijo
forward y sufijo reverse, las longitudes estan en pares de bases.

Bioparte Long_ltgd Observaciones
amplicén en pb
Convergente 2430 N/A
Convergente LAA 2456 Prefijo incompleto

Divergente 2548 Usando prefix fw y secuenciacion rv

Clasico 1 959 N/A

Sensado 893 N/A

Reportero 1572 N/A

Clasica 2 1817 N/A

Efector heredable 1691 N/A

El analisis de las colonias para confirmar la presencia y longitud de los insertos se hizo
indistintamente en un termociclador PCR Sprint de Thermo Hybad o en un equipo Corbett

de Corbett Life Sciences con el ciclo de la Tabla 6.

Tabla 6. Ciclo de PCR utilizado para la comprobacién de mutantes por PCR de colonia. La flecha de lado izquierdo con
el nimero x35 indica que el ciclo se repite 35 veces. En el alineamiento se usan 56°C para los oligonuclettidos de
secuenciacion y 61°C para prefijo y sufijo.

Fase del ciclo Temperatura [°C] Tiempo
» Desnaturalizacion inicial 95 5 min
X35 E Desnaturalizacion 95 45s
Alineamiento 61 6 56 45s
Extension 68 1 min/kb
Extension final 68 5 min

Obtencion de biopartes

Se pueden construir biopartes a partir de ADN genomico o plasmidico usando PCR. A
grandes rasgos, se trata de estandarizar las secuencias de interés (puede ser codificante o
regulatoria) agregando prefijo y sufijo, cambiando el codon de paro por TAATAA y
eliminando de la secuencia —en caso de que existan— los sitios de reconocimiento de las
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enzimas Spel, Xbal, Ecorl y Pstl. Para ello se utilizé la enzima Phusion High-Fidelity DNA
polymerase de Thermo Fisher (catdlogo F-530S) los reactivos se usaron a las
concentraciones recomendadas por el fabricante incluyendo DMSO grado biologia
molecular al 3% v/v de concentracién final. Este procedimiento se us6 para obtener AcI®®’ y
para agregar una etiqueta de degradacion al sensor del modelo 1 (ver seccién 0), para lo
cual se usaron los oligonucleétidos (Tabla 2) Ci857 fw/Ci857 rv y Ci857fw/CiLAA rv

respectivamente usando el ciclo de la Tabla 7.

Tabla 7. Ciclo de PCR utilizado para la comprobacion de mutantes por PCR de colonia, la flecha de lado izquierdo con
el nimero x35 indica que el ciclo se repite 35 veces

Fase del ciclo Temperatura [°C]  Tiempo
Desnaturalizacién inicial 98 3 min
» Desnaturalizacion 98 10s
X35 FI Alineamiento y extension 72 30s/kb
Extension final 72 10 min

7.6.Sistema de cultivo de E. coli

Medio de cultivo utilizado
En la Tabla 8 se enlistan los medios de cultivo utilizados, todos se prepararon con agua

grado USP.

Cultivo en placas de fluorescencia
Se utilizaron placas de la marca FluoroNunc de 96 pozos que minimizan la interferencia de
la sefial entre pozos aislando la fluorescencia en cada uno de ellos. Los pozos se utilizaron
al 80% de su capacidad nominal, se incubaron a 200 rpm en un equipo Innova 2000 con un
diametro de agitacion circular de 19 mm a 30°C hasta el fin de la fase de crecimiento
exponencial, luego se subid la temperatura de la incubadora a 42°C. Para leer las placas se

sacan de la incubadora y se llevan a un fluorimetro Fluostar Omega de BMG Labtech.
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Tabla 8. Medios de cultivo utilizados. El medio YT2X se utilizo para preparar células electro-competentes, por esa razén
se excluyo el NaCl de su formulacion.

Medio de cultivo | Composicion

Triptona 10 g/L Generacion de bancos celulares,
Luria — Bertani Extracto de levadura 5 g/L bigma_sa para extraccion de
(LB) NaCl 10 g/L plasml_ollos, ensayos en placas y

Ampicilina 100 pg/mL seleccion de mutantes.

Agar bacterioldgico 15 g/L

MgSO, 1.2 mg/mL Cinéticas de crecimiento vy

Tiamina 4.5 pg/mL produccion de fluorescencia.
Medio mineral Glucosa 12 mg/mL

Ampicilina 100 pg/mL

KH,PO, 13.3 g/L
YT2X Triptona 16 g/L Crecimiento  para  preparar

Extracto de levadura 10 g/L células electro-competentes.

Glicerol 100 mL/L Banco de células electro-
GYT Extracto de levadura 1.25 g/L competentes.

Triptona 2.5 g/L

Extracto de levadura 5 g/L

Triptona 20 g/L Recuperacion de las células
soc NaCl 0.584 g/L después de transformar por

KCl10.186 g/L choque térmico 0

MgSQ, 2.4 g/L electroporacion.

Glucosa 2M 10 mL/L

Cultivo en matraces agitados
Los cultivos se llevaron a cabo por triplicado en matraces Erlenmeyer bafleados de 250 mL
de capacidad con un volumen de operacién de 50 mL a 30°C y a 42°C durante la induccion
con agitacion de 220 rpm en una incubadora Innova 2000 con un didmetro de agitacion

circular de 19mm.

Cultivos para seleccion del modelo 1 (ver seccion 7.9)

Se utiliz6 medio LB incubado a 30°C para crecimiento, durante la induccion la temperatura
se elevd de 30°C a 42°C con una tasa de calentamiento de 0.2°C/min después se bajé de
nuevo a 30°C con la misma tasa de enfriamiento, estas proporciones solo se monitorearon,

no se controlaron.
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Cultivos en lote en medio mineral

Se inicio cultivo a 30°C partiendo de viales a -70°C sembrados en LB liquido. Los indculos
se tomaron de estos tubos y se sembraron en medio mineral con 12 g/L de glucosa a 30°C.
Alrededor de 4 DOgqo se inici6 la induccion a 42°C, elevando la temperatura a una tasa de
4.3°C/min, misma que se sostuvo por dos horas para luego regresar a 30°C empleando una

tasa de 6.5°C/min. Estas proporciones solo se monitorearon, no se controlaron
Cultivos en lote seriados

Se realizaron cultivos en lote en medio mineral suplementado con 12g/L de glucosa (Figura
10). La induccidn se inici6 cuando los cultivos alcanzaron 4 DO, esta se mantuvo dos horas
y posteriormente se bajo la temperatura a 30°C. Los cultivos se mantuvieron hasta casi
agotar la glucosa, posteriormente se tomoé un indculo de los cultivos y se sembraron de

nuevo en medio fresco. El proceso se repiti6 sin volver a inducir.

Y

Y
A

Biomasa

\

Tiempo

Figura 10. Cultivos en lote seriados, para facilitar su explicacion se pueden dividir en ciclos: 1) al llegar a 4 DO se
indujeron durante dos horas a 42°C. 1) siembra a partir de indculos provenientes de la fase I, se mantuvo el cultivo a
30°C. Il) siembra a partir de inéculos provenientes de la fase I, crecimiento a 30°C hasta fase estacionaria. Las lineas
punteadas representan la duracion de la induccion, las flechas el momento de la resiembra y las cotas con ndmeros
romanos delimitan las fases del cultivo.
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7.7.Métodos de seguimiento de los cultivos

Determinacion de biomasa
La concentracion de biomasa se determind con base en la densidad Optica medida a una
longitud de onda de 600nm en un espectrofotdmetro Beckman DUG650. Para esto se
extrajeron muestras del matraz y se mezclaron con las cantidades de agua necesarias para
mantener la lectura en un maximo de 0.8DO (diluciones entre 1:2 y 1:40). Se utilizaron

celdas de polietileno de 1cm de espesor.

Fluorimetria
En este trabajo se utilizdé una variante monomeérica de la proteina rojo fluorescente (MRFP)
cuyo pico de excitacion es de 584 nm y de emision es 607 nm (Campbell et al, 2002), tales
longitudes de onda fueron utilizadas en la medicion. Se utilizd6 un fluorimetro LS55
Luminiscense Spectrometer de Perkin Elmer con celdas de cuarzo con paso de luz de 10

mm de la marca Perkin Elmer (catalogo B0631124).
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Fluorescencia relativa, especifica y normalizada

Los valores de fluorescencia se trataron segun la ecuacion 1. Se les restd el fondo que
genera un cultivo que no produce mRFP, en cada caso se ajusto con la cepa correspondiente
(W3110 o DH5a) en el medio correspondiente (LB o mineral). Los valores asi obtenidos se

reportan como unidades relativas de fluorescencia (URF).

f=({c—fnd)+d (1)
donde f es la fluorescencia, fc es el dato crudo de fluorescencia, es decir el valor leido
directamente del instrumento, fnd es el valor de fluorescencia que arroja un cultivo que

no produce mRFP y d es el valor de dilucion de la muestra.

Para facilitar la comparacion entre cepas y colonias distintas se calcul6 la fluorescencia
especifica dividiendo la fluorescencia relativa entre la biomasa calculada en densidades
Opticas (ecuacion 2), dando asi una idea mas clara de los valores de fluorescencia en

funcién de la biomasa.

(2)
fe=—1
7 - re- D0600 - -7
donde fe es la fluorescencia especifica, f es la fluorescencia calculada con la ecuacion 1,

DOgqo es la absorbancia medida a 600 nm

En algunos casos la fluorescencia se dividio entre el valor maximo obtenido en cada
cinética (ecuacion 3), de tal manera que los valores van de 0 a 1, siendo 1 el maximo de

fluorescencia posible. En estos casos se le nombré fluorescencia normalizada.

f (3)
fn=
fmax
donde fn es la fluorescencia normalizada, f es la fluorescencia calculada segun la
ecuacion 1, fmax es el valor maximo de fluorescencia en esa cinética
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Linealidad de medicion de fluorimetria.
Para determinar el intervalo lineal del instrumento se realiz6 una curva a partir de una
muestra saturada de mRFP proveniente de un cultivo en matraz de DH50 con la
construccion clésica 1 (ver mas adelante), inducida de modo tradicional, esto es, se dejaron
crecer las células hasta una DO de 2.8 y en ese momento se elevo la temperatura a 42°C y

se mantuvo asi el resto del tiempo de cultivo.

La muestra se midio en el fluorimetro con diluciones desde 1:2 hasta 1:100. Los datos se
trataron segun la ecuacion 1, de la que se obtuvo la fluorescencia. Enseguida se construyo
una grafica (Figura 11) para determinar el intervalo en el que la fluorescencia es
independiente de la dilucién. El promedio (1382 URF) de las diluciones 1:40, 1:80 y 1:100
se uso como el valor real de fluorescencia de la muestra saturada. Con base en este valor se
estimaron los valores esperados de fluorescencia que deberian obtenerse con cada dilucion.
Para ello, se dividid la fluorescencia de la muestra saturada entre cada dilucion. Al
comparar estos valores esperados con los obtenidos de la ecuacién 1 se determiné el
intervalo lineal del instrumento (Figura 12), que corresponde a la regién en la que la
fluorescencia esperada y la experimental se ajustan a la ecuacion de la linea recta. Ademas
se calculd el porcentaje de error experimental para cada par de datos como lo indica la
ecuacion 4 y se consideraron dentro del intervalo lineal aquellos valores cuyo porcentaje de
error relativo fuera menor a 10%.
ft—f (4)
ft

donde %e es el porcentaje de error experimental, ft es la fluorescencia teodrica obtenida

%e =

de dividir la fluorescencia de la muestra saturada entre cada dilucion y f es la

43



fluorescencia obtenida de la ecuacién 1

Diluciones de una muestra saturada de mRFP
1600 -

1,345 1,449
1,348 1,350

1400 - 1,284

1200 -

1,04

1000 -

800 -
60
600 -

Fluorescencia [URF]

400 1 29

200 -

0 | | | : : | | |
1 2 4] 10 20 40 80 100
Dilucion

Figura 11. Diluciones de una muestra saturada de mRFP. Los valores en cada punto son el promedio de la fluorescencia
obtenida segln la ecuacion 1 de tres diluciones hechas por separado, las barras representan la desviacion estandar. El
recuadro con linea punteada indica el intervalo en el que la fluorescencia es independiente de la dilucion. Se anotan los
valores promedio para cada dilucion.

De la Figura 13 se deduce que el intervalo lineal aceptable para la medicion de la proteina
fluorescente de interés va de las 13 a las 138 URF, es decir, siempre que el valor de
fluorescencia crudo esté dentro de ese intervalo puede obtenerse de manera confiable el
valor de fluorescencia con la ecuacion 1. Fuera de ese intervalo la medicidn no es confiable

y deberan realizarse las diluciones necesarias hasta entrar en la region lineal.
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Linealidad del fluorimetro
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Figura 12. Linealidad del fluorimetro..La grafica muestra la relacion entre fluorescencia esperada y el valor
experimental. La linea punteada marca el umbral que separa la regién lineal del instrumento de la saturacién, por
encima del umbral el porcentaje de error es mayor al 24%
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Figura 13. Linealidad del fluorimetro. Esta gréafica es un acercamiento a la region lineal en la Figura 12, los valores en
cada punto son las fluorescencias obtenidas segun la ecuacién 1 para cada dilucion. La linea punteada es el ajuste de la
regresion lineal, se muestran los valores de esta en la grafica.
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Cuantificacion de glucosa
Las muestras del caldo de cultivo se tomaron en condiciones de esterilidad y se
centrifugaron a 14,000 rpm por 10 min para obtener un sobrenadante con el minimo de
biomasa. La concentracion de glucosa se cuantificé en el analizador bioquimico YSI 2950

(Xylem Analytics) cuyo principio de deteccion se basa en D-glucosa oxidasa inmovilizada.

7.8.Calculos cinéticos

Célculo de velocidad especifica de crecimiento
Bajo condiciones de crecimiento exponencial, la cinética se puede describir como lo indica
la ecuacion 5. Integrando la ecuacion y aplicando logaritmos se puede ajustar a la ecuacion
de la linea recta como lo muestra la ecuacion 6, de tal manera que la velocidad de
crecimiento es igual a la pendiente de la linea recta en una grafica de tiempo contra
logaritmo natural de la biomasa y la ordenada al origen corresponde al logaritmo natural de

la poblacion inicial.

dx (5)
ac "

Jde Jt

In— =yt +

nxo—u c

Inx = ut + Inx, (6)

donde x es la biomasa al tiempo t, Xo es la biomasa inicial, p es la velocidad de
crecimiento, t es el tiempo y ¢ es una constante.
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7.9.Posibles redes de regulacion que abaten el estrés térmico

Factores criticos
El disefio inicid con la identificacion de los factores criticos imprescindibles y los deseables
en el nuevo sistema (Tabla 9), a partir de la informacion disponible sobre el sistema de
induccidn térmica clasico. El nuevo sistema debera producir proteina recombinante a partir
de termo induccidn y evitar los efectos negativos causados por estrés en el sistema

tradicional.

Tabla 9. Factores criticos y deseables del sistema.

Criticos ' Deseables
Minimizar el estrés térmico

Induccion libre de adicion de sustancias
Minimizar expresion basal
Alta productividad

Versatilidad en la inclusion de genes

Modelo clasico 1
Este STI se puede separar en dos médulos, el primero encargado de sensar la temperatura y
el segundo encargado de arrojar una sefial. En esta version se decidié que la secuencia
codificante del represor 1c/*" estuviera en el genoma del hospedero, para ello se utilizé la

cepa 53606 de E.coli.

En la Figura 14 se muestra el disefio general de la red. Se decidio utilizar un sitio de union a
ribosomas sintético (Elowitz & Leibler, 2000), cuya fuerza es igual a 1, segun el registro

de partes del IGEM (parts.igem.org).

El gen reportero seleccionado fue una variante monomérica de la proteina roja fluorescente
(mRFP) (Campbell et al., 2002), por la facilidad de seguimiento durante el proceso de la

produccion de proteinas fluorescentes. El terminador transcripcional usado fue una
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combinacion de dos secuencias de terminadores de E. coli el terminador T1 del gen rrnB y

el terminador de la ARNp del bacteriéfago T7. El represor Ac/®™’ esta bajo un promotor

constitutivo.

r sensado |

| e |

| — <][> |
D:»vd |

]

| | - - - - -

| | a Repr:nrterr:nl

|_) | -
| l - mRFP_> |
| Pr | | BoO34 TirmB 17 |
RO051 B0OO10 BOO012
| | | |
e J

Figura 14. Representacion general de la RRG del STI clasico 1, los recuadros con lineas discontinuas delimitan los
modulos. La simbologia se puede consultar en la Figura 2. Los c6digos numéricos son los nimeros de catalogo del

iIGEM.

Se insertd la construccion del sistema clasico en un plasmido pSB1A2 y se generé una

construccion clasica 1, la cual posee unicamente la region codificante para mRFP bajo el

promotor APr (Figura 15).
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Figura 15. Estrategia seguida para la construccion del STI clasico 1, las endonucleasas anotadas a las orillas de las
construcciones indican las enzimas utilizadas en las digestiones.
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Modelo clasico 2
Se construy6 una segunda version del sistema clasico que puede utilizarse en cualquier
cepa de E.coli, pues el represor termosensible se incluye en la construccion. En este caso el
represor AcI®’ esta bajo control del promotor Pre;, los médulos son los mismos pero
fisicamente el de sensado tiene secuencias distintas (Figura 16). Para construirlo se cloné la
secuencia del represor Ac/*" a partir de la cepa 53606 de E. coli tal como se muestra en la

Figura 17.
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Figura 16. Modelo clasico 2. Los recuadros delimitan los modulos. La nomenclatura puede consultarse en la Figura 2.
Los codigos numéricos son los nimeros de catalogo del iGEM.
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Figura 17. Estrategia seguida para la construccion del STI clasico 2. En el recuadro I se indica que la secuencia codificante de AcI®'se obtuvo por PCR de la cepa 53606 de E.
coli. Cada bioparte se digirié con las enzimas indicadas en los recuadros respectivos. Los circulos negros en la unién de los recuadros representan ligaciones. Las biopartes se
purificaron y ligaron. La construccion final se muestra en el recuadro 6. Todas las biopartes mostradas se encuentran el plasmido pSB1A2.
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Modelo 1: inducible por pulso de temperatura
Se ha probado la construccion de redes en las que la produccion de una proteina “A” deriva
en la represion de la produccion de una proteina “B” que a su vez reprime a la primera
(Elowitz & Leibler, 2000). Este modelo utiliza el mismo principio, su representacion en el
nivel mas abstracto se muestra en la Figura 18. Lo componen dos operadores légicos NOT.
La sefial de entrada al primero es el represor TetR, la salida de este y entrada al segundo
operador es el represor Ac/*’. La proteina reportera se expresa cuando TetR estd presente

en el sistema.

TetR Acl8s? [ Salida
0 1 0
1 0 1

Figura 18. Representacion abstracta del modelo 1. AcI®’ se encuentra bajo un promotor controlado negativamente por

TetR. El recuadro representa TetR como sefial de entrada al operador ldgico, e/ triangulo representa al operador ‘NOT’
y la letra S representa la salida del circuito, en este caso proteina recombinante. La tabla indica los posibles estados del
circuito

Este trabajo propone elaborar una red en la que el represor AcI®®’ se encuentre regulado por
otro represor. De manera que, la proteina recombinante se exprese en un operon con el
represor de AcI®’. En este caso, la copia de AcI®**’se encontrara en un plasmido y no en el
genoma de la bacteria. Esta configuracion debe permitir que un pulso de temperatura libere

el promotor Pg y se produzca suficiente represor TetR para inhibir la produccién de AcI®’.
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Identificacién de mddulos
En esta RRG es necesario agregar un modulo responsable de mantener el estado inducido

en las células, los otros dos moédulo son los mismos que en los casos anteriores.
Los modulos son:

a) Sensor: detecta el incremento de temperatura (inductor) e interacta con regiones
del ADN. Esto permite que la sefial inductora sea interpretada por la maquinaria
celular

b) Reportero: realiza un cambio en el fenotipo en respuesta al estimulo inductor. Esto
es, promueve la transcripcion del gen de interés como consecuencia de la respuesta
del termosensado.

¢) Mantenimiento: gracias a este el estado inducido permanece al bajar la temperatura

del cultivo.
________ [t = = = = = = = = 7
: reportero | : mantenimiento |
| ¥ |
| — E1010 | | C0040 |
| Qs O a1
| Pr BO034 T | | BOO34 B1006 |
QROOST e |
N 3
v (1]
| - reprime sensado |
e |
: Cigs57 — |
Ptet Lux| |
| RO040 B0O34 BOO11 |

Figura 19. Esquema de la RRG del modelo 1. La simbologia puede consultarse en la Figura 2. Las lineas punteadas
delimitan los mddulos.
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Versiones del modelo 1

Para su construccion se probaron dos versiones, cuyas estrategias de construcciéon se
muestran en las figuras 20 y 21. En la primera version el mddulo del reportero y de
mantenimiento se encuentran en la misma hebra de ADN que el de sensado y, por lo tanto,
en el mismo sentido de transcripcion, por lo que se le nombrd convergente (Figura 22). La
segunda version tiene los modulos del reportero y mantenimiento en la hebra
complementaria, es decir la transcripcion ocurre en sentido opuesto, por lo que a esta se le

nombro divergente (Figura 23).

Para lograr lo anterior se colocaron los mddulos de mantenimiento y del reportero en un
plasmido y el modulo de sensado en otro. El primer plasmido se digirié con las enzimas
Xbal y Spel mientras que el de sensado se digirié Unicamente con Xbal. Dado que Xbal y
Spel generan extremos cohesivos idénticos, el reportero y mantenimiento se pueden ligar
en cualquiera de los dos sentidos y depende de este la distancia que habra entre EcoRI y
Xbal (Figura 21). Durante la ligacion no hay control de la direccion en la que el sensor se
ligara, asi que las colonias se evaluaron por PCR con primers que amplifican solo en un

sentido 0 en otro.
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Figura 20. . Estrategia seguida para la construccion del STI modelo 1. Cada bioparte se digirié con las enzimas indicadas en los recuadros respectivos. Los circulos negros en la
unién de los recuadros representan ligaciones. Las biopartes se cortaron, purificaron y ligaron como se indica en secciones previas. El recuadro 11 muestra los médulos del
reportero y mantenimiento y el 12 muestra el sensor. Existen dos posibles resultados de la dltima ligacion: convergente (recuadro 13) o divergente (recuadro 14).
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Plasmido del reporteroy

. Plasmido del sensor
mantenimiento

Xbal Spel Xbal Spel
EcoRI P PstI EcoRI PstI
| \

=4 x 9
g = P
— o T o

Q ® Q

3 = 3

-
-

Xbal Spel
EcoRI PTe Pstl

Xbal |—> Spel
APr

Spe

Xbal

Xbal A Sper \'$ Sper
EcoRI Pstr Pstr
EcoRI

Figura 21. Diagrama de la ultima ligacion del modelo 1. En la version convergente en la union marcada A se regenera el
sitio Xbal, en B se genera una cicatriz. En la divergente en A’ se genera una cicatriz y en B’ se regenera Xbal. Al
finalizar el sitio de reconocimiento de Xbal se regenera en sitios distintos.
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Prefijo fw EcoRI
Xbal

E1010 fw

Secuenciaciéon fw

/ A e APr
I i £ ¢ &
/" ‘/ v' Q O .
[/ g %
£ >
< Convergente

Sufijo rv

PstI Spel

Figura 22. Modelo 1 con promotores convergentes. Los promotores J.Pry PTet y el resto de las secuencias codificantes se
encuentran en la misma hebra y se transcriben en el mismo sentido. Los sitios de restriccion en el prefijo se mantienen
intactos (Xbal y EcoRI). Los primers prefijo (Pref FWD) y sufijo (sufix REV) amplifican una region de 2,500pb, que
corresponde a la construccion completa. Sin el inserto el amplicén es de 900pb.
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E1010 fw XbaI

Divergente
4466 bp

EcoRT N

Secuenciacién fw

Figura 23. Modelo 2 con promotores divergentes. El sufijo pierde el sitio de restriccion Xbal y este se reubica entre los
promotores de cada modulo. El oligonucle6tido para prefijo ya no alinea en el plasmido, por eso no se muestra. Como
primer forward se utilizé una secuencia constante en el plasmido (VRF2). El primer forward de la mRFP (FWD E1010)
funciona como “reverse” en este par ya que su secuencia esta codificada en la cadena complementaria comparada con
VRF2.

Convergente con etiqueta de degradacion

Al represor AcI®' se le agregé el polipétido AANDENYALAA (en lo sucesivo LAA) al
extremo carboxilo (Figura 24) usando un oligonucle6tido antisentido con la secuencia
codificante en el extremo 5°. Esta secuencia es una etiqueta de degradacion reconocida por

el sistema SsrA que reduce la vida media de la proteina a cerca de 5 minutos (Elowitz &

Leibler, 2000).
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Figura 24. Modelo 1 convergente con la etiqueta de degradacion AANDENYALAA, la simbologia puede consultarse en la
Figura 2.

Para ello, el modelo 1 se amplificé con primers que alinean en el promotor APr (Tabla 2) en
sentido y en la secuencia codificante del represor ACi®*®" en antisentido. Al primero se le
afiadié un sitio de EcoRI mientras que al segundo se le afiadid la etiqueta de degradacién
AANDENYALAA y un sitio Spel. Se utiliz6 una version de alta fidelidad de la Taq

polimerasa obtenida de Thermo Scientific. Se probaron cuatro temperaturas de alineamiento

con 3% de DMSO y sin DMSO, con el objetivo de encontrar las condiciones dptimas.

Tabla 10. Condiciones probadas durante la amplificacion del modelo 1 agregando una etiqueta de degradacion. La
flecha indica la repeticion de los pasos del ciclo, x35 representa el nimero de repeticiones. Las condiciones mostradas se
probaron sin DMSO y con 3% de DMSO.

Fase del ciclo Temperatura [°C] Tiempo
Desnaturalizacion inicial 98 3 min
> Desnaturalizacion 98 10s
X35 EAIineamiento 62 |63 [ 68 ] 72455
Alineamiento y extension 72 30 s/kb
Extension final 72 10 min

El amplicon de interés y un plasmido pSB1A2 con el terminador transcripcional BO011 se
digirieron con las enzimas de restriccion Spel y Ecorl y Xbal/Ecorl respectivamente, el

primero se defosfatd. Después del andlisis electroforético se purificaron por columna.
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Modelo 2: heredable
Esta version del STI debe ser inducible por un incremento momentaneo de temperatura y la
produccion de la proteina recombinante debe seguir ain después de bajarla, ademas la
progenie de la célula debe sintetizar la proteina recombinante sin someterse al incremento

de temperatura. Para su funcionamiento se identificaron los mddulos siguientes:

d) Sensor: detecta el incremento de temperatura (inductor) e interactia con regiones
del ADN. Esto permite que la sefial inductora sea interpretada por la maquinaria
celular.

a) Memoria: la progenie presenta el comportamiento de las células inducidas sin
someterse al incremento de temperatura.

e) Reportero: realiza un cambio en el fenotipo en respuesta al estimulo inductor. Esto
es, promueve la transcripcion del gen de interés como consecuencia de la respuesta
del termosensado.

f) Mantenimiento: el estado inducido permanece al bajar la temperatura del cultivo,

pero no opera a temperaturas altas.

Al igual que en el anterior, este modelo puede representarse en abstracto (Figura 25). Dos
operadores logicos lo describen: OR, la salida del operador es verdadera cuando una de las

dos o ambas sefiales de entrada son verdaderas y NOT, descrito previamente.
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Aclgs? | Salida
1 0
0 1
1 1

Figura 25. Representacion abstracta del segundo modelo, la tabla indica los posibles estados del circuito la ‘S’ al final
indica la sefal de salida, es decir la proteina recombinante. El recuadro representa TetR como sefial de entrada. El
triangulo representa al operador ‘NOT'. El segundo simbolo parecido a un triangulo con bordes redondeados representa
el operador ‘OR’. El circulo al final con la letra S represena la sefial de salida, que en el STI heredable es la sintesis de
la proteina mRFP

Para construir el médulo de memoria se utiliz6 la recombinasa Gp35 del micobacteriofago
Bxb1, la cual pertenece al grupo de las recombinasas de serina y cataliza la recombinacion
Unicamente en presencia de dos secuencias conocidas como attB (por su hombre en inglés
attachment bacteria) y attP (por su nombre en inglés attachment phage) que después del
evento se mezclan y generan los sitios attL (por su nombre en inglés attachment left) y attR
(por su nombre en inglés attachment right) (Figura 26), la recombinacion es irreversible en
ausencia de la proteina Gp47. Una vez provocada la recombinacion que deriva en la
expresion de una proteina heteréloga, las siguientes generaciones la deberan expresar

constitutivamente.
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P P’

B — o - — —_—
attp o' ~GIEGTTTGTCTGGTCAACCACCgCggtet cAGTGGTGTACGGTACARACGCA
CAAACAGACCAGTTGGTGGCqcagagTCACCACATGCCATGTTTGGGT

B B’
— « —
51 -GGCHEECTIGTCGACGACGgCggHcECCOTCGTCAGGATCATICCGG
attB CCGGCCGAACAG "'ra,clc,cchc—iqaq CAGCAGTCCTAGTAGGCC
B P’
- c— s ot N e
5'-GGCHEGCTTGTCGACGACGgCag  TCAGTGGTGTACGGTACARRC
attL CCGGECGAACAGCTGCTGCcadeagagTCACCACATGCCATGTTTGGGT
P B’
—_—— = - — — -

attR 5'-G TTTGTCTGGTCAACCACCgcg_g_Q\ tcCGTCGTCAGGATCATICCGG
CAAACAGACCAGTTGGTGGcqdc2gagGCAGCAGTCCTAGTIGGCL

Figura 26. Sitios de recombinacién de gp35, para su mejor compresion estan divididos en dos partes i.e. P y P’. Por
ejemplo, la marca a la mitad de las secuencias indica el sitio en el que se realiza el corte y por el cual se unen de nuevo la
region recombinada. Como puede verse en L y R una vez que ocurre la recombinacion los sitios resultantes son una

mezcla de los sitios originales P y B. Tomada de (Ghosh et al., 2005)

Disefio

En este modelo (Figura 27) se utiliza el promotor APg, el sitio de unién a ribosomas B0034
(Elowitz & Leibler, 2000) que es un promotor sintético fuerte, la recombinasa Gp35 del
bacteriofago Bxbl, el terminador de LuxIl que es altamente eficiente, el promotor sintético
constitutivo y fuerte J23100 (Anderson, 2006), el terminador transcripcional sintético
B1006 que es bidireccional asi que provoca terminacion de la transcripcion
independientemente de su orientacion —por su ubicacion en la construccion minimiza la
transcripcion del reportero antes de la recombinacion—, como proteina reportera se utilizd
mRFP (Campbell et al., 2002) y los sitios de reconocimiento de la recombinasa Gp35 (attP

y attB).
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Se utilizaron las herramientas de prediccion de terminadores transcripcionales Arnold? del
instituto de genética y microbiologia de la Universidad de Paris-Sur y FindTerm® de
Softberry para analizar la secuencia después de la recombinacién. Arnold predice un
terminador en la cadena complementaria de la secuencia codificante de mRFP, su presencia
no impacta el disefio de la RRG; ningun otro terminador transcripcional independiente de
Rho fue identificado. La misma estrategia se aplicd para la prediccién de promotores. En
este caso se utilizé la herramienta BPROM? de Softberry y el Neural Network Promoter
Predictor* del proyecto del genoma de Drosophila de Berkeley. Ambos detectan un
promotor en el extremo 5’ de la secuencia codificante de mRFP en la hebra
complementaria. El efecto de tal promotor en la RRG, aunque desconocido, se estima
despreciable pues esta al final del modulo reportero —antes de la recombinacion—, después
de ella se encontraria como en las construcciones anteriores justo después del SUR en
sentido opuesto al promotor. Esta condicion es inevitable y siempre esta presente en una
construccion expresando mRFP. Las secuencias de todas las biopartes utilizadas se pueden

consultar en el anexol.
Control de la RRG

La secuencia codificante de mRFP esta en sentido opuesto al promotor J23100, el
terminador bidireccional B1006 evita la transcripcién de la secuencia invertida del
reportero. Antes de la induccion, AcI®’ deberé reprimir la produccién de la recombinasa
(Figura 27). Después de la induccion (Figura 28) Gp35 debera inviertir irreversiblemente al

reportero y comienza la traduccion de mRFP. El resultado de la recombinacion se debera

2 http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/index.php
® http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=index&group=programs&subgroup=gfindb
* http:/Aww.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html
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transferir a la progenie, y esta deberd producir mRFP constitutivamente. A partir de la

recombinacion la expresion de la proteina recombinante deberd ser independiente de la

temperatura y se podré subir o bajar segun lo requiera el proceso.

|
| |
o |
g_ | I promueve
2| | r—m————— — — —
| | r reportero
[ N~ N np] B1006 1 B0034
' Gp35 . | d4uw
P | sooza Luxl| 123100 | — U
ROO51 | K907000  pgoo1y | £1010

Figura 27. Modelo heredable. La simbologia se puede consultar en la Figura 2. Los codigos que acompafan a las
biopartes son los nimeros de catalogo del iGEM. Los recuadros marcados attP y attB son los sitios de reconocimiento de

la recombinasa Gp35.

|_Sensad0 -i |
| | |
| Fan | | |
751 reprime 3 | %
a2 g | L prpfuere
| bvd g | |
| | | | r reportero |
| I | | Y | oS | | | [ZaL] LI I atR] |
| Pr T | p ' T | mRFP> |
| BOO34 Luxl | 123100
| RO051 | K907000  ggo13 | BOO34  E1010 B1006 |

Figura 28. Modelo heredable después de la induccion. La marca sobre la leyenda “promueve” indica que Gp35 no tiene
la capacidad de recombinar por que los sitios de reconocimiento son distintos.

Construccién

Debido a la complejidad de las secuencias de reconocimiento attP y attB, se disefio el

modulo del reportero y se sintetizé en la empresa Genscript y se recibié en un plasmido

pUC57 secado en papel filtro. Los mddulos de sensado y el heredable se construyeron con

la técnica de ensamblaje de biopartes, la estrategia para la construccion se muestra en la

Figura

29.
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Figura 29. Estrategia seguida para la construccion del STI heredable. Cada bioparte se digirié con las enzimas indicadas en los recuadros respectivos. Los circulos negros en la
union de los recuadros representan ligaciones. Las biopartes se cortaron, purificaron y ligaron como se indica en secciones previas.
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8. Resultados y discusién

8.1. Sistema clasico
Construccion de la version 1

Se construyé la cepa siguiendo el protocolo de ensamblaje de biopartes estandar y se
transformé en E. coli cepa 53606. Las colonias obtenidas se colocaron en un cultivo en
medio LB solido a 42°C toda la noche. Se seleccionaron 4 colonias que se veian
evidentemente rojas —produccion de mRFP. De estas 4, se extrajo ADNp y se hicieron

digestiones con Xbal y Spel, las colonias evaluadas tienen el inserto del tamafio esperado

de 950 pb (Figura 30).
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Figura 30. Andlisis de restriccion de las mutantes con el sistema termoinducible clasico. 1) Marcador de peso molecular,
2y 3) colonia 1 en la figura se indican las enzimas usadas, 4 y 5) colonia 2 en la figura se indican las enzimas usadas, 6 y
7) colonia 3 en la figura se indican las enzimas usadas, 8 y 9) colonia 4 en la figura se indican las enzimas usadas. Las
flechas blancas indican el inserto, que es del tamafio esperado 950pb

Con la confirmacién del tamafio del inserto se prosiguié con la seleccion de la colonia

Optima probando el desempefio en placas.
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Caracterizacion del crecimiento y produccion de fluorescencia

Seleccion en placas de 96 pozos

Con las mutantes seleccionadas se realizd una cinética en cultivo en lote en placas de 96
pozos, se incluyen como controles la misma cepa sin plasmido y medio de cultivo sin
inocular. Los valores de los controles se utilizaron para definir la linea base y con ello
obtener la fluorescencia relativa. Como puede apreciarse en la Figura 31 ni el medio de
cultivo sin inocular ni las células en crecimiento alteran las mediciones de fluorescencia a
las longitudes de onda utilizadas. De este resultado se deduce que utilizar medio LB no
afecta las mediciones de fluorescencia en las longitudes de onda requeridas para cuantificar
mRFP. Asimismo, las células —hasta una densidad Optica de 3.5— no interfieren con la
medicion, por lo que es factible medir las muestras de cultivo directamente sin necesidad de
separar la biomasa del medio de cultivo. Por otra parte, la dindmica de produccién de
fluorescencia normalizada es equivalente en las tres cepas (Figura 32). Ademas las
velocidades de crecimiento (Figura 33) en todas las colonias es la misma, comienza a
detectarse dos horas después de la induccién y alcanza el maximo en 10 h. Ademas, en la
Figura 31 se aprecia claramente que a 30°C la fluorescencia es indetectable en todas las
cepas, solamente es visible después de dos horas de induccion, esto sugiere que el STI

clasico es funcional.
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Figura 31. Cinéticas de crecimiento (panel A) y de produccion de fluorescencia (panel B) de tres colonias de E. coli cepa
53606 con la construccion clasica 1. C1, C2 y C3 corresponden a cada colonia de las transformantes, C- es la misma
cepa sin plasmido, las cruces representan medio de cultivo sin inocular. La linea punteada marca el momento de la
induccion a 42°C, previo a la induccién el cultivo se mantuvo a 30°C.
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Evolucion de la fluorescencia normalizada de
la construccion clasica 1

o o o
EN o o

Fluorescencia normalizada
=
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Tiempo post-induccion [h]

--Cl -®C2 —4C3

Figura 32. Fluorescencia normalizada de tres colonias de E. coli cepa 53606 con la construccion clasica 1. Las colonias
estén representadas como C1, C2y C3.

Las tres colonias evaluadas tienen cinéticas de crecimiento idénticas, el control negativo
(sin plasmido) tiene un crecimiento menor entre las 7 y 12 h, sin embargo la amplitud de las
barras de error dificulta llegar a una conclusion, es posible que se deba a un error

experimental en el control negativo.

No existe diferencia entre las colonias 1, 2 y 3 en la cepa 53606 de E.coli, cuando se
analiza la fluorescencia especifica (Figura 34) la similitud entre las tres colonias es muy
clara. En este nivel de analisis cualquiera de las cepas es elegible para continuar, pues no se

detectan diferencias, por lo que se decidio continuar con la colonia 1.
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Figura 33. Velocidades maximas de crecimiento cepa clasica 1 en 53606.

1200

1000

800

600

400

200

Fluorescencia especifica [URF/DO]

5 10 15 20
Tiempo post-induccion [h]

—--Cl1 -®-C2 —4—C3

Figura 34. Fluorescencia especifica post-induccién para las tres colonias de la cepa clasica en ATCC 53606.
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Para corroborar que la cepa seleccionada es inducible incrementando la temperatura se
corrid una cinética rapida en matraz colocando un matraz sin induccion y otro con
induccion de una hora (Figura 35). En las cinéticas corridas en placas la fluorescencia es
apreciable dos horas después de la induccién, en matraces la respuesta se observa una hora
antes. La diferencia en la velocidad de la respuesta se debe a la diferencia en la escala de
las gréaficas previas. Los maximos de fluorescencia para cada caso (inducido y no inducido)
son de 6.3 y 83.4, de esto se concluye que bajo las condiciones utilizadas, el STI clasico 1
tiene una expresion basal del 7% de la fluorescencia maxima posible. Ademas se confirmé

que la cepa es inducible subiendo la temperatura a 42°C.
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Figura 35. Evolucion de la fluorescencia de la colonia 1 (construccion clésica 1 en E. coli cepa 53606). Las lineas
punteadas indican el periodo de induccidn. Las temperaturas del cultivo estan sefialadas en cada region para la colonia
inducida (cuadros negros). En el caso del cultivo no inducido este se mantuvo siempre a 30°C.
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Construccion de la version 2

Comprobacion del tamafio de los médulos

E.coli DH5a quimicompetente se transform6 con la construccion del modulo sensor
(descrita con anterioridad en la Figura 16). Se confirmaron las transformantes por PCR de
colonia con primers para prefijo y sufijo (Tabla 2). Como se muestra en la Figura 36, de

23 colonias evaluadas 20 contienen el inserto (amplicon esperado 900pb)

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 20 21 22 23 24 25 26

0000

2088

S
w2000
w1500

w 1000

s R T - - W -
w 50 -

500

250

Figura 36. PCR de colonia de las transformantes de J13002+C;857+B0011. Carril 2, marcador de peso molecular;
carril 1, colonia uno; carriles 3 al 23 colonias dos a la veintidds; carril 24 colonia veintitrés; carril 25 control negativo;
carril 26 control positivo (TetR 693bp)

De este tamizaje se recuperaron las colonias 1y 19 (carriles 1 y 20 de la Figura 36). Se
realizaron digestiones dobles y sencillas a ADN plasmidico, las digestiones confirman el

tamano del inserto (Figura 37). Con esto se finaliza la construccion del sensor.

71



o

O O 000000000

Figura 37. Digestiones de ADNp de las colonias 1 y 19. De la digestion sencilla se espera una banda de alrededor de
3kb, de la digestion doble se esperan dos bandas una de 2kb del plasmido y otra de 850 del inserto (sefialada con una
flecha en el gel). X=Xbal, P=Pstl, ADNp= ADN plasmidico sin digerir.

Ligacion con el modulo efector
En este caso, el efector es el modelo clasico 1, el cual se ligd con el mddulo sensor y se
corroboré el tamafio del inserto (Figura 38) de dos colonias seleccionadas por PCR de
colonia y digestion con Notl. Los amplicones y el resultado de las digestiones son los
esperados (Tabla 5). Las bandas menos intensas entre 3.5 y 4kb coinciden con el tamafio
del plasmido linealizado. Su presencia en la digestion con endonucleasas es resultado de
una digestion parcial. En principio cualquiera de las dos colonias tiene el inserto deseado,
sin embargo las bandas de interés son mas intensas en la colonia 1. Por lo tanto, después de

esta evaluacion se selecciond la colonia 1 para continuar con los experimentos.
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Figura 38. Comprobacién de la construccién del sistema clasico 2. El primer carril contiene el marcador de peso
molecular. Las columnas marcadas como DNA contienen ADN plasmidico sin digerir. Las marcadas como PCR muestran
los amplicones para cada colonia. Las marcadas como Notl muestran el resultado de las digestiones enzimaticas. El
recuadro negro sefiala el plasmido linealizado. Los fragmentos esperados son de 1827 pb para la PCR y 2055 y 1798pb
para la digestion enzimatica. c+ es el control positivo

8.2.Modelo 1

Construccion
Las biopartes que conforman este modelo se ligaron paso a paso como lo indica la Figura
20. En esta seccion solo se muestran la comprobacion de las mutantes con los modulos por
separado —el sensor ya fue evaluado en la construccion del modelo clasico 1- y las
construcciones finales. La Figura 39 muestra la PCR de colonia del efector de 18 colonias,
de ellas 10 tienen el inserto del tamafio esperado (ver Tabla 5). De estas colonias se

selecciond la nimero 18 para continuar con el proceso de construccion.
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Figura 39. PCR de colonia del mddulo efector del modelo 1 bajo el promotor Pr del fago lambda. Los carriles 2 al 19
muestran el resultado de las colonias 1 a la 18 respectivamente.

Unién de los médulos sensor y efector

Los modulos se ligaron como se indica en la seccion 7.9. y se comprobd con PCR de
colonia (Figura 40) el sentido en el que se ligd el efector. De 12 colonias evaluadas 2
contienen los insertos en sentido convergente y 3 en sentido divergente, las cinco colonias

se evaluaron con digestiones enzimaticas.

| ‘
Figura 40. PCR de colonia del modelo 2 para identificar el sentido el modulo efector. Las colonias 2 y 3 (puntas de
flecha) tienen el promotor en sentido convergente (2500pb). Las colonias 5, 11 y 12 tienen el promotor en sentido
divergente (1600pb). La colonia 4 s6lo tiene el médulo sensor. Mientras que para las colonias 1, 6, 7'y 9 no se puede
concluir, aparentemente poseen plasmidos vacios. Control negativo sin templado, control positivo uno amplifica a 800pb,
control positivo dos amplifica a 1580pb.
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A las colonias seleccionadas se les extrajo el ADNp y se realizaron ensayos de restriccion
con dos combinaciones de enzimas:1) EcoRI y Xbal; 2)Pstl y Xbal. El resultado de las
digestiones es diferente y caracteristico para cada modo de los promotores (Tabla 11) i.e.

convergente o divergente, como resultado del cambio del sitio de reconocimiento Xbal

Tabla 11. Listado de fragmentos que arroja la digestion de cada modo en que se cloné el promotor.

Modo del Tamario de los fragmentos Tamario de los fragmentos

promotor [pb] digerido con Ecorl/Xbal [pb] digerido con Pstl/Xbal
Convergente 4451 15 2413 2053

Divergente 2914 1552 3590 876

El andlisis del gel de electroforesis (Figura 41) muestra los patrones de bandeo
caracteristicos para cada modo del promotor. Las colonias 2 y 3 tienen los patrones
correspondientes para promotores convergentes, mientras que las colonias 5, 11 y 12

exhiben el patrén caracteristico para los promotores divergentes.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16
Colonia 2 Colonia 3 Colonia 11 Colonia 5 Colonia 12

ADNp EcoRI/Xbal Pstl/Xbal ADNp EcoRI/Xbal Pstl/Xbal ADNp EcoRI/Xbal Pstl/Xbal ADNp EcoRi/Xbal Pstl/Xbal ~ADNp EcoRI/Xbal Pstl/Xbal 10000
/8008

3288

45 4.5kb 3.6kb 3.6kb 3.6kb 7

- [ e 2.4kb 2.9kb 2.9kb 2.9kb ,//3888

Fe 2% - -— — 1500
1.5kb 1.5kb 1.5kb

R 1000

B0pY 870pb 870kb 750

500

250

Figura 41. Digestiones de ADN plasmidico de las colonias de interés del modelo 2. Los patrones de bandeo para las
colonias 2 y 3 corresponden a una construccion con promotores convergentes. Los patrones de bandeo para las colonias
5, 11y 12 corresponden a una construccion con promotores divergentes.
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De esta evaluacion se concluye con seguridad que las colonias 2 y 3 son convergentes y las

colonias 5, 11 y 12 son divergentes, de ellas se continuo6 con la colonia 2 y la colonia 5.

Seleccidn entre cepas divergente y convergente
En la Figura 42 muestra las cinéticas en matraces agitados para las colonias divergente y
convergente con una hora de induccion (recuadro). En los dos casos hubo crecimiento
después de la induccion, ademéas no se observaron diferencias en el crecimiento de las
cepas con las dos construcciones y el control negativo (DH5a sin transformar). En la misma
figura se muestra que la cepa divergente presenta fluorescencia incluso antes de la
induccidn, que ademas incrementa proporcionalmente con el aumento de la biomasa. Lo
anterior se puede ver claramente analizando la fluorescencia especifica. APk €S un
promotor mas fuerte que Pre Y la separacion entre ambos en esta cepa es de 6 pares de
bases, es posible que la cercania entre los promotores ocasione impedimentos estéricos
cuando la ARNpol trasncribe desde Pre.. Si lo anterior impide el acceso del represor AcI®’
podria permitir que la ARNpol transcribiera en el sentido de APg, 0 bien, que la unién del

represor AcI®’

entorpezca el reconocimiento del promotor P+ ocasionando asi una suerte
de autoregulacion del represor. En cualquiera de los dos casos se podria alcanzar un estado
estable, mismo que es sugerido por la fluorescencia especifica. La construccion divergente

se descartd, pues uno de los requisitos en el disefio de los nuevos STI es el control de la

expresion (Tabla 9).

Por otra parte, la colonia convergente exhibe mejor control sobre la produccién de la
proteina recombinante. Antes de inducir la fluorescencia es indetectable y una hora
después de la induccién su incremento es claro y persistente durante poco mas de 3 h,

alcanza un maximo a las 10 h después de la induccion y después decae lo que hace inferir la
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probable pérdida del plasmido pues la fluorescencia especifica decae mientras la biomas
permanece constante. De aqui en adelante los resultados descritos corresponden al modelo

1 en su variante convergente.
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Figura 42. Cinéticas de crecimiento y produccion de fluorescencia para la seleccion del modelo 1 en matraces agitados. Panel A: cinética de produccion de fluorescencia, panel
B: fluorescencia especifica, panel C: cinética de crecimiento, panel D: fluorescencia especifica normalizada. El recuadro marca el periodo de induccion. Control negativo
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8.3.Impacto del tiempo de induccién en la velocidad de crecimiento de las cepas
convergente y clasica 2

Un cultivo de Escherichia coli DH5a en fase de crecimiento exponencial se indujo con un
incremento de temperatura de 30 a 42°C (con una tasa de 4.3°C/min) durante un tiempo
definido en matraces con medio LB. Transcurrido este tiempo se bajé la temperatura con un

cambio de 42 a 30°C (con una tasa de 6.5°C/min).

B
1

Clasica 0.5h
Clasica 1h

Clasica 2h
Clasica pemanente
Conwergente 0.5h
Conwergente 1h
Conwergente 2h
Conwergente permanente
Control negativo

1 1

Velocidad de crecimiento [h']
M

0 2 4 6

BISSESA RN

10 12 14
Tiempo [h]

Figura 43. Cinética de crecimiento para los modelos 1 convergente y clasico version dos a distintos tiempos de
induccion.

Aparentemente los distintos tiempos de induccion evaluados, no tienen impacto en la
densidad Optica maxima alcanzada (Figura 43) y tienen el mismo impacto sobre la
velocidad maxima de crecimiento (Figura 44), en el caso de la clasica con induccion

permanente parece no tener impacto en la velocidad de crecimiento.
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Figura 44. Velocidades maximas de crecimiento a distintos tiempos de induccion. En la induccidon permanente se
mantuvo la temperatura elevada por toda la duracion del cultivo una vez iniciada la induccion. Se evalud la construccion
clasica 2. Para las barras con (*) P>0.05

Por otro lado, conforme aumenta el tiempo de induccidon incrementa también la
fluorescencia maxima (Figura 45 y Figura 46). El incremento en fluorescencia se debe a
mayor produccion de proteina recombinante por célula, no solamente a un efecto del
incremento de la concentracion celular. Asi pues, se deduce que ambas construcciones

exhiben respuesta dependiente del tiempo de induccion.

A partir de una hora de induccion, las cepas evaluadas presentan diferencias en la
fluorescencia especifica maxima (Figura 46), asi como en la velocidad de produccién de
fluorescencia (Figura 47). Estas diferencias son mas evidentes a partir de las 2 h; sin
embargo, por encima de 128 URF el equipo alcanzé la saturacion y no se posible

determinar la cantidad exacta.
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Es importante notar que en todos los casos, la velocidad de produccion de fluorescencia
(Figura 46) de la cepa clasica es mayor que la de la cepa convergente, posiblemente debido
a la carga metabdlica que implica la proteina represora TetR. Adicionalmente, aunque el
incremento de la biomasa es equiparable, la fluorescencia especifica tiende también a ser

mayor en la cepa clasica.
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Figura 45. Fluorescencia en los modelos 1 convergente y clésica version dos a distintos tiempos de induccidn. Las lineas
punteadas indican que la produccion de fluorescencia contina pero no fue determinada y es mayor a 128 URF.
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Figura 46. Fluorescencia especifica maxima a distintos tiempos de induccion. La fluorescencia especifica de la colonia

clasica en dos horas de induccion se determind hasta 36 URF/DO, es el limite superior de deteccion de la técnica
utilizada. Para las barras con (*) P>0.05
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Figura 47. Efecto del tiempo de induccién en la velocidad maxima de produccion de fluorescencia. Para las barras con
(*) P>0.05
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8.4.Comparacion de los modelos en W3110
Como se menciond anteriormente, RecA juega un papel importante en la regulacion
mediada por Acl. En funcién de los resultados en DH5a se realizé otro experimento, ahora
con la cepa W3110 cuya copia del gen Ac/ es funcional y no tiene mutaciones. Los

resultados se muestran a continuacion.
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Figura 48. Cinéticas de crecimiento de las construcciones en W3110 medio LB. Las puntas de flecha indican el momento
de la induccion.

83



Se probaron dos tiempos de induccion: dos horas e induccién permanente. En ambos casos
se empled una tasa de calentamiento de 4.3°C/min y de enfriamiento de 6.5°C/min. Cuando
se indujeron permanentemente, ambas cepas crecieron a menor velocidad que cuando se
usaron solamente dos horas (Figura 49). En promedio la velocidad especifica de
crecimiento —con dos horas de induccion— fue 34.5% mayor, sin embargo la maxima

densidad dptica alcanzada es similar en las dos cepas en los dos condiciones de induccion.

La produccion de fluorescencia en esta cepa también dependio del tiempo de induccion,
asimismo en el caso de la cepa DH5a se observa el mismo comportamiento. Por otra parte,
a diferencia de lo ocurrido en DH5a, W3110 produce la misma fluorescencia (Figura 50)
cuando se inducen las dos construcciones durante dos horas, la fluorescencia especifica lo
confirma. Este comportamiento hace suponer que un estudio mas amplio vale la pena en

esta cepa.
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Figura 49. Velocidades de crecimiento post-induccién de las cepas clasica version dos y convergente en W3110.En
ambos casos P>0.05
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Figura 50. Cinética de fluorescencia en la cepa W3110 de E.coli empleando medio LB. Las lineas punteadas verticales
indican el inicio y el término de la induccion. Las lineas punteadas indican que la produccién de fluorescencia contintia
pero no fue determinada y es mayor a 140 URF.
8.5.Cultivos de W3110 en medio mineral

Dados los resultados anteriores se decidié probar la respuesta de la cepa dandole la
posibilidad de alcanzar densidades celulares mas altas y determinar asi, si el desempefio de
las distintas construcciones se diferenciaba. La primera aproximacion fue enriquecer el
medio LB con distintas concentraciones de glucosa (Figura 51), como puede observarse el
incremento en unidades de absorbancia fue minimo, de hecho a concentraciones de glucosa
mayores a 1g/L, la absorbancia maxima decrecio. Por lo tanto se repitié el experimento
pero con medio mineral a distintas concentraciones de glucosa (Figura 52). De este

experimento se selecciond la concentracion de 12g/L de glucosa en medio mineral para los

experimentos subsecuentes.
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Figura 51. Densidades 6pticas maximas de W3110 en LB enriquecido con glucosa a 30°C y 220rpm.No hay repeticiones.
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Figura 52. Densidades Opticas maximas de W3110 en medio mineral a distintas concentraciones finales de glucosa. No

hay repeticiones.
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Las tres cepas evaluadas alcanzan el maximo de densidades Opticas en medio mineral
suplementado con 12g/L de glucosa. Sin embargo, la cepa convergente alcanza menores
densidades Opticas que el resto. Aparentemente, dos horas de induccion no tienen impacto
negativo sobre la velocidad de crecimiento en ambas cepas (Figura 53). En ambas cepas la
produccion de fluorescencia estd bien controlada antes de la induccién, en los datos

mostrados la induccion duré dos horas.

Induciendo dos horas, la fluorescencia maxima producida por W3110 clasica y convergente
en medio LB es de 60 URF, mientras que al cambiar a medio mineral la convergente
alcanzo solamente el 30% de la clasica (Figura 54). Se obtuvo mayor fluorescencia
especifica en el modelo clasico (Figura 55), las curvas comienzan a caer dos horas después
de terminada la induccién, lo que indica que no hay mas produccion de fluorescencia pero

si de biomasa para ambas construcciones.
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Figura 53. Cinética de crecimiento W3110 en medio mineral suplementado con 12g/L de glucosa, las lineas delimitan el
tiempo de induccién.
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Figura 54 Produccion de proteina recombinante en la cepa W3110 de E. coli en medio mineral suplementado con 12g/L.
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Figura 55. Fluorescencia especifica (unidades de fluorescencia por unidades de absorbancia) de las construcciones en la
cepa W3110 en medio mineral suplementado con 12g/L de glucosa.

8.6.Efecto del fondo genético
Las construcciones clasica y convergente se probaron en dos cepas distintas. Se evalu6 la
fluorescencia especifica normalizada (i.e. la fluorescencia en cada punto dividida entre el
valor maximo) de ambas construcciones en las cepas DH5a (Figura 56) y W3110 (Figura
57). Dos horas después de la induccion ambas cepas alcanzan entre el 50 — 60% del
méaximo de fluorescencia, alrededor de una hora después llegan al 90% de la fluorescencia,
en ambos cepas la construccion convergente continta produciendo fluorescencia una hora
mas. Ambas construcciones tienen el mismo comportamiento aun en cepas distintas. Esto
sugiere gque la dinamica con la que producen fluorescencia, y en Gltima instancia la proteina

recombinante es, al menos, similar entre cepas.
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Figura 56. Fluorescencia especifica normalizada. Dos construcciones en la cepa DH5a de E. coli cultivadas en medio
mineral suplementado con 12g/L de glucosa. La linea vertical punteada indica el fin de la induccion, las flechas indica el
100% de la respuesta.
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Figura 57. Fluorescencia especifica normalizada. Dos construcciones en la cepa W3110 de E. coli cultivadas en medio
mineral suplementado con 12g/L de glucosa. La linea vertical punteada indica el fin de la induccion, las flechas indica el
100% de la respuesta.
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En la Figura 58 se aprecian mas facilmente las similitudes de las construcciones en las
distintas cepas. En los paneles se muestra claramente que el maximo de fluorescencia se
alcanza exactamente al mismo tiempo en las cepas probadas. Ademas, las diferencias en

cuanto a las cinéticas de fluorescencia son imputables al disefio de cada STI.
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Figura 58. Fluorescencia especifica normalizada de cada construccion evaluada en dos cepas distintas. La linea vertical
punteada indica el fin de la induccion, las flechas indican el 100% de la respuesta. Panel A: clasica, panel B:
convergente. Los datos corresponden a cultivos en medio mineral suplementado con 12g/L de glucosa.
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8.7.Prolongacidn del tiempo de crecimiento
A partir de los resultados previamente descritos se decidié probar un cultivo de mayor
duracion (Figura 59), por ello se extendi6 el tiempo de cultivo despues de la induccion con
la finalidad de evaluar el comportamiento de las construcciones. Para esto, se implementd
un cultivo ciclico de “vaciado-llenado”, 10s periodos sefialados se describieron previamente

en la seccién 7.6.

Primer ciclo

Una vez que las cepas clasica y convergente alcanzaron 4 unidades de absorbancia se
indujeron durante dos horas. La fluorescencia méxima para ambas construcciones se
alcanzo 4 horas después de la induccidn, también coincide con el nivel mas bajo de glucosa
en este ciclo (1.2g/L), comparando ambas construcciones se encontrd que la fluorescencia

maxima de la convergente es el 25% de la clasica.

Segundo ciclo

Antes del agotamiento de la fuente de carbonos se inocularon nuevos matraces partiendo de
los mismos cultivos, la biomasa se llevd a una densidad oOptica de 0.5 unidades de
absorbancia. Ambas cepas continuaron creciendo, sin embargo la fluorescencia permanecio
constante. La grafica de la Figura 59 panel C muestra la disminucién de la fluorescencia

especifica en concordancia con el incremento de bioamasa.

Tercer ciclo

El cultivo se vacié parcialmente y llen6 de medio fresco de nuevo antes del agotamiento de
glucosa, la densidad dptica se llevé a 0.5 unidades de absorbancia. Ambas cepas crecieron
con la misma velocidad, sin embargo la clasica alcanzé mayor concentracion de biomasa.
No se detect6 generacion de fluorescencia durante este ciclo, la que se detecta es resultado

de la dilucién del cultivo durante su siembra, de igual manera la
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Figura 59. Cinética en 3 ciclos de cultivos operados en modo “vaciado-Illenado” las construcciones clasica y convergente
en la cepa W3110 en cultivo por lote ciclico.
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fluorescencia especifica disminuye conforme aumenta la densidad Optica. El crecimiento

cesa hasta poco después del agotamiento de la glucosa.

En cada uno de los ciclos, la velocidad de crecimiento (Figura 60) de la cepa clasica fue
ligeramente mayor que en la cepa convergente, esta diferencia es ain menor en el tercer

ciclo.
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Figura 60. Velocidades de crecimiento en los tres periodos de cultivo de W3110 construcciones clasica y convergente.
Para las barras con (*) P>0.05

8.8.Convergente con etiqueta de degradacion
Considerando los resultados anteriores se sugiri6 la posibilidad de que el represor Acl®™’
permaneciera durante mucho tiempo en el sistema, por lo que se busco reducir la vida
media de la proteina afiadiendo una etiqueta de degradacion (descrito previamente).
Brevemente, se amplifico la construccion convergente usando PCR y empleando un primer

con la etiqueta de degradacion.
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Amplicones obtenidos por PCR

Se probaron tres temperaturas de alineamiento con 3% DMSO vy sin este, los amplicones
obtenidos segun se describi6 en la seccién 7.5 se evaluaron por electroforesis en gel de
agarosa (Figura 61). La condicidon que mas enriguecio la banda esperada fue la de 72°C con
3% de DMSO. Esta banda se separé del gel, se purifico y se ligd en un plasmido con el
terminador transcripcional B0011 digerido con las enzimas EcoRIl y Xbal (Figura 62)
(descrito previamente). La presencia de la secuencia codificante de la etiqueta de

degradacion se corrobord por secuenciacion.

(o) o
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oé\ $
s

°\°

3% DMSO &

SIN DMSO

e

Ii

62°c 63°c 68°c 72°c  62°c 63°c 68°c 72°c C+ C+

Figura 61. Electroforésis en gel de agarosa del modelo 1 con la etiqueta de degradacacion AANDENYALAA. Las
temperaturas anotadas al pie de cada carril representan las temperaturas de alineamiento utilizadas, en la parte superior
del gel estan sefialados los carriles en los que se utiliz6 DMSO. Se utilizd como control positivo (c+) el modelo 1 en el
plasmido pSB1A2 amplificando tinicamente la secuencia codificante del represor icI®,
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Figura 62. Digestion del terminador transcripcional BOO11 con EcoRI 'y Xbal. Carril 1: marcador de peso
molecular, carril 2 control positivo (plasmidos linealizado de 3.5kb), carriles 3 y 4 plasmido pSB1A2 sin digerir, carriles
5y 6, plasmido digeridos con EcoRI y Xbal.

8.9.Cinética de crecimiento

Al someter la cepa generada a una prueba rapida de fluorescencia se encontrd que no habia
diferencia en la fluorescencia especifica en las distintas cepas, una segunda seleccion de la
clona demostré que la expresion de la proteina es constitutiva (Figura 63). Es posible que el
péptido que compone la etiqueta de degradacion intervenga en el plegamiento del represor

lo que evitaria que actuara sobre el promotor Pr.
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Figura 63. Cinética de produccion de fluorescencia de la cepa convergente con etiqueta de degradacion.
8.10. Modelo 2:heredable
Construccién del efector
Las biopartes del efector se ligaron como se indico en la Figura 29, se comprobd la
presencia de los insertos por PCR de colonia (Figura 64). De ocho colonias evaluadas sélo

la colonia siete tiene el inserto.
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Figura 64. Gel de electroforesis de la PCR de colonia de los médulos sensado-heredable del modelo 2. Se espera un
amplicon de 1670pb. Los carriles 1 al 8 son las colonias a evaluar, los carriles 9 y 10 tienen el plasmido B0011, el carril
11 es un control negativo de la PCR sin ADN molde, el carril 12 el control positivo con la bioparte E1010 el amplicén
esperado es de 750pb.

El médulo del reportero se clondé en DH5a. El tamafio del modulo se comprobo con PCR de

colonia (Figura 65). De las diez colonias evaluadas las diez presentaron el inserto del

tamano esperado.

Ambos moddulos se ligaron y se clonaron en DH5a por electroporacion. Se comprobd el
tamafio del inserto con PCR de colonia con oligonucle6tidos de secuenciacion (Tabla 2). Se

evaluaron seis colonias, de ellas cinco presentaron el inserto del tamafio esperado.
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Figura 65. Gel de electroforesis de la PCR de colonia del sensor del modelo heredable en DH5a. Carriles 1-5y 7-11
corresponden a las colonias 1 a 10, carril 13 control negativo PCR sin ADN molde, carril 15 control positivo, carriles 12
y 14 estén vacios.

-

Figura 66. PCR de colonia del modelo 2 en DH5a. El tamafio esperado del inserto es de 2808pb. Carril 1:marcador de
peso molecular, carriles 2-7: colonias 1 a 6.

Para corroborar la presencia y el sentido en el que se clond el inserto en el plasmido, se
realiz6 un ensayo de PCR con oligonucle6tidos que amplifican (Figura 67): a) s6lo en caso

de que exista recombinacién: Rec FW/RV; b) s6lo en caso de que no exista recombinacién
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(E1010 FW/Prefijo FW); y c) la secuencia completa de la construccion independientemente

de los eventos de recombinacion (Secuenciacion FW/RV).

A
Secuegbiiacfén Prefuo W
— M | [ap] B1006 o 50034 attB
Gp35
3 <dH |
g 4 Lux 123100 U ® '
RO051 K907000 pgpo11 E1010 Secuenciacion
RV
-
E1010 FW
B
Secuenciacion RE': Fw Ej 010 FW
W Prefuo W ﬁ ﬁ
L N T PE1o — T
Gp 35 D mRFP
Pr 1 Luxl 123100 B0034 B1006 -
ROO51 K907000 pop11 E1010 Secuenciacion

Rec RV RV

Figura 67. Alineamiento esquematico de los oligosnucledtidos utilizados en el andlisis del modelo heredable. En cursivas
el nombre de cada oligonucle6tido utilizado, se anotan en la region y sentido en el que amplifican, panel A) modelo
heredable sin recombinacion, panel B) modelo heredable recombinado. No se muestra el alineamiento de Rec FW y Rec
RV en el primer panel porque esas secuencias solo existen después de la recombinacion.

El andlisis de los amplicones en gel de electroforesis (Figura 68), muestra resultados
contradictorios pues las reacciones A y B son positivas para ambas colonias, cuando
deberian ser mutuamente excluyentes, ademas ninguna de las colonias habia sido sometida
a induccion térmica, por lo que se esperaba que la reaccion A no rindiera amplicones y la
reaccion B si lo hiciera. Es posible que, a pesar de que los ensayos se hicieron a partir de
cultivos propagados de una sola colonia aislada, existan subpoblaciones. Por otra parte,

solamente la colonia cinco tiene el tamafio esperado de la construccion completa.

La secuenciacion de la colonia cinco confirmd el evento de recombinacion, los datos de los
cromatogramas no mostraban ambigiedad en las regiones involucradas con la
recombinacion. Basado en los resultados anteriores se sugirié que la fase de calentamiento
durante la transformacién de E. coli quimicompetentes pudo ocasionar la recombinacion.

Por lo tanto, se decidi repetir el experimento con E. coli electrocompetentes.
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Figura 68. PCR de las colonias 3 y 5 del modelo heredable. Las reacciones se dividen en: A) prueba de recombinacion
con oligonucleotidos recombinacion FW/RV amplicon esperado de 850pb; B) prueba de ausencia de recombinacion con
oligonucledtidos E1010 FW/Prefijo FW amplicon esperado de 2506pb; C) comprobacion del tamafio del modelo
heredable. C3: colonia tres, C5: colonia cinco, C- control negativo que en la reaccion A es el plasmido pSB1A2 con el
efector y en la reacciéon C es una preparacion de PCR sin DNA molde, C+: control positivo. Las flechas negras indican
amplicones positivos para recombinacion, las flechas blancas indican amplicones positivos para ausencia de
recombinacion.

Una vez obtenidas las nuevas mutantes por electroporacion se evaluaron tres colonias por
ensayos de PCR con tres juegos de oligonucledtidos: mRFP, que amplifican la region
codificante de mRFP; secuenciacion, que amplifican la construccion completa y

recombinacion, que amplifican cuando la recombinacion ha ocurrido.

Los amplicones son de los tamarfios esperados (Figura 69), sin embargo hay bandas muy
tenues en los carriles de recombinacion, una secuenciacion de la colonia marcada con el
numero 15 confirmd la recombinacion. Este mismo resultado se presentd en diversas

ocasiones que se realizé la construccion
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Recombinacién Secuenciacién [—MRFP __

Figura 69. Modelo 2, PCR de colonia del modelo 2 transformado por electroporacion, los rétulos abarcando tres carriles
indican que reacciones se cargaron en los carriles, las puntas de flecha indican los amplicones de recombinacion, el
control positivo es el modelo clasico 1 de este solo se amplific6 mRFP. Los nimero en blanco (5,10,15) son los nimeros
asignados a las tres colonias evaluadas.

Se realiz6 una cinética con la colonia quince en matraces agitados con medio mineral sin
induccion y con dos horas de induccion (Figura 70). El impacto a la velocidad de
crecimiento es claro, con dos horas de induccion la velocidad decae un 25%. En la cepa no
inducida la fluorescencia aumenta paulatinamente conforme aumenta la biomasa, sigue

pues una cinética de produccion parcialmente asociada al crecimiento.

Por otra parte, la fluorescencia especifica parece seguir un comportamiento distinto, al
principio es muy alta y decae paulatinamente hasta un nivel minimo, que coincide con el
inicio de la induccion —cuando se induce por dos horas—. La fluorescencia en el cultivo sin
inducir se extiende hasta el inicio de la fase estacionaria. Dado que la produccion esta
parcialmente asociada al crecimiento la produccion de fluorescencia continla después de

haber alcanzado la fase estacionaria, lo que puede deberse a dos razones: 1) produccién de
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proteina recombinante 6 2) maduracion de las proteinas producidas. Campbell et al., (2002)
reportdé que el tiempo de maduracion de la variante mRFP utilizada en este estudio es
menor a 1 h a 37°C, cuando la cepa se cultivd a 30°C —sin induccion—, la produccion de
fluorescencia continué dos hora después de alcanzada la fase estacionaria. Este
comportamiento bien puede ser consecuencia de una mezcla de ambos efectos, es decir
continGa la produccion de proteina recombinante y maduran las proteinas previamente
producidas, o bien solamente un retraso en el tiempo de maduracion a consecuencia de la

temperatura.

Cuando la cepa se induce durante dos horas la velocidad maxima de produccién de
fluorescencia incrementa, sin induccion es de 0.13h™, mientras que con induccion llega a
0.36 h™. Esto sugiere que elevar la temperatura si induce mayor produccion de proteina
recombinante ya que —cuando hay induccion— la fluorescencia incrementa mas rapidamente
que la biomasa. Sin embargo una vez terminado el efecto de la induccion la fase de
crecimiento celular se extiende 7 h mas y no se alcanzan los niveles maximos de
fluorescencia del cultivo no inducido. Finalmente al comparar los méaximos de
fluorescencia especifca podemos ver que, aun sin induccion la cepa heredable produce el
75% de lo que produce con induccidn, por lo que se concluye que la cepa no es util como

inducible.
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Figura 70. Evaluacion del modelo heredable en E. coli cepa 53606. Se muestran resultados de la cepa sin induccion
(cuadros) y con dos horas de induccion (circulos), las lineas punteadas verticales indican el periodo de induccion. Panel
A) Cinética de crecimiento, panel B) cinética de produccion de fluorescencia, panel C) cinética de fluorescencia
especifica.
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9. Discusién
Todas las RRG propuestas se disefiaron para que la proteina siguiera produciéndose aun
después de bajar la temperatura a 30°C, los resultados varian con cada una. Se construyeron
tres versiones del modelo 1, la primer disyuntiva fue elegir entre una versién con los
moédulos de sensado, mantenimiento y del reportero en el mismo sentido —en la misma
hebra de DNA- designada convergente y otra version con transcripciéon de los médulo en

sentidos opuestos, llamada divergente.

Modelo uno, version divergente

Los resultados indican que ambas cepas son inducibles elevando la temperatura, sin
embargo en la divergente se aprecia expresion basal, también llamada fuga, aun a 30°C.
Una posible explicacion del tal comportamiento seria un impedimento estérico. El espacio
entre ambos promotores (APr Y P1et) €S de 9 bases (Figura 71), por lo que es posible que la

unién de TetR al operador evita que AcI®™’

se pueda unir a OR2, lo que disminuiria la
efectividad de la represion y podria explicar la produccién de fluorescencia ain sin
induccion. En caso de ser esto cierto, una posible solucién a esto seria espaciar los

promotores.

agcaaccattatcaccgccagaggtaaaatagtcaacacgcacggtgttactctagagtccctatcagtgatagagattgacatccctatcagtgatagagatactgagcact
) ' : N } ) ' ' ) } '
t + + t t } + + t +

t
APr Ptet R0040

OR1 < OR2 TetO
Figura 71. Espacio entre los promotores Ptet y TetR en el modelo 1 divergente, OR1 y OR2 son los operadores del
promotor termo inducible APr, TetO es el operador del promotor Pr;.

Dos modelos podrian explicar el comportamiento de la cepa divergente, en funcién de lo

sugerido en el parrafo anterior: 1) AcI®® impide la unién de la RNAp al promotor Py, esto

857

indirectamente reprimiria la transcripcion de AcI™" y por lo tanto existirian pocas copias
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capaces de reprimir al promotor APg, el cual eventualmente se liberaria y se estableceria un
ciclo de produccion y represion que daria como resultado una breve pero constante
produccion de fluorescencia; 2) la RNAp se une al operador TetO e impide la union de
AcI®®” a OR2, asf la represion sobre APg serfa atn posible pero mas débil, pues solo hay un
sitio operador para ejercer la represion, esto provocaria expresion basal y se ajusta al

fendmeno observado.
Modelo uno, version convergente

Por otra parte, la version convergente responde sobre la expresion de la proteina
fluorescente igual que la cepa clasica, pero produce menor fluorescencia, posiblemente

debido a la carga metabdlica extra que implica la produccion del represor de tetraciclina.

Cuando se transformo E. coli cepa DHS5a, la produccion de fluorescencia cesé poco tiempo
después de bajar la temperatura a 30°C. Este no es el comportamiento esperado y podria ser
consecuencia de la mutacion que esta cepa tiene en RecA, pues —en el ciclo de vida del fago
lambda— durante la respuesta SOS RecA realiza un corte proteolitico al represor Acl en la
region linker y promueve la entrada del profago a fase litica. Entonces, es posible que la
mutante de RecA fuese ineficiente para inactivar la mutante termosensible AcI®’, de ser asf
elevar la temperatura a 42°C liberaria la mayoria de los operadores en el promotor Pg

durante la induccién pero AcI®’ volveria a unirse una vez que se baja la temperatura a 30°C.

En el afan de sobrepasar este inconveniente se transformo con el modelo convergente la
cepa de E. coli W3110, que posee una copia nativa del gen RecA. Se encontré que cuando
se cultivaban el modelo clasico y el convergente transformados en E. coli W3110 en medio

LB con dos horas de induccion, la fluorescencia méaxima era la misma. Sin embargo una
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vez que se incrementd la biomasa —cultivando para ello en medio mineral—, se observé un
comportamiento similiar al descrito previamente para la cepa DH5a. Por otra parte, cuando
se normalizan los datos de fluorescencia especifica se observa una ligera diferencia que no
logra confirmarse en los experimentos subsecuentes. Es posible que el switch construido no
este deteniendo la transcripcion de cI®’. Colocar un segundo promotor APr justo antes de
TetR podria solucionarlo, ya que quizas la distancia del gen codificante al promotor

disminuye su eficiencia transcripcional.

Después de un ciclo de optimizacion se construyd el modelo 1 en su version convergente
con una etiqueta de degradacion en el represor AcI®’, que deberfa disminuir el tiempo de
vida media de la proteina. El resultado fue inesperado, a pesar de que la etiqueta esta en el
extremo carboxilo y no en el amino —este es el usado para la union al operador— el represor
AcI® fue incapaz de bloquear efectivamente la produccién de la proteina recombinante a

30°C. Agregar esta etiqueta volvid la expresion constitutiva

Para llevar a buen término las construcciones que aspiran a funcionar como circuitos es
importante considerar el balance de las moléculas directamente involucradas, asi como los
tiempos de vida media de cada una de ellas y la velocidad con la que se pliegan los
represores o inductores actuantes. Lo anterior debe usarse para definir el marco de tiempo
en el que ocurren los fendmenos que definen el funcionamiento del circuito. En ese sentido,
es posible que el comportamiento observado sea consecuencia del balance de represores, la
fuerza de estos y de los promotores, por lo que probablemente sea necesario colocar una
etiqueta de degradacién al represor Tetg para que los tiempos de vida media de ambos se
encuentren en el mismo orden de tiempo y sea posible inducir de manera efectiva. Sin

embargo, existe la posibilidad de que el represor AcI®*’-LAA no sea capaz de unirse a las
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regiones operadoras con efectividad. Por ejemplo, la etiqueta se colocd en el extremo
carboxilo y este dominio es el que permite a la proteina formar dimeros para ejercer mejor
represion sobre el promotor pero su unién al promotor ocurre por el extremo amino. Si el
represor se une al operador como mondmero es menos estable que al unirse como dimero
(Ptashne, 2004). Aunque es importante sefialar que el uso de etiquetas de degradaciéon en el

represor del fago lambda ya se ha hecho con éxito (Elowitz & Leibler, 2000).

Modelo heredable

El segundo modelo se disefio con la expectativa de que al tener la secuencia codificante en
sentido opuesto a los promotores no habria expresion basal, ademéas una vez inducido el
cultivo ocurriria un evento de recombinacion que aseguraria que en lo posterior la
expresion de la proteina seria constitutiva. A pesar de haber usado dos métodos de
transformacion siempre se obtuvieron cepas en las que el evento de recombinacion ya habia
ocurrido, aunque la recombinasa esta bajo control del promotor APgr que se reprime muy
efectivamente. Se disciernen dos posibles razones para que esto ocurra: 1) la poca
transcripcion basal que tiene el promotor APgr es suficiente para que ocurra la

857

recombinacion; 2) el tiempo de maduracion del represor AcI™" permite la existencia de una

ventana de tiempo suficiente para que el gen codificante de la recombinasa se transcriba.

Es necesario cambiar la estrategia y minimizar la expresion basal de la recombinasa. El
sistema disefiado puede funcionar, si se controla efectivamente, la produccion basal de la

recombinasa.
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Efecto del fondo genético

Los datos de fluorescencia especifica normalizada sugieren, que en el caso de DH5a y
W3110, ambas derivadas de K-12, el fondo genético es irrelevante en el comportamiento de
la construccidn, en lo que a produccién de fluorescencia se refiere. Los valores puntuales
pueden ser distintos, sin embargo las proporciones y los tiempos de produccion en las
condiciones probadas son los mismos (ver Figura 56 aFigura 58 ). Es claro que en distintas
cepas se obtendran distintos rendimientos de proteinas, sin embargo es relevante observar
que, en este caso, a partir de la descripcion de la dinamica de produccién de fluorescencia

en una cepa se puede predecir el comportamiento de la otra que estaba relacionada.

10. Conclusiones
En el presente trabajo se realizaron diferentes versiones de un sistema de produccién de
proteina heteréloga por termoinduccién en una RRG y se evaluaron en dos fondos
genéticos distintos. La regulacién y construccién de estos circuitos ha probado requerir un
analisis adicional en funcién del balance de represores y los tiempos en los que ocurren los

fenémenos.

Se construyeron dos modelos clasicos con técnicas de biologia sintética, uno con
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funcionamiento delimitado a cepas que expresen constitutivamente el represor Acl™" y otro

independiente del fondo genético de la cepa.

La orientacion de los promotores en una construccion con las mismas biopartes y disefiada
para el mismo fin tuvo un impacto en la respuesta de la RRG. Ademas, los resultados
sugieren que el espacio entre dos promotores regulados mutuamente es importante para el

correcto funcionamiento del sistema.
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Los modelos generados mostraron el mismo comportamiento, en términos de proporcion,
en dos derivadas de Escherichia coli K-12, una cercana a la silvestre (W3110) y una
ampliamente usada en laboratorio (DH5a). Esto sugiere que la produccion de la proteina
recombinante siguié, en proporcion, la misma dinamica de produccién en dos cepas

bacterianas relacionadas a pesar de que existan diferencias en los rendimientos.

Se generaron tres mutantes con el sistema termoinducible clasico —dos construcciones
distintas, una de ellas en dos cepas distinas de E. coli— con estandares de biologia sintética

y biopartes estandar que se suman a la coleccién del laboratorio.

Esta es la primera tesis del grupo que involucra a la biologia sintética desde la concepcion
del proyecto y sienta las bases en el laboratorio para un posterior desarrollo en este

derrotero.
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11. Perspectivas
Para mejorar la regulacién en la cepa convergente deberia explorarse agregar una etiqueta
de degradacion al represor Tetr y llevar ambos represores a la misma escala de tiempo de

vida media, que por ser mas corta deberia dar respuestas mas rapidas a la induccion.

En el caso del segundo modelo deberia explorarse el control de la expresion basal de la
recombinasa, en caso de que exista, agregando otro nivel de regulacion que impidiera la
traduccion de los transcritos generados. Esto se puede lograr colocando un riboswitch en la
secuencia lider, si se coloca un termosensor de ARN como el de la represion de los genes
de respuesta a choque térmico (ROSE por sus siglas en inglés). Bastaria una sola sefal

inductora para controlar dos elementos reguladores, la represién del promotor por AcI®’

y
la represion de la traduccion por el riboswitch y no se altera el modo de induccion del

sistema que es muy valioso a escala industrial.

Para mejorar el disefio inicial es recomendable utilizar simulaciones computacionales.
Existen ejemplos y aungue su desarrollo no es trivial, puede ayudar mucho a la

optimizacion del disefio antes de su construccién fisica.

El presente trabajo sugiere rutas de investigacion para desarrollar. Lo mas valioso de la
biologia sintética trasciende al uso de biopartes, pues es posible disefiar comportamientos
complejos en las células, por ejemplo volverlas responsivas Unicamente en presencia de tres
condiciones y controlar la poblacion de las mutantes bajo dos condiciones distintas o

programar células mas alla de la sobreproduccion de un metabolito.
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13. Anexos

a. Anexo I: secuencias de las biopartes utilizadas

Bioparte Secuencia (5°-3°)

R0051 TAACACCGTGCGTGTTGACTATTTTACCTCTGGCGGTGATAATGGTTGC

B0034 AAAGAGGAGAAA

E1010 ATGGCTTCCTCCGAAGACGTTATCAAAGAGTTCATGCGTTTCAAAGTTCGTATG
GAAGGTTCCGTTAACGGTCACGAGTTCGAAATCGAAGGTGAAGGTGAAGGTCG
TCCGTACGAAGGTACCCAGACCGCTAAACTGAAAGTTACCAAAGGTGGTCCGC
TGCCGTTCGCTTGGGACATCCTGTCCCCGCAGTTCCAGTACGGTTCCAAAGCTT
ACGTTAAACACCCGGCTGACATCCCGGACTACCTGAAACTGTCCTTCCCGGAA
GGTTTCAAATGGGAACGTGTTATGAACTTCGAAGACGGTGGTGTTGTTACCGTT
ACCCAGGACTCCTCCCTGCAAGACGGTGAGTTCATCTACAAAGTTAAACTGCG
TGGTACCAACTTCCCGTCCGACGGTCCGGTTATGCAGAAAAAAACCATGGGTT
GGGAAGCTTCCACCGAACGTATGTACCCGGAAGACGGTGCTCTGAAAGGTGAA
ATCAAAATGCGTCTGAAACTGAAAGACGGTGGTCACTACGACGCTGAAGTTAA
AACCACCTACATGGCTAAAAAACCGGTTCAGCTGCCGGGTGCTTACAAAACCG
ACATCAAACTGGACATCACCTCCCACAACGAAGACTACACCATCGTTGAACAG
TACGAACGTGCTGAAGGTCGTCACTCCACCGGTGCTTAATAACGCTGATAGTG
CTAGTGTAGATCGC

B0010 CCAGGCATCAAATAAAACGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTT
ATCTGTTGTTTGTCGGTGAACGCTCTC

B0012 TCACACTGGCTCACCTTCGGGTGGGCCTTTCTGCGTTTATA

Cl857 ATGAGCACAAAAAAGAAACCATTAACACAAGAGCAGCTTGAGGACGCACGTC
GCCTTAAAGCAATTTATGAAAAAAAGAAAAATGAACTTGGCTTATCCCAGGAA
TCTGTCGCAGACAAGATGGGGATGGGGCAGTCAGGCGTTGGTGCTTTATTTAA
TGGCATCAATGCATTAAATGCTTATAACGCCGCATTGCTTACAAAAATTCTCAA
AGTTAGCGTTGAAGAATTTAGCCCTTCAATCGCCAGAGAAATCTACGAGATGT
ATGAAGCGGTTAGTATGCAGCCGTCACTTAGAAGTGAGTATGAGTACCCTGTT
TTTTCTCATGTTCAGGCAGGGATGTTCTCACCTAAGCTTAGAACCTTTACCAAA
GGTGATGCGGAGAGATGGGTAAGCACAACCAAAAAAGCCAGTGATTCTGCATT
CTGGCTTGAGGTTGAAGGTAATTCCATGACCGCACCAACAGGCTCCAAGCCAA
GCTTTCCTGACGGAATGTTAATTCTCGTTGACCCTGAGCAGGCTGTTGAGCCAG
GTGATTTCTGCATAGCCAGACTTGGGGGTGATGAGTTTACCTTCAAGAAACTG
ATCAG

GP35 CGCGCTTATGGGAACGGTGGCGCAGATGGAATTAGAAGCGATCAAAGAGCGG
BXB1 AACCGTTCGGCTGCGCATTTCAATATCCGCGCCGGGAAATACCGAGGATCCCT
GCCGCCGTGGGGATACCTGCCTACGCGCGTGGACGGGGAGTGGCGGCTGGTGC
CGGACCCTGTGCAGCGAGAGCGCATCCTCGAGGTGTATCACCGCGTCGTCGAC
AACCACGAGCCGCTGCACCTGGTGGCCCACGACCTGAACCGGCGTGGTGTCCT
GTCGCCGAAGGACTACTTCGCGCAGCTGCAAGGCCGCGAGCCGCAGGGCCGG
GAGTGGTCGGCTACCGCGCTGAAGCGATCGATGATCTCCGAGGCGATGCTCGG
GTACGCGACTCTGAACGGTAAGACCGTCCGAGACGACGACGGAGCCCCGCTGG
TGCGGGCTGAGCCGATCCTGACCCGTGAGCAGCTGGAGGCGCTGCGCGCCGAG
CTCGTGAAGACCTCCCGGGCGAAGCCCGCGGTGTCTACCCCGTCGCTGCTGCT
GCGGGTGTTGTTCTGCGCGGTGTGCGGGGAGCCCGCGTACAAGTTCGCCGGGG
GAGGACGTAAGCACCCGCGCTACCGCTGCCGCTCGATGGGGTTCCCGAAGCAC
TGCGGGAACGGCACGGTGGCGATGGCCGAGTGGGACGCGTTCTGCGAGGAGC
AGGTGCTGGATCTGCTCGGGGACGCGGAGCGTCTGGAGAAAGTCTGGGTAGCC
GGCTCGGACTCCGCGGTCGAACTCGCGGAGGTGAACGCGGAGCTGGTGGACCT
GACGTCGCTGATCGGCTCCCCGGCCTACCGGGCCGGCTCTCCGCAGCGAGAAG
CACTGGATGCCCGTATTGCGGCGCTGGCCGCGCGGCAAGAGGAGCTGGAGGGC
CTAGAGGCTCGCCCGTCTGGCTGGGAGTGGCGCGAGACCGGGCAGCGGTTCGG
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GGACTGGTGGCGGGAGCAGGACACCGCGGCAAAGAACACCTGGCTTCGGTCG
ATGAACGTTCGGCTGACGTTCGACGTCCGCGGCGGGCTGACTCGCACGATCGA
CTTCGGGGATCTGCAAGAGTACGAGCAGCATCTCAGGCTCGGCAGCGTGGTCG
AACGGCTACACACCGGGATGTCGTAG

B1006 AAAAAAAACCCCGCCCTGTCAGGGGCGGGGTTTTTTTTT

ATTB TCGGCCGGCTTGTCGACGACGGCGGTCTCCGTCGTCAGGATCATCCGGGC

ATTP GTCGTGGTTTGTCTGGTCAACCACCGCGGTCTCAGTGGTGTACGGTACAAACCC
CGAC

C0040 ATGTCCAGATTAGATAAAAGTAAAGTGATTAACAGCGCATTAGAGCTGCTTAA
TGAGGTCGGAATCGAAGGTTTAACAACCCGTAAACTCGCCCAGAAGCTAGGTG
TAGAGCAGCCTACATTGTATTGGCATGTAAAAAATAAGCGGGCTTTGCTCGAC
GCCTTAGCCATTGAGATGTTAGATAGGCACCATACTCACTTTTGCCCTTTAGAA
GGGGAAAGCTGGCAAGATTTTTTACGTAATAACGCTAAAAGTTTTAGATGTGC
TTTACTAAGTCATCGCGATGGAGCAAAAGTACATTTAGGTACACGGCCTACAG
AAAAACAGTATGAAACTCTCGAAAATCAATTAGCCTTTTTATGCCAACAAGGT
TTTTCACTAGAGAATGCATTATATGCACTCAGCGCTGTGGGGCATTTTACTTTA
GGTTGCGTATTGGAAGATCAAGAGCATCAAGTCGCTAAAGAAGAAAGGGAAA
CACCTACTACTGATAGTATGCCGCCATTATTACGACAAGCTATCGAATTATTTG
ATCACCAAGGTGCAGAGCCAGCCTTCTTATTCGGCCTTGAATTGATCATATGCG
GATTAGAAAAACAACTTAAATGTGAAAGTGGG

R0040 TCCCTATCAGTGATAGAGATTGACATCCCTATCAGTGATAGAGATACTGAGCA
C

cl®’ ATGAGCACAAAAAAGAAACCATTAACACAAGAGCAGCTTGAGGACGCACGTC
GCCTTAAAGCAATTTATGAAAAAAAGAAAAATGAACTTGGCTTATCCCAGGAA
TCTGTCGCAGACAAGATGGGGATGGGGCAGTCAGGCGTTGGTGCTTTATTTAA
TGGCATCAATGCATTAAATGCTTATAACGCCGCATTGCTTACAAAAATTCTCAA
AGTTAGCGTTGAAGAATTTAGCCCTTCAATCGCCAGAGAAATCTACGAGATGT
ATGAAGCGGTTAGTATGCAGCCGTCACTTAGAAGTGAGTATGAGTACCCTGTT
TTTTCTCATGTTCAGGCAGGGATGTTCTCACCTAAGCTTAGAACCTTTACCAAA
GGTGATGCGGAGAGATGGGTAAGCACAACCAAAAAAGCCAGTGATTCTGCATT
CTGGCTTGAGGTTGAAGGTAATTCCATGACCGCACCAACAGGCTCCAAGCCAA
GCTTTCCTGACGGAATGTTAATTCTCGTTGACCCTGAGCAGGCTGTTGAGCCAG
GTGATTTCTGCATAGCCAGACTTGGGGGTGATGAGTTTACCTTCAAGAAACTG
ATCAGGGATAGCGGTCAGGTGTTTTTACAACCACTAAACCCACAGTACCCAAT
GATCCCATGCAATGAGAGTTGTTCCGTTGTGGGGAAAGTTATCGCTAGTCAGT
GGCCTGAAGAGACGTTTGGC

K907000 | ATGAGAGCCCTGGTAGTCATCCGCCTGTCCCGCGTCACCGATGCTACGACTTCA
CCGGAGCGTCAGCTGGAGTCTTGCCAGCAGCTCTGCGCCCAGCGCGGCTGGGA
CGTCGTCGGGGTAGCGGAGGATCTGGACGTCTCCGGGGCGGTCGATCCGTTCG
ACCGGAAGCGCAGACCGAACCTGGCCCGGTGGCTAGCGTTCGAGGAGCAACC
GTTCGACGTGATCGTGGCGTACCGGGTAGACCGGTTGACCCGATCGATCCGGC
ATCTGCAACAGCTGGTCCACTGGGCCGAGGACCACAAGAAGCTGGTCGTCTCC
GCGACCGAAGCGCACTTCGATACGACGACGCCGTTTGCGGCGGTCGTCATCGC
GCTTATGGGAACGGTGGCGCAGATGGAATTAGAAGCGATCAAAGAGCGGAAC
CGTTCGGCTGCGCATTTCAATATCCGCGCCGGGAAATACCGAGGATCCCTGCC
GCCGTGGGGATACCTGCCTACGCGCGTGGACGGGGAGTGGCGGCTGGTGCCGG
ACCCTGTGCAGCGAGAGCGCATCCTCGAGGTGTATCACCGCGTCGTCGACAAC
CACGAGCCGCTGCACCTGGTGGCCCACGACCTGAACCGGCGTGGTGTCCTGTC
GCCGAAGGACTACTTCGCGCAGCTGCAAGGCCGCGAGCCGCAGGGCCGGGAG
TGGTCGGCTACCGCGCTGAAGCGATCGATGATCTCCGAGGCGATGCTCGGGTA
CGCGACTCTGAACGGTAAGACCGTCCGAGACGACGACGGAGCCCCGCTGGTGC
GGGCTGAGCCGATCCTGACCCGTGAGCAGCTGGAGGCGCTGCGCGCCGAGCTC
GTGAAGACCTCCCGGGCGAAGCCCGCGGTGTCTACCCCGTCGCTGCTGCTGCG
GGTGTTGTTCTGCGCGGTGTGCGGGGAGCCCGCGTACAAGTTCGCCGGGGGAG
GACGTAAGCACCCGCGCTACCGCTGCCGCTCGATGGGGTTCCCGAAGCACTGC
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GGGAACGGCACGGTGGCGATGGCCGAGTGGGACGCGTTCTGCGAGGAGCAGG
TGCTGGATCTGCTCGGGGACGCGGAGCGTCTGGAGAAAGTCTGGGTAGCCGGC
TCGGACTCCGCGGTCGAACTCGCGGAGGTGAACGCGGAGCTGGTGGACCTGAC
GTCGCTGATCGGCTCCCCGGCCTACCGGGCCGGCTCTCCGCAGCGAGAAGCAC
TGGATGCCCGTATTGCGGCGCTGGCCGCGCGGCAAGAGGAGCTGGAGGGCCTA
GAGGCTCGCCCGTCTGGCTGGGAGTGGCGCGAGACCGGGCAGCGGTTCGGGEG
ACTGGTGGCGGGAGCAGGACACCGCGGCAAAGAACACCTGGCTTCGGTCGAT
GAACGTTCGGCTGACGTTCGACGTCCGCGGCGGGCTGACTCGCACGATCGACT
TCGGGGATCTGCAAGAGTACGAGCAGCATCTCAGGCTCGGCAGCGTGGTCGAA
CGGCTACACACCGGGATGTCGTAG

B0O011 AGAGAATATAAAAAGCCAGATTATTAATCCGGCTTTTTTATTATTT

LAA GCTGCTAACGACGAAAACTACGCTCTGGCTGCT

ATTB GGCCGGCTTGTCGACGACGGCGGTCTCCGTCGTCAGGATCATCCGG

ATTP GTGGTTTGTCTGGTCAACCACCGCGGTCTCAGTGGTGTACGGTACAAACCCA

J23100 TTGACGGCTAGCTCAGTCCTAGGTACAGTGCTAGC
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