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RESUMEN

La biologia sintética busca disefar y mejorar sistemas biolégicos para facultarlos
con nuevas funciones utiles en investigacién, biotecnologia o diagndstico. En este
contexto, la bacteria Escherichia coli ha sido una plataforma clave debido a la
facilidad para su manipulacion genética y su uso extendido en la expresién de
proteinas recombinantes. El presente trabajo se enfocd en modificar genéticamente
a la cepa E. coli BL21 (DE3) para su potencial uso en el desarrollo de biosensores
empleando sistemas libres de células (cell-free systems) acoplados a la actividad
de la enzima -galactosidasa.

Para la modificacion genetica de esta cepa, se aislé por PCR el fragmento AM15
del gen lacZ de la cepa E. coli TOP10 y se clon6 en el vector pJET para su
almacenamineto y verificacion por secuenciacion. Posteriormente, este fragmento
se integré en el genoma de E. coli BL21 (DE3) mediante el sistema A-Red basado
en el mecanismo de recombinacion homodloga. La secuenciacion confirmé la
insercion deseada, sin embargo, también revel6 una mutacion no planificada
(Cys2488Ser). A partir de la cepa mutante, se obtuvieron extractos celulares, los
cuales se utilizaron para montar reacciones libres de células suplementadas con X-
Gal y un plasmido codificante para el péptido alfa; en este ensayo no se observo
actividad enzimatica, lo cual sugirié que la mutaciéon fue exitosa, sin embargo,
tampoco se logré la complementacion con el péptido alfa. En contraste, se observo
que la adicion del gen lacZ completo (en forma de plasmido), tanto in vitro como in
vivo, restaura la actividad de la B-galactosidasa, lo que permitié la degradacion del
substrato X-Gal.

Un analisis estructural por modelado con AlphaFold 3 y visualizacion en PyMOL
sugiere que la mutacion puntual pudo haber alterado el sitio activo de la enzima,
impidiendo la complementacion funcional con el péptido alfa. Estos resultados
indican que la cepa BL21 (DE3) AM15 no es capaz de sintetizar una -galactosidasa
funcional al complementarse con el peptido alfa, sin embargo, se restaura la
actividad de la enzima al agregar el gen lacZ completo, por lo cual se conluye que
la cepa modifificada en este proyecto, es potencialmente util para la produccion de
extractos celulares libres de la enzima B-galactosidasa y por consiguiente, para su
aplicacion en el desarrollo de plataformas biosensoras libres de celulas capaces de
producir un cambio visual al estar presente o no el analito de interés.

Como perspectiva, se propone modificar el gen lacZ de la cepa BL21 (DE3) con la
secuencia completa proveniente de la cepa TOP10 y no solo la region AM15, a fin
de buscar la complementacion alfa de la enzima y el subsecuente uso de la cepa
en el diagndstico molecular.
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1. INTRODUCCION

1.1 PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El desarrollo de la biologia sintética y las plataformas libres de células han permitido
construir herramientas con distintas aplicaciones biotecnolégicas (Chen et al., 2012).
Dentro de estas herramientas, destaca la creacion y desarrollo de cepas bacterianas
con caracteristicas especificas para objetivos deseados (van der Oost & Patinios,
2023). Un ejemplo de ellas es E. coli BL21 Star (DE3) (en lo sucesivo E. coli BL21
(DE3)) que, entre otras modificaciones genéticas, posee un sistema de expresion
basado en la RNA polimerasa del bacteriéfago T7, lo cual es util para la expresion
de proteinas recombinantes (Invitrogen, 2010). Otro ejemplo de estas cepas
modificadas es E. coli TOP10, que posee una mutacion en el gen lacZ, denominada
lacZAM15, la cual conduce a la expresion de una version incompleta y
cataliticamente inactiva de la enzima pB-galactosidasa, pero que es posible
complementar por medio de un plasmido que exprese el péptido « y reestablezca la
actividad catalitica (Juers et al., 2012). Esto permite emplear a dicha cepa en
ensayos de seleccion azul/blanco basados en la degradacion de sustratos como X-
Gal (Guo et al., 2019).

En la actualidad, muchos métodos para la deteccion de analitos siguen dependiendo
de equipos sofisticados, reactivos costosos o condiciones de laboratorio especificas,
lo que limita su aplicacidon en entornos con recursos limitados (Zhang et al., 2020).
Por lo tanto, existe una necesidad creciente por desarrollar biosensores capaces de
detectar de manera simple, visual y especifica la presencia de compuestos de
interés.

1.2 JUSTIFICACION

El disefio de plataformas biolégicas que generen una sefial colorimétrica unicamente
en presencia del analito de interés representa una estrategia prometedora para el
desarrollo de biosensores visuales y de bajo costo. Los sistemas libres de células
han emergido como una tecnologia versatil en biologia sintética, permitiendo la
expresion controlada de proteinas sin necesidad de células vivas (Maharjan & Park,
2023). Sin embargo, la mayoria de estos sistemas utilizan extractos celulares de
cepas comerciales que no estan disenadas para funciones de deteccion y cuya
composicidn no siempre es optima para activar mecanismos de respuesta a visual a
analitos especificos.

Aprovechar el fendbmeno de complementacion alfa de la enzima [(-galactosidasa
ofrece, por lo tanto, una oportunidad innovadora para construir un biosensor dentro
de una plataforma libre de células, mediante la modificacién genética de una cepa



comercial y con ello desarrollar ademas otras herramientas moleculares visuales,
sensibles, econdmicas y escalables.

1.3 HIPOTESIS

En biotecnologia, contar con una herramienta biolégica con la capacidad para
producir proteinas recombinantes y a su vez con la caracteristica de ser
complementada mediante un plasmido de expresion (péptido alfa), permitiria
obtener una plataforma con el potencial de ser utilizada en diferentes campos
biotecnoldgicos como el diagndstico molecular.

La modificacion al genoma de E. coli BL21 (DE3) con la mutacién AM15 generaria
una cepa incapaz de sintetizar la enzima [3-galactosidasa funcional por si misma, lo
cual facultaria a la cepa para su uso en la obtencién de extractos celulares
desprovistos de la actividad B-galactosidasa, lo que permitiria por lo tanto el
desarrollo de sistemas libres de células para su aplicacion en el disefo de
biosensores y otras herramientas moleculares que utilicen a esta enzima como
reportero molecular.

2. ANTECEDENTES

2.1 BIOLOGIA SINTETICA

La biologia sintética (BS) es un campo emergente multidisciplinario cuyo fin es
explorar, comprender, disefiar y construir nuevos sistemas biolégicos al combinar
conocimientos y técnicas de biologia, quimica, bioinformatica e ingenieria. Su
principal objetivo es incrementar la facilidad y eficiencia con la que se pueden
disefar, construir y caracterizar sistemas bioldgicos, siguiendo los principios de
diseniar-construir-probar-aprender mediante el uso de herramientas moleculares
estandarizadas, por lo que los esfuerzos principales de esta disciplina estan
centrados en el desarrollo de estas tecnologias (Chen et al., 2012).

No obstante, a pesar de que la biologia sintética ha permitido la generacién de
herramientas moleculares para el descubrimiento de nuevos farmacos o la
generacion de biosensores, estas se basan principalmente en el disefio y
modificacion racional del genoma de bacterias (y otros organismos) de interés, con
el objetivo de construir plataformas biolégicas para la ejecucion tareas especificas
(Han et al., 2023). En este sentido, una tecnologia que depende mayoritariamente
del fondo genético del organismo a utilizar son los Sistemas Libres de Células (CFS
por sus siglas en inglés “Cell-free System”), ya que estos son sistemas in vitro para
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la sintesis de proteinas cuyo potencial y eficiencia esta directamente relacionado
con el origen del extracto celular que se utilice en la reaccion (Koo et al., 2020).

2.2 SISTEMAS LIBRES DE CELULAS (CELL-FREE TECHNOLOGY)

Muchas herramientas de biologia sintética han empleado sistemas basados en
células completas y, a pesar de demostrar un amplio potencial biotecnologico en
diferentes areas, las limitantes inherentes al uso de células como huéspedes ha
restringido su alcance y enfoque, por ejemplo, en la produccion de proteinas que
son toxicas para el hospedero o la incapacidad para realizar ensayos de alto
rendimiento a bajo costo debido a lo laboriosos y exhaustivos que son los protocolos
para obtencidén de proteinas recombinantes. Para dar una posible solucion a tales
problemas, los sistemas libres de células surgen como una opcidn atractiva que ha
permitido prescindir de complejidades y ha brindado oportunidades para el disefio
racional y la manipulacion de sistemas bioldgicos, que a su vez han permitido un
avance acelerado en la BS y mas ampliamente en la biotecnologia (Tinafar et al.,
2019).

Los CFS son plataformas en las cuales se llevan a cabo reacciones bioquimicas sin
necesidad de utilizar células vivas. Estos sistemas se pueden construir utilizando
extractos celulares crudos o componentes purificados. Los oligonucledtidos se han
utilizado ampliamente debido a que los lisados celulares se pueden preparar
facilmente y contienen toda la maquinaria celular requerida para los procesos de
transcripcion, traduccion, regeneracion de energia, asi como las rutas metabdlicas
nativas. Estos extractos son altamente funcionales, sin embargo, son complejos e
indefinidos (Ji et al., 2022). En contraste, los CFS definidos, también llamados
sistemas PURE (sintesis proteica utilizando elementos recombinantes) pueden ser
reconstituidos a partir de componentes purificados (Shimizu et al., 2001).

De igual manera es posible clasificar los CFS por su método de preparacion:
aquellos basados en extractos celulares y los basados en enzimas purificadas (Koo
et al., 2020). Los sistemas basados en extractos celulares han permitido conducir
investigaciones para el estudio de la sintesis de proteinas en sistemas libres de
células (CFPS) y, por otro lado, los sistemas basados en enzimas purificadas
permiten mejorar los resultados de la sintesis de proteinas en formatos libres de
células (Shimizu et al., 2001). Ambos métodos cuentan con ventajas, desventajas y
consideraciones unicas.

Los componentes de una reaccion de CFPS se describen en la figura 1. Las
plataformas pueden ser disefiadas para contener Unicamente los factores benéficos
para la sintesis de proteinas y prescindiendo de aquellos potencialmente
perjudiciales, como lo son las enzimas degradadoras y rutas metabdlicas



energéticamente costosas y que no estan relacionadas con la sintesis de la proteina
de interés.

Aminoacidos
o]

NH

DNA

DPDIN

Magquinaria transcripcional y
traduccional

3 i

i

Energia

S,
.oee

Figura 1. Componentes de una reaccion de sintesis de proteinas libre de células
(CFPS). Se requieren aminoacidos como mondmeros para construir una proteina
funcional, DNA codificante para la sintesis de proteinas, ribonucleétidos,
moléculas que provean energia para las reacciones de sintesis y la maquinaria
transcripcional y traduccional requerida para estas reacciones. Todos los
componentes se mezclan en un tubo de reaccion.

Los CFS han sido objeto de multiples mejoras sucesivas, iniciando hace mas de un
siglo desde lisados celulares que demostraron que procesos moleculares basicos
como la fermentacion se pueden llevar a cabo fuera de las células, hasta el disefio
actual de plataformas industrialmente modificadas para la producciéon de multiples
moléculas blanco. EI mejoramiento de estos sistemas continia en términos
tecnoldgicos (en la preparacion de extractos y el desarrollo de los componentes de
las plataformas) asi como en términos econémicos, con el uso de reactivos de bajo
costo (Brookwell et al., 2021).

La tolerancia y personalizacion de las condiciones de reaccion de los CFS los
vuelven una plataforma ideal para la creaciéon de prototipos de nuevas rutas
metabdlicas y circuitos genéticos, lo cual a su vez los vuelve atractivos para la
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produccion industrial de biomoléculas (biofabricacién). La aplicacion de los CFS en
la creacion de prototipos, en donde nuevas ideas, herramientas y sistemas son
probados previo a su produccion masiva, es viable gracias a que es posible estudiar
el metabolismo evitando el conflicto entre reacciones y variables no controladas
(Moore et al., 2017).

Multiples campos se han beneficiado de la biofabricacion por sistemas libres de
células, siendo algunos ejemplos: la industria alimentaria, de cosméticos vy
especialmente los biofarmacos que a su vez abarcan una amplia gama de
moléculas como anticuerpos monoclonales, vacunas, péptidos antimicrobianos,
entro otros (Ji et al., 2022). Los CFS representan una importante oportunidad para
producir biofarmacos de una manera mas econdmica y eficiente que no es posible
con los métodos actuales basados en células vivas (Stech & Kubick, 2015).

Otra aplicacion de los CFS es su uso como biosensores, permitiendo la deteccion
rapida de analitos en concentraciones traza (Zhang et al., 2020). Los biosensores
libres de células pueden ser optimizados para detectar una amplia variedad de
analitos y superan las desventajas presentadas en los sistemas basados en células.
Por ejemplo, permiten prescindir de la membrana celular que dificulte el monitoreo
y modificacién del receptor, evitan el riesgo de contaminacién ambiental con
organismos genéticamente modificados y logran operar en un amplio rango de
ambientes que podrian ser toxicos para sistemas basados en células (Brookwell et
al., 2021).

La ingenieria metabdlica libre de células (IMLC) es otra area beneficiada de los CFS,
empleandolos para la manipulacion de genes y procesos moleculares para el
entendimiento y control de las funciones biolégicas como rutas enzimaticas,
transduccion de sefiales y la expresidon de genes. La habilidad para escalar la
produccion, controlar las variables de la reaccion y producir una amplia variedad de
proteinas de interés demuestran la superioridad de la ingenieria metabadlica libre de
células sobre los sistemas basados en células (Swartz, 2018).

Por lo tanto, los CFS en biologia sintética permiten un control directo de la
transcripcion, traduccién y metabolismo en un ambiente abierto. Adicionalmente, el
ciclo del disefio-construccidén-prueba-aprendizaje se reduce a dias, mientras que en
un sistema dependiente de células tomaria semanas (Lu, 2017). En términos de
biofabricacion, los rendimientos y proporciones de produccién son escalables vy
comparables con los sistemas dependientes de células. Asi, los CFS surgen como
una tecnologia flexible y poderosa para la ingenieria de sistemas y partes bioldgicas
con diferentes aplicaciones prescindiendo del uso de células. (Lu, 2017).

A pesar del gran potencial de los sistemas CFPS, aun existen desventajas que
deben ser abordadas. Un ejemplo de estas desventajas es la carencia de las
magquinarias celulares requeridas para realizar modificaciones postraduccionales
complejas en las proteinas, a diferencia de sistemas derivados de organismos
eucariontes (Maharjan & Park, 2023), estas modicaciones incluyen glicosilaciones,
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fosforilaciones, formacién de puentes disulfuro, acetilaciones, etc. La falta de
adecuadas modificaciones postraduccionales impide la actividad bioldgica
adecuada de las proteinas eucariontes que requieren de dichas modificaciones para
ser funcionales.

Por otro lado, el costo de una alta concentraciéon de proteina se ha reducido
considerablemente en los sistemas CFPS que utilizan extractos de E. coli en
comparacion con los que se utilizaban anteriormente como el sistema de
reticulocitos de conejo, los extractos de trigo o las células de insecto. Estos sistemas
eucariontes, a pesar de ser capaces de realizar modificaciones postraduccionales,
generalmente requieren procedimientos laboriosos de extraccidn, los cuales son
mas costosos y con menores rendimientos (Carlson et al., 2012).

En este contexto, la optimizacion de estos sistemas a partir de extractos celulares
provenientes de organismos modificados abre un abanico de posibilidades para su
aplicacion a bajo costo en areas como el diagnostico molecular, que
tradicionalmente involucra el uso de bioldgicos de alto costo, haciendo limitado su
uso por la mayor parte de la poblacion.

Para el cumplimiento de los objetivos de la biologia sintética y los sistemas libres de
células se han desarrollado sistemas de edicion gendmica en bacterias, que se
describen a continuacion.

2.3 SISTEMAS DE EDICION GENOMICA EN BACTERIAS

La elucidacion de las caracteristicas funcionales y estructurales del DNA y RNA, en
conjunto con el desarrollo de herramientas de ingenieria genética han permitido la
edicibn genomica de bacterias, la cual implica la modificacion de secuencias
especificas del genoma bacteriano para alterar caracteristicas genéticas, como lo
es la insercion, eliminacion o reemplazo de genes; lo cual ha demostrado un notable
potencial en aplicaciones biotecnolégicas (van der Oost & Patinios, 2023).

A la fecha el sistema por doble recombinacién homologa asistida por A-Red para la
edicion gendomica en bacterias ha sido ampliamente utilizado y se describe
brevemente a continuacion.

2.3.1 RECOMBINACION HOMOLOGA POR MAQUINARIA DEL BACTERIOFAGO A-RED
CONTENIDA EN PLASMIDO PKD46

El cromosoma bacteriano puede ser editado in vivo por recombinacion homéloga
utilizando productos de PCR y oligonucleétidos sintéticos como sustrato. Esto es
posible gracias a las propiedades de recombinacion del bacteriéfago A que permiten
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una recombinacion homologa eficiente entre un fragmento de DNA exdgeno y el
cromosoma bacteriano (Thomason et al., 2005). Esta tecnologia permite insertar o
suprimir secuencias de DNA sin requerir sitios de restriccion (Sharan et al., 2009).

La recombinacion homologa mediada por el sistema A-Red ha sido utilizada como
herramienta genética para modificar el cromosoma bacteriano con una cadena
lineal de DNA o de doble cadena (Costantino et al., 2003)

Este sistema consiste en tres genes: a, B y y que codifican respectivamente para:
una exonucleasa 5’ — 3’ que degrada una de las cadenas de DNA de doble cadena
generando una cadena sencilla de DNA, la proteina B que se une al DNA de cadena
sencilla e impide su degradacién y la proteina y que inhibe la exonucleasa recBCD
de E. coli para evitar la degradacion de las cadenas de DNA lineal generadas
(Caldwell & Bell, 2019).

El plasmido pKD46 expresa el sistema A-Red bajo el control de un promotor
estrictamente regulado para evitar eventos de recombinacién indeseados en
condiciones no inducibles. Ademas, ha sido empleado sobre otros plasmidos (como
pKD20) debido a un aumento considerable en los rendimientos del numero de
recombinantes obtenidas (Datsenko & Wanner, 2000).

Ademas, pKD46 es un plasmido recombinogénico sensible a la temperatura
(Hossain et al., 2015) por lo cual se debe crecer a una temperatura < 32°C y es
posible curarlo de la cepa mutada una vez confirmada la presencia de la mutacion.
El mapa del plasmido se observa en la figura 2.
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Genes del
sistema A-Red

3000

Figura 2. Mapa del plasmido pKD46. Este plasmido contiene los genes del
sistema A-Red bajo el promotor de arabinosa, con resistencia a ampicilina.

En la figura 3 se compara la tecnologia CRISPR-Cas9 con la de recombinacién
homdloga A-Red, evidenciando la decisién de uso de esta ultima para los fines del
presente trabajo.
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Figura 3. Comparacion maquinaria A-Red y CRISPR-Cas9. La maquinaria A-Red
es preferible sobre CRISPR-Cas9 para intercambiar una region homologa en E.
coli porque permite una recombinacion homologa eficiente sin necesidad de
inducir rupturas de doble cadena (DSB), ya que E. coli no cuenta con una via de
reparacion dirigida por homologia (HDR) tan eficiente como las células
eucariontes, lo que hace al sistema CRISPR-Cas9 menos eficiente en este
contexto (Arroyo-Olarte et al., 2021).

2.4 BACTERIAS COMO PLATAFORMA BIOLOGICA

Desde una perspectiva biotecnoldgica, las bacterias han sido las plataformas mas
utilizadas para la produccion de proteinas recombinantes, siendo E. coli el modelo
por eleccion debido a sus multiples caracteristicas como un crecimiento rapido,
disponibilidad de herramientas moleculares para su manipulacion, facultado para
crecer en medios minimos y de bajo costo, asi como el acceso a cepas modificadas
para la realizacion de tareas especificas, por mencionar algunos (Yu et al., 2023).
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Dentro de las cepas de E. coli mas utilizadas en el campo de la biotecnologia
destacan aquellas utilizadas como medio de clonacion o almacenamiento de DNA
plasmidico, tal como DH5-a o TOP10, o aquellas utilizadas para la expresion de
proteinas recombinantes debido a sus caracteristicas metabdlicas como las cepas
BL21 (DE3) (Mayer et al., 2022).

2.4.1 CARACTERISTICAS DE LAS CEPAS E. coLi TOP10 Y BL21 (DE3)

Una cepa bacteriana se define como un subgrupo de una especie bacteriana con
variaciones genéticas especificas con respecto al tipo silvestre parental (Yan et al.,
2020) y una mutacion es un cambio en la secuencia de DNA de un organismo
(NHGRI, 2025).

Cada cepa puede ser descrita por su genotipo, que lista las mutaciones que le
confieren propiedades especificas (Invitrogen, 2010). El genotipo de una cepa de E.
coli es fundamental, ya que define las caracteristicas que pueden aprovecharse
para distintos objetivos (Joshi et al., 2022).

Las mutaciones de las cepas TOP10 y BL21 (DE3) se describen en la tabla 1,
mientras que la descripcion y relevancia de algunas de estas mutaciones se
describen en la tabla 2.

Tabla 1. Caracteristicas y mutaciones de las cepas de E. coli TOP10 y BL21

(DE3)
Cepa Caracteristicas y mutaciones Referencia
F-mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80/acZAM15
TOP10 AlacX74 recA1 araD139 A(ara-leu)7697 galU (Casali, 2003)
galK A-rpsL(StrR) endA1 nupG
(%LEz?j) F-ompT hsdSs (rs~, ms~) gal dcm (DE3) (Casali, 2003)

Tabla 2. Descripcion de las mutaciones mas importantes en las cepas empleadas

Mutacion Descripcion Importancia
. . Permite la complementacién alfa
Delecion parcial del gen B- > :
lacZAM15 . para la seleccion de colonias
galactosidasa
blancas/azules
Mutacién en los sistemas de Permite mayor €ficiencia en la
mcrA restriccion metilcitosina- clonacion de DNA que contiene
especificos metilcitosinas
recA Recombinacion homadloga Previene la recombinacion de DNA
obstruida introducido con el DNA del
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huésped, incrementando la
estabilidad de los insertos

DE3

Lisdgeno conteniendo el gen
para la RNA polimerasa T7

Permite la expresion de sistemas

basados en el promotor T7

Por lo tanto, E. coli TOP10 (al igual que la cepa DH5-a) es una bacteria modificada
genéticamente para maximizar la eficiencia de la transformacion, por lo cual es
ampliamente utilizada en experimentos de tecnologia de DNA recombinante, como
lo es la clonacion. Esta cepa contiene la mutacion lacZAM15 que inactiva el gen
lacZ, produciendo la enzima -galactosidasa no funcional (Hamed et al., 2020). Sin
embargo, por las mutaciones presentes en la cepa TOP10, no esta optimizada para
una alta produccién de proteinas ni de extracto celular. Esto impiden el uso de su
extracto celular en ensayos libres de células (cell-free technology), como se

describe en la figura 4.

E coliTOP10

E. coliBL21 (DE3)

Cepa i .
Q) | (Ll
',: T _”%w‘
Uso Clonacion de DNA Produccién de proteinas
principal recombinante recombinantes

Caracteristicas

genéticas lacZAM15 T7 RNA pol inducible
relevantes
Ventaia Ensayos de seleccion T produccion de proteinas
J azul/blanco Apta para cell-free
'
Limitacion 1 produccion de proteinas No apta para ensayos de

No apta para cell-free

seleccién azul/blanco |Z|

Figura 4. Comparacioén de las cepas E. coli TOP10 y BL21 (DE3), contrastando el

uso principal que se les da, asi las caracteristicas genéticas que les confiere

ventajas y limitaciones especificas. Una de las principales diferencias de las cepas
es la presencia del gen lacZ completo para BL21 (DE3) e incompleto para la cepa

TOP10.
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Por otro lado, la designacién DE3 indica que la cepa contiene el lisbgeno DE3 con
el gen para la RNA polimerasa T7 bajo el control del promotor /acUV5. Ademas,
estas cepas contienen el gen rne131 mutado que codifica para una enzima RNAasa
E trunca que es incapaz de degradar RNAm, resultando en una mayor estabilidad
de este ultimo (Carmignotto & Azzoni, 2019). Otra caracteristica de esta cepa es la
ausencia de proteasas (lon y de membrana externa), lo cual reduce la degradacion
de proteinas heterdlogas expresadas en esta cepa. Todo esto vuelve a las cepas
DE3 excelentes para la expresién de proteinas heterélogas (Mo et al., 2025) y, por
lo tanto, también para su aplicacion en ensayos libres de células donde se pretenda
expresar alguna proteina, cuya secuencia codificante esté bajo el control del
promotor T7. A continuacién se describe el fundamento del sistema de expresion
T7.

2.5 SISTEMA DE EXPRESION T7

E. coli BL21 (DE3) posee el sistema de expresion genética basado en la RNA
polimerasa del bacteriofago T7 (T7 RNA pol). Esta RNA polimerasa reconoce
especificamente su promotor T7 y lo transcribe 8 veces mas rapido que la RNA
polimerasa de la propia bacteria (Studier & Moffattf, 1986). El gen codificante para
la T7 RNA pol se rige por el promotor lacUV5 inducible por el isopropil-p-D-1-
tiogalactopiranésido (IPTG), lo cual hace al sistema altamente controlable y
especifico.

Al producirse una mayor cantidad de RNAm, de manera general se produce una
mayor cantidad de proteina, lo cual resuelta crucial durante la produccion de
proteinas recombinantes (Du et al., 2021). El funcionamiento del sistema se resume
en la figura 5.
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Gen de interés
Promotor T7 _ T~ g
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CHzOH /]\
Se induce con IPTG la expresion de la RNA OHl—0_§
polimerasa T7 que se encuentra bajo el control del OH
promotor y operador lac, o que permite su represién
por la proteina Lacl en ausencia del inductor OH
@ Los procesos de transcripcion y
traduccion del gen de interés se llevan a —_ —_
caho de manera sobreexpresada

@ Producciéon masiva
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Figura 5. Sistema de expresion T7. La sobreexpresion de proteinas
recombinantes en E. coli BL21 (DE3) con el sistema T7, se compone de: (A) el
plasmido con el gen codificante para la proteina de interés y el promotor T7, asi
como su terminador; y de (B) la cepa bacteriana que contiene el gen codificante
para la RNA polimerasa T7 bajo el control del promotor y operador Lac. Para que
el sistema funcione se induce con IPTG para desreprimir al gen y de esta manera
se inicia la actividad de la RNA polimerasa T7 produciendo RNAm como parte del
proceso de transcripcion. Al aumentar la cantidad de RNAm a su vez aumenta la
cantidad de proteina recombinante, obteniéndose asi una cantidad incrementada
de la proteina de interés.
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2.6 OPERON LAC

Para organismos unicelulares como las bacterias, la expresion genética representa
una respuesta fundamental a cambios en el ambiente fisico y nutricional en el que
se encuentren. En E. coli la fuente principal de energia es la glucosa; sin embargo,
cuando no hay glucosa disponible en su ambiente, la bacteria utiliza la lactosa como
fuente de energia (Velazco et al., 2021).

El operdn lac en E.coli consiste en un sistema de tres genes codificantes para dos
enzimas y un transportador, las cuales son requeridas para el metabolismo de la
lactosa: B-galactosidasa (codificada por lacZ y representada en la figura 6) que
cataliza la degradacion de lactosa a glucosa y galactosa, B-galactosidasa permeasa
(codificada por lacY) que permite el acceso del sustrato a la célula para el uso de la
enzima (Kaback et al.,, 2011) y la galactosidasa-acetiltransferasa (codificada por
lacA) que minimiza el estrés celular al disminuir las concentraciones intracelulares
del inductor (Marbach & Bettenbrock, 2012).

La expresion de estos tres genes es controlada por un solo promotor y regulada por
dos rutas principales: la proteina activadora por catabolitos (CAP) y la proteina
represora Lacl (Velazco et al., 2021).

Figura 6. Enzima B-galactosidasa. Es un tetramero de cuatro subunidades de
polipéptidos idénticos, cada uno de 1023 aminoacidos. Este polipéptido es
codificado por el oligonucledtido gen (lacZ) del operén lac. (Uchil et al., 2017)
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El promotor del operdn /ac ha sido ampliamente utilizado para la expresion de
multiples proteinas recombinantes en grandes cantidades en E. coli y muchos
vectores actualmente utilizados han sido disefiados para optimizar su expresion
(Velazco et al., 2021).

2.7 GEN JacZ Y ENSAYOS DE COMPLEMENTACION ALFA

La actividad de la enzima [B-galactosidasa puede ser evaluada con un sustrato
cromogénico como X-Gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido) que es
convertido por la B-galactosidasa en un compuesto insoluble de color azul después
de su oxidacién con aire (Green & Sambrook, 2019) como se describe en la figura
7.

HO ] NH HO j NH
oH + H,0 PB-galactosidasa OH .
Cl Cl
OH Br OH Br
5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D- B-D-Galactosa 5-bromo-4-cloro-3-hidroxiindol

galactopirandsido

X'Gal i 02

oo

N Br

H
o «
5,5'-dibromo-4,4'-dicloro-indigo
Color azul

Figura 7. Reaccion de degradacion del sustrato X-gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-£3-
D-galactopirandsido) por accion de la enzima [3-galactosidasa generando
(posterior a su oxidacion con aire) el producto insoluble de color azul indigo.

La complementacion alfa ocurre cuando dos fragmentos (a y w) de la enzima B-
galactosidasa se asocian para formar la enzima funcional, esto ocurre in vivo, asi
como in vitro. Las bacterias resultantes de esta complementacion alfa son
facilmente reconocidas por formar colonias azules en presencia del sustrato X-Gal
(Green & Sambrook, 2019).

Las cepas empleadas en estos experimentos son mutantes con una version
incompleta del gen lacZ como lo es E. coli TOP10 con el fragmento lacZAM15
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(Prentki, 1992) que producen una version trunca de la enzima [3-galactosidasa,
llamada fragmento w que carece de actividad catalitica. Por lo tanto, por si mismas
producen colonias blancas al ser crecidas con el sustrato X-Gal. Sin embargo, es
posible lograr la activacion de la enzima a través del mecanismo de
complementaciéon alfa al introducir a la bacteria un plasmido que contenga la
subunidad a del gen /acZ; lo cual, complementa el gen lacZ trunco y produce la
enzima [B-galactosidasa activa y funcional (Hamed et al., 2020). El péptido a
contiene de 13 a 50 aminoacidos y permite restaurar la funcién la enzima (Achatz &
Skerra, 2024).

Por lo tanto, en un ensayo de clonacién, para la seleccion las colonias
recombinantes se emplea X-Gal junto con un inductor de la enzima B-galactosidasa,
el isopropil-B-D-tiogalactopiranésido (IPTG) en el medio de cultivo: las colonias
recombinantes, que sintetizan la enzima funcional completa tendran un pigmento
azul (figura 8). Mientras que aquellas colonias no recombinantes, que no contienen
el plasmido con el inserto para el péptido a, careceran del pigmento (Achatz &
Skerra, 2024).

B) Célula con plasmido C) Célula con plasmido sin
A) Célula sin plasmido conteniendo el fragmento alfa del | fragmento alfa del gen facZ
gen facZ

3 )| (Os») (O s»

L IS

-
Antibiético

v

Figura 8. Seleccion de colonias recombinantes por el método X-gal para vectores
de clonacioén. Las colonias azules cumpliran con la complementacién alfa, en la
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cual el DNA gendémico de la célula se complementa con el péptido alfa de la
enzima [3-galactosidasa para dar lugar a la sintesis completa de la enzima
funcional.

El péptido a y su complementacién para la sintesis de la enzima B-galactosidasa
funcional ha sido empleado como reportero para la evaluacion de la actividad de
promotores, asi como el monitoreo de la transcripcion en E. coli el cual ha mostrado
una sensibilidad superior en comparacion con otros sistemas de monitoreo como el
de la proteina fluorescente mCherry (Guo et al., 2019)

E. coliBL21 (DE3) al contener el gen lacZ intacto no permite utilizar esta cepa para
ensayos de complementacion alfa. Sin embargo, para darle esta caracteristica es
posible mutar la region del gen por el fragmento AM15 contenido en la cepa TOP10.
De esta manera se aprovecharia la maquinaria de BL21 (DE3) para la produccion
de proteinas recombinantes, asi como su uso en ensayos de seleccion y otras
aplicaciones biotecnoldgicas.
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3. OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GENERAL

Generar una plataforma bioldgica de alta expresidn de proteinas recombinantes que
permita utilizar como reportero a la enzima [-galactosidasa, mediante su
complementacion con el gen correspondiente en ensayos libres de células (cell-
free).

3.2 OBJETIVOS PARTICULARES

e |dentificar y comparar por analisis in silico la regién del gen lacZ que fue
deletada en la cepa de E. coli TOP10, con respecto a la secuencia del gen
presente en la cepa E. coli BL21 (DE3).

e Modificar el gen lacZ en el genoma de E. coli BL21 (DE3) con la mutacién
AM15 mediante la técnica de recombinaciéon homologa por A-Red, a fin de
obtener una cepa con la enzima B-galactosidasa inactiva.

e Utilizar la cepa modificada de BL21 (DE3) para la obtencion de extractos
celulares que permitan establecer un sistema libre de células capaz de ser
complementado con el gen lacZ.
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4. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

4.1 PROCEDIMIENTOS MICROBIOLOGICOS

4.1.1 CEPAS BACTERIANAS Y MEDIOS DE CULTIVO

Se utilizaron las cepas de Escherichia coli TOP10 y BL21 (DE3), ambas obtenidas
de la coleccion del laboratorio y cuyas caracteristicas se describen en la tabla 2.

Todas las células fueron crecidas en medio Luria-Bertani (LB). Se utilizé antibiotico
ampicilina a una concentracion de 100 ng/uL.

4.1.2 TRANSFORMACION POR CHOQUE TERMICO

Todas las transformaciones que se realizaron por choque térmico siguieron el
protocolo que se describe brevemente a continuacion: un tubo de células
competentes almacenadas a -70°C se colocé directamente en hielo, y una vez
descongelada la alicuota de células, se afadieron 50 ng del plasmido de interés y
se mezcld por inversion. Después de 30 min de incubacion en hielo, las células
fueron sometidas a un choque térmico a 42°C por 1 min.

A continuacién, se agregdé 1 mL de medio liquido LB y la mezcla se incub6 1 h a
37°C con agitacion constante a 250 rpm. Posteriormente se concentraron las células
por centrifugaciéon a 12,000 rpm durante 1 min, se descarté el sobrenadante y
resuspendio el paquete celular en 100 uL de medio LB liquido.

Finalmente, con ayuda de una varilla en “L” se esparcieron los 100 yL de las
bacterias transformadas en las cajas con el medio sdlido LB y se incubaron a 37°C
por 16 h.

4.1.3 GENERACION DE CELULAS BL21 (DE3) ELECTROCOMPETENTES PARA INSERCION
DEL PLASMIDO PKD46

Para preparar células electrocompetentes de uso inmediato en la transformacion,
del plasmido pKD46 que contiene los genes del sistema A-Red para la
recombinacion homologa, se empled el siguiente protocolo:

A partir de un cultivo overnight de células BL21 (DE3) se tomaron 500 pL, los cuales
se inocularon en 10 mL de medio LB y se incubaron a 37°C hasta alcanzar una
densidad optica (OD) de 0.4-0.5 a 600 nm. Se utilizé6 un densimetro celular portatil
para el monitoreo de OD.
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Una vez alcanzada la densidad éptica deseada, se tomaron 2 mL del cultivo anterior
y se centrifugaron a 13,000 rpm por 1 minuto y se descartd el sobrenadante.
Posteriormente el botén celular se resuspendiéo en 800 puL de sacarosa al 20%
mantenida en hielo. Después, se centrifugd y descarto el sobrenadante. Este lavado
con sacarosa se repitid una vez mas manteniendo las células en hielo en todo
momento.

A continuacion, se resuspendié el boton celular con 600 pL de sacarosa al 20%, se
centrifugd a 13,000 rpm y se descart6 el sobrenadante. Finalmente, el botdn celular
se resuspendio en 300 pL de sacarosa al 20% y, de este medio se tomaron 150 pL,
los cuales se transfirieron a tubos de 1.5 mL limpios y estériles para transformar las
células electrocompetentes con 300 uL del plasmido pKD46 utilizando una celda de
electroporacion de 2 mm.

4.1.4 GENERACION DE CELULAS BL21 (DE3) ELECTROCOMPETENTES TRANSFORMADAS
CON EL PLASMIDO PKD46

A partir de un cultivo overnight de células BL21 (DE3) transformadas con el plasmido
pKDA46, crecidas a 30°C con agitacion constante de 200 rpom se tomé 1mL de este
cultivo y se agregd a un matraz de 500 mL estéril y con tapa.

A este matraz se le agregaron 100 mL de medio LB, 100 yL de ampicilina a una
concentracion de 100 mg/mL y 6 mL de L-Arabinosa 1M para inducir el sistema A-
Red. Posteriormente, el matraz se incub6 a 30°C y 200 rpm hasta obtener una
densidad optica (OD) de 0.6-1.0. La OD se midi6 utilizando un densimetro celular
portatil. Una vez alcanzada la densidad optica deseada se dividié el volumen total
del cultivo en dos tubos tipo Falcon de 50 mL, se centrifugd a 5,000 rpm por 5 min
y se descarto el sobrenadante. A continuacion, se agregaron 10 mL de glicerol al 10
% y se resuspendio el botdn celular con ayuda de un agitador de vértice. Después
se agrego soluciéon de glicerol al 10 % hasta llegar a un volumen final de 50 mL.
Este proceso de lavado se repitid dos veces mas, manteniendo las células en hielo
y utilizando solucion de glicerol frio. Al finalizar el tercer lavado, se resuspendio el
pellet en el volumen residual de glicerol y se tomaron 50 uL para transferir a tubos
de 1.5 mL limpios y estériles. Los tubos se etiquetaron y almacenaron a -20 °C.

4.1.5 TRANSFORMACION POR ELECTROPORACION

En una celda para electroporacién Bio-Rad® (No. de catalogo 165-2086)
previamente esterilizada en luz UV por 15 min se colocaron 50 uL de células
electrocompetentes previamente preparadas (véase seccion 4.1.3y 4.1.4).
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Posteriormente, en condiciones de esterilidad, a esta celda se le adicioné el DNA
correspondiente (10 uL del producto de PCR de la regién lacZAM15 amplificada a
partir de DNA gendémico de la cepa de E. coli TOP10 (el protocolo seguido se
describe en la seccion (4.2.1)). Una vez lista la celda con la mezcla de células
electrocompetentes y el DNA a insertar, esta se coloco en un electroporador de la
marca Bio-Rad® y se dio un pulso correspondiente a 2500 volts, eligiendo el
programa de bacteria “E. coli 2”. A continuacion, la celda se retiré y se colocé en
hielo.

Posteriormente, se agregd 1 mL de medio LB a la celda y se resuspendio
suavemente. Todo el volumen de la celda se transfirié a un tubo de 1.5 mL estéril y
se incubd 2 horas a 30°C y 1000 rpm.

De esta mezcla se realizé una dilucidén 1:10 y se sembrd masivamente en cajas Petri
con medio LB, ampicilina y X-Gal (cuando fue necesario) por 16 h a 30°C.

4.1.6 CURACION DEL PLASMIDO PKD46 DE LA CEPA BL21 (DE3) AM15

A partir del cultivo en glicerol (al 25 % y almacenado a -70°C) de la cepa BL21 (DE3)
AM15 que se genero, se realizé un cultivo liquido en medio LB sin antibiético, el cual
se incubd por 16 h a 37°C con agitacion constante a 200 rpm. Al dia siguiente, a
partir de este cultivo se estriaron placas de LB sélido y nuevamente se incubaron a
37°C por una noche.

Posteriormente se tomaron colonias aisladas de la cepa BL21 (DE3) mutada y se
sembraron primero en medio LB sélido sin antibiotico y después en medio LB sélido
con antibiético ampicilina (a una concentracién de 100 mg/mL), identificando
cuidadosamente cada colonia sembrada en ambos medios.

Se seleccionaron las colonias que crecieron en medio LB sin antibiético y que no lo
hicieron en el medio con antibidtico, debido a la resistencia a antibidtico contenida
en el plasmido pKD46 y que al no presentarse crecimiento en presencia del medio
con antibidtico indica la ausencia del plasmido y por ende su adecuada expulsion
de la cepa mutante.

4.2 MANIPULACION DE DNA

4.2.1 EXTRACCION DE DNA GENOMICO

La extraccion de DNA gendmico de las cepas E. coli TOP10 y BL21 (DES3) se realiz6
utilizando el kit “ONE-4-ALL Genomic DNA Miniprep” (No. de catadlogo BS88503),
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siguiendo las instrucciones del fabricante (Bio-Basic) con algunas modificaciones
como se describe a continuacion.

Se transfirieron 5 mL de un cultivo overnight a un tubo de 1.5 mL para
posteriormente centrifugar a 10,000 rpm durante un minuto y descartar el
sobrenadante. Después, se agregaron 180 yL del amortiguador de resuspension y
pretratamiento (ACL) y 20 yL de proteasa K cuya funcién es la degradacion de
proteinas y nucleasas, mezclando con ayuda de un agitador de vortice. Esta mezcla
se incubd a 56°C por 1 h.

Posteriormente, se agregaron 200 yL de amortiguador (CL) que permite lisar células
y desnaturalizar biomoléculas, y se mezclaron con ayuda de un agitador de vortice.
A esta mezcla se afiadieron 200 pL de etanol al 98 % que favoreve la union del DNA
a la membrana de silice y nuevamente se mezcloé vigorosamente en agitador de
vortice. A continuacién, esta mezcla se transfirié a la columna de cromatografia y
se centrifugd a 12,000 rpm por 1 min, descartando el filtrado.

Enseguida se agregaron 500 uL de la solucion de lavado (CW1) que desnaturaliza
proteinas y degrada contaminantes solubles en agua, y se centrifugd por 1 min mas
a 12,000 rpm, el filtrado se descartd. Después, se agregaron 500 pL de la solucién
de lavado CW2 que elimina sales residuales y contaminantes solubles en etanol, y
nuevamente se centrifugé a 12,000 rpm descartando el filtrado.

Finalmente, para eluir el DNA se colocé la columna en un tubo limpio de 1.5 mL, se
incubd 3 min a temperatura ambiente para evaporar el etanol y se agregaron 50 uL
de agua MQ (precalentada a 50°C) al centro de la membrana, esperando 2 min para
centrifugar a 12,000 rpm por 2 min.

Una vez terminada la centrifugacion, la muestra se cuantifico por
espectrofotometria y se almacend a -20°C hasta su uso.

4.2.2 AMPLIFICACION DE FRAGMENTOS POR PCR

Para la amplificacion de la regidon AM15 del gen lacZ utilizado para la obtencion de
la mutante en la cepa BL21 (DE3) se disefaron oligonucledtidos especificos (tabla
3) empleando el DNA gendmico de las cepas de E. coli como molde. Las
configuraciones de las reacciones de PCR, asi como las condiciones de
amplificacion se muestran en la tabla 4 y 5, respectivamente.
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Tabla 3. Secuencias de oligonucleotidos para las reacciones de amplificacion por

PCR.
Oligonucledtido | Fragmento Secuenciab —» 3
Fw Delta M15 F"Ii’ang CGTTGGCCGATTCATTAATG
Rv Delta M15 Rta?;';A GTAGGTAGTCACGCAACTC

Tabla 4. Amplificacion por PCR empleando Q5 High-Fidelity 2X Méaster Mix

Reactivo Volumen para una Volumen para una
reaccion de 25 pL reaccion de 50 pL
Ollgonucleoﬂﬁﬂo sentido 10 1.5 25 4L
Oligonucledtido reverso o
antisentido 10 uM 1.25 25l
DNA 1 uL 1 yL o cbp 50 ng
Q5 High-Fidelity 2X
Master Mix 1254 25 1L
Agua ultrapura (libre de
nucleasas) cbp 25 uL cbp 50 pL

Tabla 5. Parametros de amplificacion por PCR del fragmento lacZ a partir del DNA

genomico de ambas cepas.

Paso Temperatura Tiempo
Desnaturalizacion inicial 98°C 30s
Alineacion 98:C 10s
(30 ciclos) 61°C 30 s/kb
72°C 30s
Extension final 72°C 2 min
Espera 4°C o0

4.2.3 ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Los resultados de los experimentos de PCR fueron montados en un gel de agarosa
al 1 % con bromuro de etidio a una concentracién de 5 mg/mL en una camara de
electroforesis por 40 min a un voltaje constante de 90 V.
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Las bandas que representan el DNA amplificado se visualizaron en un
transiluminador UV (CScientific® modelo GL-3120). Posteriormente, se comparo el
peso de los productos de PCR con el marcador de peso molecular empleado.

Se utilizé el marcador Gene Ruler 1 kb del fabricante Thermo Fisher Scientific,
siguiendo las instrucciones del manual de uso (figura 9).

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
bp ng/0.5pg %

10000 30

;%333 2
7,

=Y

5000 30
4000 30
A 3500 30
— 3000 70
—2500 25
—2000 25

E

(&)} o E; QMO =k ) T ek YT

1% agarose

0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1X TAE, 7 V/cm, 45 min

Figura 9. Marcador de peso molecular empleado para las electroforesis llevadas a
cabo. Gene Ruler 1 kb del fabricante Thermo Fisher Scientific.

4.2.4 PURIFICACION DE PLASMIDO

Para la obtencion del plasmido se utilizé el kit comercial Miniprep kit (con numero
de catalogo 27106), siguiendo las instrucciones del fabricante (QIAGEN) como se
describe a continuacion.

A partir de un cultivo liquido de 5 mL incubado 16 h a 37°C a 200 rpm, en medio LB
con el antibiético correspondiente, se centrifugaron 4 mL de este cultivo por 3 min
para posteriormente decantar y descartar el sobrenadante, dejando el botdn celular
en el fondo del tubo. Este se resuspendié en 250 pL de amortiguador de
resuspension que permite inhibir nucleasas e hidrolizar RNA y se transfirié a un tubo
de 1.5 mL.

Posteriormente se agregaron 250 puL de amortiguador de lisis alcalina cuya funcién
es solubilizar la membrana celular y desnaturalizar DNA y proteinas, este se mezclo

30



vigorosamente invirtiendo el tubo 4 a 6 veces hasta que la solucion se tornara clara
(se evitd que la reaccion de lisis procediera mas de 5 min). A continuacion, se
agregaron 350 puL de buffer neutralizante que permite el DNA plasmidico
renaturalice y precipita DNA gendmico y proteinas; este se mezclé inmediata y
vigorosamente invirtiendo el tubo 4 a 6 veces para posteriormente centrifugar por
10 min.

Del sobrenadante generado en el paso anterior se tomaron y transfirieron 800 pL a
la columna de cromatografia (QlAprep 2.0). Se centrifugd por 1 min y descarto el
filtrado.

Para el lavado de la columna se agregaron 500 yL de amortiguador de unién de
DNA y eliminacion de contaminantes para posteriormente centrifugar por 1 min y
descartar el filtrado. Después se agregaron 750 uL de amortiguador de lavado (PE)
para la eliminacién de sales caotropicas y contaminantes residuales, se centrifugd
por 1 min y se descarto el filtrado.

Se centrifugd la columna por un minuto adicional para remover residuos de los
amortiguadores de lavado.

Finalmente se coloco la columna en un tubo limpio de 1.5 mL para eluir el DNA con
50 uL de agua MQ previamente calentada a 50°C. Esta cantidad de agua se agrega
en el centro de la columna y se deja reposar por un minuto para después centrifugar
por un minuto.

4.2.5 PURIFICACION DE DNA A PARTIR DE GEL DE AGAROSA

Para la purificacion de DNA en gel de agarosa se siguio el protocolo proporcionado
por el fabricante del kit de extraccion de gel de DNA Monarch® (numero de catalogo
#T1020) como a continuacion se describe.

Con ayuda de una espatula se cortaron las bandas de DNA del peso deseado a
partir de un gel de agarosa al 1 %, cuidando no cortar exceso de gel para facilitar la
purificacion. En este paso se minimizd la exposicion del gel a la luz UV.
Posteriormente, se transfirieron los fragmentos de gel a un tubo etiquetado de 1.5
mL. Después, se peso el gel para agregar 4 volumenes de amortiguador disolvente
por cada parte de gel (por ejemplo: 400 yL de amortiguador para 100 mg de
agarosa) y se incubd la muestra a 50°C por 10 min o hasta que el gel estuviera
completamente disuelto, agitando el tubo periédicamente.

A continuacion, se insertd la columna de cromatografia en un tubo colector y se
transfirié la muestra disuelta a la columna para posteriormente centrifugar a 13000
rpm por 1 min y descartar el filtrado.
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Se agregaron 200 pyL de amortiguador de lavado a la columna, para después
centrifugar, descartar el filtrado y repetir este proceso de lavado.

Finalmente se transfirid la columna a un tubo limpio de 1.5 mL (cuidando que la
punta de la columna no entrara en contacto con el filtrado) y se agregaron 20 yL de
agua MQ precalentada a 50°C para eluir el DNA y se centrifug6 por 1 min.

4.2.6 CLONEJET PCR CLONING KIT

Para almacenar el fragmento lacZAM15 amplificado del DNA gendmico de la cepa
E. coli TOP10, se utilizé el kit comercial “CloneJET PCR Cloning Kit” como a
continuacion se describe.

El fragmento de PCR deseado se ligé al vector pJET1.2 a partir de la reaccién
descrita en la tabla 6.

Tabla 6. Reaccion de clonacion con pJET

Componente Volumen para una reaccion de 20 uL
Amortiguador de reaccion 2X 10 uL
Fragmento de DNA LacZ 1L
Vector de clonacion pJET 1L
Agua ultrapura MQ 7ulL
DNA ligasa T4 1L

Una vez preparada la reaccidén, esta se mezclé6 con un agitador de vortice
brevemente y se centrifugd por un par de segundos. Esta mezcla se incubd a
temperatura ambiente (22°C-24°C) por 5 min.

Finalmente, la mezcla de reaccion se utilizé directamente para transformar por
choque térmico células competentes de E. coli TOP10, siguiendo la metodologia
descrita anteriormente.

4.2.7 CUANTIFICACION DE DNA

La cuantificacion de acidos nucleicos se llevo a cabo por espectrofotometria de luz
UV en volumenes del orden de microlitros utilizando el equipo NanoDrop®. Todas
las muestras que fueron medidas cumplen con los parametros de pureza (relacién
260/230 > 1.8).
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4.2.8 SECUENCIACION POR OXFORD NANOPORE

Los fragmentos correspondientes al gen lacZ en ambas cepas fueron purificados y
verificados por la tecnologia de secuenciacion Oxford Nanopore. Esta novedosa
tecnologia se basa en dispositivos que utilizan celdas de flujo que contienen
arreglos de nanoporos embebidos en una membrana electro-resistente, cada
nanoporo cuenta con su propio electrodo conectado a un cable y un chip sensor que
mide la corriente eléctrica que pasa por cada nanoporo. Cuando los nucleétidos de
la secuencia de DNA analizada fluyen por los nanoporos interrumpen la corriente
eléctrica y forman un “garabato” o pico. Este garabato es posteriormente
decodificado utilizando algoritmos de llamadas de bases (basecalling) para obtener
en tiempo real el orden preciso de nucledtidos en los fragmentos de DNA
analizados. El proceso de llamada de bases permite convertir una sefal en una
base nucleotidica (Herzyk, 2014).

4.3 DISENO IN SILICO (ANALISIS BIOINFQRMATICO DE LAS CEPAS TOP10
Y BL21 (DE3) PARA LA IDENTIFICACION DEL OPERON LAC)

A partir de la base de datos del genoma tanto de la cepa BL21 (DE3) como de DH5a
(cuyas caracteristicas son muy similares a las de la cepa TOP10), obtenidas de la
plataforma del NCBI, se utilizaron para identificar y alinear las secuencias
correspondientes del gen lacZ en ambas cepas de E. coli. Posteriormente se analizd
la secuencia de aminoacidos correspondiente al gen lacZ del operdn de lactosa y
se encontro la region divergente en ambas cepas como se observa en la figura 10.
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Region divergente

lacZ BL21 (DE3) —{I] lacZ e

JacZ DH5-a — T

lacZBL21(DE3) AM15 [Nl 5

Figura 10. Region divergente en E. coli BL21 (DE3) y DH5-a. Esta region contiene
a su vez regiones homologas en los extremos que se pueden aprovechar para su
recombinacion por homologia

Una vez identificada la secuencia del gen lacZ, se disefiaron oligonucledtidos (tabla
3) para la amplificacion de la regién denominada AM15. Estos oligonucledétidos se
afiadieron a la secuencia del gen lacZ de cada cepa como se representa en las
figuras 11 y 12 con ayuda del software SnapGene.

(417 .. 436) Fw_Delta_M15 Rv_Delta_M15 (777 .. 795)

- 1000 2000 3000

— — —

(I

UTR based on Genome DH5alpha

i

CAP binding site | M13 rev
lac promoter

LacZ A M15 en cepa TOP10
3104 bp

Figura 11. Representacion del gen lacZAM15 contenido en el DNA genémico de
células de la cepa E. coli TOP10
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le,De\ta,MIS (277 .. 296) Rv_Delta_M15 (1208 .. 1226)
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lac promoter lac operator
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M13 fwd

LacZ BL21
3997 bp

Figura 12. Representacion del gen lacZ completo contenido en el DNA genomico de la
cepa E. coli BL21 (DE3) WT
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4.4 CONSTRUCCION DE LA CEPA MUTANTE BL21 (DE3) AM15

O,

-~ E coliTOP10

Extraccién DNA genémico
'} E coliBL21 (DE3)

L
l Amplificacién facZAM15

Transformacion
por electroporacién

I ceczams [T

l CloneJET

- Mutacién

E coliBL21 (DE3) AM15

Figura 13. Panorama general del procedimiento para la construccion de la cepa E.
coli BL21 (DE3) AM15.

Primeramente, se realizo la extraccion de DNA gendmico de ambas lineas celulares
de E. coli (TOP10 y BL21 (DE3)). De BL21 (DE3) con el objetivo de compararlo con
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la BL21 (DE3) mutada al final del experimento y de TOP10 para extraer el fragmento
de DNA de lacZAM15.

A continuaciéon, se amplific6 por PCR el fragmento lacZAM15 de células
competentes E. coli TOP10 con los oligonucleétidos Fw Delta M15 y Rv Delta M15
utilizando un gradiente de temperatura de 6 reacciones (55.7, 56.9, 58.8, 63, 65)
°C). Posteriormente se realizo la electroforesis en gel de agarosa de los productos
de PCR y se cortaron cuidadosamente los fragmentos del gel para purificar el DNA
con ayuda del kit correspondiente.

Subsecuentemente, se realizé la clonacién en pJET del fragmento lacZAM15
(protocolo descrito en el apartado 4.2.6) para almacenar el inserto.

CAP binding site

pJEt_LacZalpha
3924 bp

CAP binding site

Figura 14. Plasmido pJET-LacZalpha. La clonacion del fragmento lacZAM15 para
su almacenamiento y posterior secuenciacion se realizé en el vector pJET
(CloneJET PCR Cloning Kit)

Después, se transformaron por choque térmico las células E. coli TOP10 con el
pJET conteniendo el fragmento lacZAM15. A continuacién, se tomaron 6 colonias
transformadas y se inocularon en medio liquido, después, se purificod y cuantificé el
plasmido de las 6 colonias y se realizd un ensayo de restriccion con las enzimas
Xho1 y Xbal para verificar la identidad del plasmido y se eligié una de las muestras
que presentaron el patron de digestion esperado para su secuenciacion por Oxford
Nanopore.

El plasmido pKD46 (donado por el Dr. José Utrilla del Centro de Ciencias
Genodmicas de la UNAM) que alberga la maquinaria de recombinacion del
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bacteriéfago A-Red (estable a 30°C), fue extraido de células DH5a utilizando
Miniprep de la marca QIAGEN.

Una vez purificado y cuantificado el plasmido pKD46, este se utilizé para la
transformacién por electroporacion de células BL21 (DE3). Posteriormente, las
células transformadas con esta construccion se almacenaron en 25 % de glicerol a
-70°C, para su subsecuente uso en la preparacion de células electrocompetentes.
Para confirmar que el plasmido pKD46 fue transformado exitosamente en las células
BL21 (DE3) se llevd a cabo la purificacion del plasmido a partir de un cultivo en
medio liquido para su posterior restriccién con las enzimas Bsal y Sall. De igual
manera se secuenciaron las colonias positivas para confirmacion.

Utilizando células BL21 (DE3) electrocompetentes que contenian al plasmido
pKD46 se transformé el producto de PCR correspondiente al fragmento lacZAM15
obtenido de la cepa TOP10, para su incorporacion al DNA gendémico de la cepa
BL21 (DE3) gracias al mecanismo de recombinacion homéloga A-Red.

A continuacidon, se crecid6 un cultivo en medio sélido del producto de la
transformacién obteniéndose colonias azules y blancas (colonias con la mutacion
deseada), estas ultimas fueron aisladas y crecidas nuevamente en medio sélido y
liquido.

A partir de un cultivo en medio liquido de las colonias mutadas (blancas en medio
soélido con X-Gal) se realizo la extraccion de DNA gendmico y se amplificé por PCR
la regidn de lacZAM15. Una de estas muestras se envido a secuenciar para la
confirmacion de la correcta edicién del gen lacZ.

Finalmente, se realizé la curacion del plasmido pKD46 de la cepa BL21 (DE3)
mutada. Primero obteniendo colonias aisladas y posteriormente seleccionando
aquellas que crecieron en medio sin antibiético y no lo hicieron en el medio con
ampicilina (curacién de la cepa).

4.5 COMPARACION DE LAS CURVAS DE CRECIMIENTO DE LA CEPA
MUTANTE Y NATIVA

A partir de un cultivo overnight de la cepa BL21 (DE3) sin modificar y BL21 (DES3)
AM15, se realizé la dilucién correspondiente para obtener una absorbancia inicial
de 0.05.

En una placa de 96 pozos se colocd el medio LB como blanco, en otro carril la
muestra de la cepa BL21 (DE3) y finalmente la muestra de la cepa BL21 (DE3)
AM15.

A continuacidn, la placa se coloco en un lector de microplacas CLARIOstar”'s® del
fabricante BMG LABTECH obteniendo y registrando valores de absorbancia a 600
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nm cada 15 min por un periodo de 165 min. Estos valores se graficaron para
comparar las curvas de crecimiento de ambas cepas y descartar posibles cambios
en el crecimiento derivados de la mutacion realizada.

4.6 EVALUACION DEL FUNCIONAMIENTO DE LA CEPA BL21 (DE3) AM15 EN
UN ENSAYO LIBRE DE CELULAS

Para evaluar el funcionamiento de la cepa BL21 (DE3) AM15 se comenzé con la
purificacion del plasmido pAA90_LacZ-alfa (donado por el Dr. Anibal Arce), el cual
contiene el inserto para la produccién del péptido alfa de la enzima -galactosidasa,
ademas de resistencia a tetraciclina como marcador de seleccion y el promotor T7
para acoplarlo con la RNA polimerasa contenida en la cepa a evaluar.

PAA90_LacZ-alfa
4423 bp

Figura 15. Plasmido pAA90_LacZ-alfa. Contiene el fragmento codificante para el
péptido alfa de la enzima [-galactosidasa, resistencia a tetraciclina como
marcador de seleccion, asi como el promotor y terminador T7 para el uso de este
sistema.
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Posteriormente, se construyé el plasmido pSM_T7_LacZFull cuyo mapa se
describe en la figura 16.

Figura 16. Plasmido pSM_T7 _LacZFull empleado para el ensayo cell-free con el
extracto celular de la cepa BL21 (DE3) AM15. Este plasmido contiene el fragmento
completo para la enzima (-galactosidasa, asi como el promotor T7 compatible con

la cepa BL21 (DE3) para la sobreexpresion de proteinas recombinantes.

Para la construccion del plasmido se realizé la clonacion Golden Gate del inserto
codificante para la enzima B-galactosidasa (BBF10K_003366, proveniente de la
colecciéon Open Enzymes donada por la Dra. Jenny Molloy) con el vector
(146_pFGC-T7-RJBB) que contiene el sistema de expresion con el promotor T7,
como se resume en la siguiente figura:
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Bsal

Bsal

146_pFGC-T7-RIBB
3748 bp

Bsal

BBF10K_003366
5192 bp

Figura 17. Inserto y vector utilizados para la construccion del plasmido
pSM_T7_LacZFull

Para evaluar la funcionalidad de la cepa BL21 (DE3) AM15 se prepararon los
reactivos necesarios para las reacciones libres de células (cell-free) conforme al
protocolo de bajo costo publicado por el Dr. Fernando Guzman Chavez
(Constructing Cell-Free Expression Systems for Low-Cost Access) (Guzman-
Chavez et al., 2022), como se describe brevemente a continuacion.

A partir de la cepa BL21 (DE3) AM15, cuya mutacién fue verificada por
secuenciacion y almacenada en glicerol, se inocularon 4 mL de medio LB sin
antibidticos con 40 uL del cultivo en glicerol en un tubo de 14 mL de fondo redondo.
Posteriormente este tubo se incubo por 16 h a 37°C con agitacion constante a 200
rpm.

Al dia siguiente, se inoculé un matraz de 50 mL con 50 mL de medio LB sin
antibiético con 50 uL del pre-inéculo. Este matraz se incubd a 37°C con agitacion
constante a 200 rpm. Después de 16 h, a partir de este cultivo se inocularon 400
mL de medio 2xYT en matraces de 2.5 L, obteniendo una densidad 6ptica inicial de
0.05.

Una vez alcanzada una OD de 0.6, el cultivo se indujo con 1 mM de IPTG hasta
obtener una OD de 2.0. En todo momento las células fueron incubadas a 37°C con
agitacion constante. Posteriormente se obtuvo el botdn celular por centrifugacién y
se procedio a su lavado con amortiguador S30A (50 mM Tris, 14 mM glutamato de
magnesio, 60 mM glutamato de potasio, pH 7.7) dos veces.
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Subsecuentemente el boton celular se resuspendié en amortiguador S30B (50 mM
Tris, 14 mM glutamato de magnesio, 60 mM glutamato de potasio, a pH=8.2),
siguiendo la relacién de 1 mL de amortiguador S30B por cada 900 mg de células.
Finalmente, la suspension celular se distribuy6 en tubos de 1.5 mL y se sonicaron
por 3 min, en pulsos de 10 s de descanso y 10 s de sonicacion. Las condiciones de
sonicacion fueron amplitud al 50 % con una frecuencia de 20 kHz.

Al finalizar la lisis celular, las muestras se centrifugaron a 14,000 rpm a 4°C por 20
min y el sobrenadante (correspondiente al extracto celular) se almacen6 a -70°C
hasta su uso.

Posteriormente se montaron las siguientes reacciones de un volumen total de 12 uL
en tubos de 1.5 mL para la evaluacién de la cepa. Se evalud un control negativo de
la cepa BL21 (DE3) AM15 al cual no se le agrego plasmido y en su lugar se empled
agua libre de nucleasas. A su vez se uso6 un control positivo con el extracto celular
de la cepa BL21 (DE3) parental, al cual no fue necesario agregar plasmido y ese
volumen se sustituy6 por agua libre de nucleasas. Estas reacciones se describen la
tabla 7.

Tabla 7. Componentes de reaccion libre de células para evaluacion del
funcionamiento de la cepa BL21 (DE3) AM15

Control cepa Control cepa
Componente BL21 (DE3) AM15 B"imDSE?’) BL21 (DE3) WT
Volumen (uL) Volumen (uL) Volumen (uL)
Agua libre de 14 4.4 4.4
nucleasas
PEG 8000 (40%) 0.6 0.6 0.6
Plasmido 20 nM 3 - -
Mezcla Wizard* 3 3 3
Extracto celular 4 4 )
BL21 (DE3) AM15
Extracto celular i i 4
BL21 (DE3) WT

*La mezcla Wizard contiene glutamato de potasio 175 mM, glutamato de amonio 10
mM, oxalato de potasio 2.7 mM, putrescina 1 mM, espermidina 1.5 mM, NAD 0.33
mM, ATP 1.2 mM, CTP, GTP y UTP 0.86 mM, CoA 0.27 mM, MRE600 E. coli tRNA
0.172 mg/mL. acido folinico 0.07 mM, fosfoenolpiruvato (PEP) 33 mM y cada uno
de los 19 aminoacidos a una concentracion 2 mM, a excepcion de glutamato pues
ya se habia agregado en forma de glutamato de potasio y glutamato de magnesio
10 mM.
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Las reacciones se incubaron 1 h a 30°C. Posteriormente se tomaron 3 uL de cada
reaccion, se mezclaron con 1 pL del reactivo X-Gal a (60 ng/uL) y se incubaron 15
min a 30°C para finalmente observar la formacién del 5,5’-dibromo-4,4’-dicloro-
indigol (producto de color azul).

5. RESULTADOS Y DISCUSION

5.1 ANALISIS Y DISENO IN SILICO

Utilizando la base de datos del NCBI (https://www.ncbi.nim.nih.gov/), se obtuvieron
las secuencias de nucledtidos correspondientes al gen /lacZ para la cepa BL21 y
DH5-q, estas se alinearon utilizando el software SnapGene y se encontré una regiéon
divergente de 31 aminoacidos entre ambas cepas (figura 18), correspondiente a
93 nucleodtidos (figura 19). Esta delecion de 93 nucledtidos en la cepa DHS5-a
corresponde a la regiéon denominada AM15 (Prentki, 1992).

Asimismo, debido a que solo esta es la parte variante del gen lacZ en ambas cepas,
se diseid un par de oligonucleétidos que abarcaron la regidn deletada, asi como
regiones homologas rio arriba y rio abajo a fin de amplificar por PCR un cassette de
delecion para mutar el gen lacZ de la cepa BL21 (DE3).

Esta modificacion en BL21 (DE3) es fundamental para eventualmente utilizar esta
cepa en ensayos de complementacion, pues se ha reportado (Invitrogen, 2022) que
la delecidn M15 impide la sintesis de la enzima funcional B-galactosidasa en la cepa
E. coliTOP10, lo cual permite su uso en ensayos por complementacion alfa (Guo et
al., 2019). Es por lo que la adecuada identificacion in silico fue necesaria para el
disefio de la estrategia experimental que llevé a la construccion de la cepa mutante
BL21 (DE3) AM15.

F BL21 1 VLQRRDWENPGVTQLNRLAAHPPFASWRNSEEARTDRPSQQLRSLNGEWR 60

|
} DHS5alpha 1 Vom s o e e e ARTDRPSQQLRSLNGEWR 20

Figura 18. Aminoacidos contenidos en la region divergente del gen lacZ. En la
cepa BL21 (DE3) la secuencia se encuentra completa, mientras que en la cepa
DH5-a la misma region esta ausente (region lacZAM15).
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BL21 1 ATGACCATGATTACGGATTCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTG 50

LErrrrrrrrrerrrrrrrrrrr el
DH5alpha 1 ATGACCATGATTACGGATTCACTGGCCGTCGT----=-----=------- 32

BL21 51 GGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTT 100

DH5alpha 7 T i e i il 32

BL21 101 TCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAA 150

LIl
DH5alpha I GGCCCGCACCGATCGCCCTTCCCAA 57

Figura 19. Analisis bioinformatico de la alineacion de secuencias de nucleotidos.
Los nucledtidos del gen lacZ de la cepa DH5-a se ubican en la parte superior y los
de la cepa BL21 (DE3) WT se encuentran en la parte inferior.

Al realizar un ensayo de PCR in silico utilizando la secuencia del gen lacZ del DNA
gendémico (verificada por secuenciacion) de la cepa TOP10 (figura 20) y los
oligonucledtidos disefiados se obtiene una region de 857 pb, flanqueada por dichos
oligonucledtidos (Fw Delta M15 y Rv Delta M15). Esta regién fue obtenida y
almacenada en el vector pJET, para posteriormente mutar a la cepa BL21 (DE3).

lacZ TOP10
6251 bp

2 primers (1061 .. 1917 = 857 bp)  [54% GC] Unique 6+ Cutters | Nonredunda

Figura 20. Alineacioén de oligonucledtidos con el gen lacZ en la cepa TOP10. Se
obtiene un fragmento de 857 pares de bases correspondiente a la region utilizada
para mutar a la cepa BL21 (DEJ3).

Por otro lado, al afladir los mismos oligonucleoétidos a la secuencia del gen lacZ en
la cepa BL21 (DE3), se obtiene un fragmento de 950 pares de bases (figura 21), lo
cual coincide con la diferencia de 93 nucledétidos correspondientes a la region AM15
que no se encuentra presente en esta cepa, ya que contiene el gen lacZ completo
(Invitrogen, 2010).
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(1088 .1107)@ Rv EEELED) (2019 .. 2037)
2000 4000 6000

lacZ BL21 Star (DE3)
6413 bp

2 primers (1088 .. 2037 = 950 bp)  [54% GC] Unigue 6+ Cutters

Figura 21. Region del gen lacZ en la cepa BL21 (DE3) flanqueada por los
oligonucledtidos Fw Delta M15 y Rv Delta M15. Se obtiene una regién de 950
pares de bases.

5.2 OBTENCION DE LACZAM15 A PARTIR DE LA CEPA E. COLI TOP10

A partir de los productos de la amplificacion por PCR del fragmento lacZAM15
obtenido del DNA gendémico de E. coli TOP10, utilizando los oligonucleétidos Fw
Delta M15 y Rv Delta M15 y su posterior analisis en geles de agarosa al 1 % se
pueden observar bandas con el peso esperado de 857 pb al ser contrastadas con
el marcador de peso molecular, por lo cual se determiné que la banda obtenida fue
la correcta, ademas de que no se observaron productos inespecificos.

e

1000 pb

e e o

750 pb

Figura 22. Electroforesis en gel de agarosa de amplificacion por PCR del fragmento
lacZAM15 obtenido del DNA gendmico de las células competentes TOP10.

Una vez verificado el tamano del producto de PCR, la banda correspondiente fue
purificada e insertada en el vector pJET para su almacenamiento y nuevamente se
comprobd la identidad de este fragmento mediante su amplificacion por PCR
usando como molde el vector pJET-LacZalpha y su visualizacion en gel de agarosa
(figura 23).
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1000 pb <— 857pb

750 pb

Figura 23. Electroforesis de fragmento lacZAM15 amplificado por PCR a partir del
vector de clonacion pJET que permitié su almacenamiento. Se muestra el peso
molecular del producto esperado.

Para confirmar la identidad del vector construido se realizé un analisis de digestion
del vector de clonacion pJET-LacZalpha utilizando las enzimas Xho1 y Xba1, con lo
cual se descarta la existencia de algun falso positivo que se pudiera haber generado
durante la identificacion del fragmento por PCR.

Como se observa en la figura 24, el patrén de digestion es el esperado en los carriles
3, 4, 5y 6, ya que se identificaron las bandas a 2949 pb y 975 pb, lo cual permitio
confirmar satisfactoriamente la presencia del inserto dentro del vector. En los otros
carriles se formaron productos inespecificos.

Figura 24. Electroforesis de amplificacion por PCR de pJET-LacZ AM15 digerido
con enzimas Xho1 y Xbaf.
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Debido a que el fragmento lacZAM15 obtenido a partir de la cepa E. coli TOP10 fue
el que se utilizé para la modificacién gendmica de la cepa de E. coli BL21 (DE3), el
plasmido pJET-LacZa AM15 fue secuenciado en su totalidad por tecnologia Oxford
Nanopore por la compania Plasmidsaurus.

Al realizar el alineacion del gen lacZ reportado para E. coli DH5-alfa con el resultado
de la secuenciacion, se observa un alineacion al 100 % (figura 25), en contraste con
lo observado en el alineacion para el gen lacZ correspondiente a la cepa E. coli
BL21 (DE3) (figura 26), lo cual corresponde con el analisis in silico realizado
previamente (seccidén 5.1) en donde se detectd una delecion de 93 pares de bases
correspondientes a la region denominada M15 (Prentki, 1992). Estos resultados
confirmaron que el cassette de delecion era el correcto y su secuencia idéntica a la
deseada, lo cual fue de importancia ya que esta construccién se utiliz6 como molde
de DNA para amplificar el fragmento M15 que se utilizé para la mutacién del gen
lacZ en la cepaBL21 (DE3).

i TCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCC
; 1 X Il i 1 : I 1 1 i I L 1 L 1 : I L Il

T T T T T T T T T T T T T T T T T T 4 T

AGCAAAATGTTGCAGCACTGACCCTTTTGGGACCGCAATGGGTTGAATTAGCGGAACGTCGTGTAGGGGGAAAGCGGTCGACCGCATTATCGCTTCTCCGG

0, . . 15 ; L 20 L " L 25 . L 30 L L 35 . . L 40 L .

Val Val Leu GIn Arg Arg Asp Trp Glu Asn Pro Gly Val Thr GIn Leu Asn Arg Leu Ala Ala His Pro Pro Phe Ala Ser Trp Arg Asn Ser Glu Glu Ala
lacZ ‘—=»

1 . | i 5 . ; L .10 \ \ i 15 . . . 20 i L .25 . . .30 .
Val Leu Gin Arg Arg Asp Trp Glu Asn Pro Gly Val Thr GIn Leu Asn Arg Leu Ala Ala His Pro Pro Phe Ala Ser Trp Arg Asn Ser Glu Glu Ala

TCETTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTEGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCC

tcgttttacaacgtcgtgactgggaaaaccctggcgttacccaacttaatcgeccttgcagcacatcccecctttecgeccagectggecgtaatagcgaagaggcece

Figura 25. Alineacioén del gen lacZ reportado para E. coli DH5-alfa con el resultado
de la secuenciacion del pJET-LacZa. La alineacion es del 100 %, lo cual confirma
que el fragmento a utilizar es el deseado para la mutacion.

!'CGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAACTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCGCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCC
L 1 L ! L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1 L 1

t T t T T T T T T T y T T T T T T T
I\GCAAAATGTTGCAGCACTGACCCTTTTGGGACCGCAATGGGTTGAATTAGCGGAACGTCGTGTAGGGGGAAAGCGGTCGACCGCATTATCGCTTCTCCGG

2 L ' I 15 L ' I 20 L s L I 25 \ 1 L 30 ' ' . 35 L L 40 L ' L
sl Val leu GIn Arg Arg Asp Trp Glu Asn Pro Gly Val Thr GIn Leu Asn Arg Leu Ala Ala His Proe Pro Phe Ala Ser Trp Arg Asn Ser Glu Glu Ala
lacZ —»
1 L L . 5 L L s . 10 L . L 15 L . . 20 L L L 25 L L s . 30 L L
Val Leu GIn Arg Arg Asp Trp Glu Asn Pro Gly Val Thr GIn Leu Asn Arg leu Ala Ala His Pro Pro Phe Ala Ser Trp Arg Asn Ser Glu Glu Ala
\ Deltahis > -
13 fwd

> }CGTTTTACAACGTGGTGAGTGGGAAAACCCTGGCGTTACCCAAGTTAATCGCCTTGCAGCACATCCCCGTTTCGCCAGGTGGCGTAATAGCGAAGAGGCC

Figura 26. Alineacion de DNA correspondiente a la cepa BL21 (DE3) nativa
(sefialado con una flecha), con la secuenciacion de nucledtidos del fragmento
lacZAM15 obtenido a partir del pJET-LacZa en donde se almacené (sefialado con
una estrella)
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5.3 OBTENCION DE LA MUTANTE BL21 (DE3) AM15

Para la obtencion de la mutante BL21 (DE3) AM15, se empled la estrategia de
recombinaciéon homéloga utilizando el plasmido pKD46, el cual codifica el sistema
A-Red para la recombinaciéon homéloga, por lo cual se verificd su identidad mediante
un analisis de restriccion con las enzimas Bsal y Sall (figura 27), observandose
bandas a 3746 pb y 2583 pb conforme a lo esperado por el peso del plasmido.

4000 pb =

3500 pb 7' :

3000 pb

Figura 27. Restriccion del plasmido pKD46 utilizando las enzimas de restriccion
Bsal y Sall. Los cortes especificos de las enzimas generan dos fragmentos, uno
de 3746 pb y otro de 2583 pb respectivamente; los cuales se observan y por
ende confirman el contenido del plasmido. En todos los carriles se cargé la
misma muestra, sin embargo, tnicamente en el carril “2” se observo una
inespecificidad.

Previo a la mutacion de la regién gendmica correspondiente a la region AM15 del
gen lacZ, el plasmido pKD46 fue transformado por electroporacion en la cepa de E.
coli BL21 (DE3) como se indico en la seccion de Procedimientos Experimentales.

Luego de seleccionar las colonias que albergaban al plasmido pKD46, estas fueron
crecidas en medio liquido LB y tratadas con una solucion de glicerol al 10 % para
posteriormente introducir el cassette de delecidn por electroporacion nuevamente.

Una vez transformadas las células, las colonias con la probable mutacién fueron
elegidas con base al fenotipo deseado (colonias blancas) mostrado en placas de LB
Agar + X-Gal + Ampicilina, ya que al tener mutada la region M15 del gen lacZ,
expresarian una version trunca de la enzima [3-galactosidasa, la cual careceria de
la capacidad para metabolizar al compuesto X-Gal y, por lo tanto, no se observarian
colonias azules, resultado de la reaccion descrita en la figura 7.
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Como se observa en la figura 28, alrededor de 20 colonias presentaron el fenotipo
deseado, colonias blancas indicativo de la no degradacion del sustrato X-Gal, por lo
cual, fueron crecidas en una nueva placa (figura 29) para confirmar su identidad.
No obstante, a pesar de que dichas colonias presentaban el fenotipo deseado al
inicio, en el segundo plaqueo (figura 29) solo dos de ellas conservaron el fenotipo
de colonias blancas. Esto se debié probablemente a que las colonias que
presentaban un aparente fenotipo de color blanco no habian sintetizado aun, o en
cantidad suficiente, la enzima B-galactosidasa, por lo que no metabolizaron el
sustrato X-Gal. Otra posible explicacion es que estas colonias pudieron haber
crecido sobre otras lo que evitd que tuvieran contacto directo con el sustrato. Ambas
hipétesis han sido abordadas previamente en un estudio enfocado en la eliminacién
de falsos positivos en la seleccidn de colonias blancas (Zhang et. al., 2016)

Colonias de interés

Colonias de interés

Figura 28. Cultivo en medio sélido conteniendo X-Gal y ampicilina para la
seleccion de colonias blancas mutadas.
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Colonias de interés

Figura 29. Cultivo en medio LB con X-Gal y ampicilina de colonias blancas. Las
colonias obtenidas en el paso anterior se sembraron de nuevo para confirmar que
no degradan el sustrato X-Gal y que, por lo tanto, no producen la enzima funcional

B-galactosidasa. Las estrias blancas fueron tomadas para la continuaciéon de los

experimentos.

De las colonias blancas (mutadas) que fueron estriadas y cultivadas en medio
liquido, se purificé el DNA gendmico y se llevé a cabo la electroforesis del producto
de la amplificacion por PCR con los oligonucleotidos Fw Delta M15 y Rv Delta M15,
la cual permiti6 observar la banda correspondiente al fragmento lacZAM15,
confirmando la delecion de este fragmento ahora en el genoma de E. coli BL21
(DE3) AM15.

Adicionalmente, las colonias seleccionadas fueron conservadas a -70°C con glicerol
al 50% para su posterior utilizacion en los experimentos subsecuentes.
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1000 pb

§ @ 857 pb
750 pb

Figura 30. Electroforesis en gel de agarosa del fragmento lacZAM15 amplificado
por PCR y obtenido a partir de diferentes colonias de las células BL21 (DE3)
mutadas.

Una vez secuenciado (por tecnologia Oxford Nanopore) el fragmento
correspondiente a la mutacion AM15 en E. coli BL21 (DE3), la secuencia fue
alineada y comparada con la secuencia de la cepa BL21 (DE3) sin modificar. El
resultado de esta comparacién (figura 31) demostrd que la delecion de la regién
AM15 fue exitosa, confirmando la obtencion de la nueva cepa BL21 (DE3) AM15.

TCBTTTTACAACBTCBTOACTEO0AAAACCCTOBCOBTTACCCAACTTAATCOGCCTTBCABCACACATCCCCCTTTCOCCAGCTOGOCOBTAATAGCOAAGAGBCC(

Figura 31. Alineacion de la secuencia DNA del fragmento lacZAM15 amplificado
por PCR y obtenido a partir del DNA genomico de las células BL21 (DE3)
mutadas. La secuencia superior corresponde a la cepa BL21 (DE3) sin modificar,
mientras que la inferior corresponde a la cepa BL21 (DE3) AM15. La alineacion de
las secuencias confirma que la secuencia AM15 de la cepa TOP10 se encuentra
también en la cepa BL21 (DE3) que denominamos mutada.

Para la curacion del plasmido termosensible pKD46 de la cepa BL21 (DE3) AM15,
se recupero la cepa a partir del cultivo almacenado en glicerol y se cultivaron
colonias a 37°C, favoreciendo la pérdida del plasmido. Este paso es importante y
relevante durante el proceso de generacion de mutantes, ya que se busca obtener
cultivos libres de la maquinaria A-Red que pudieran interferir en el uso posterior de
la cepa generada (Hossain et al., 2015).
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Figura 32. Obtencion de colonias aisladas de la cepa BL21 (DE3) AM15 para
posterior curacion del plasmido pKD46

Posteriormente, las colonias aisladas fueron cultivadas en medio con y sin
antibidtico, identificando cada colonia con un numero del 1 al 15; con lo cual una
vez incubadas por 24 h a 37°C se observaron los dos medios de cultivo para
detectar aquellas colonias que crecieron en medio sin antibiético y no lo hicieron en
medio con antibidtico, confirmando la expulsion del plasmido con el marcador de
seleccién para ampicilina en todas las colonias, ya que las células al no contener el
plasmido con la resistencia a antibiético no son capaces de crecer en este medio,
confirmando la ausencia del plasmido.

Esto fue posible ya que el plasmido pKD46 es sensible a la temperatura y debe ser
crecido a no mas de 32°C (Hossain et al., 2015), por lo tanto, al realizar el cultivo a
37°C la curacion del plasmido fue exitosa (Papa & Shoulders, 2019).
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Figura 33. Caja “1” con medio LB sin antibidtico, conteniendo 15 colonias
diferentes aisladas de la cepa BL21 (DE3) AM15, las cuales crecieron
adecuadamente a 37°C.

Figura 34. Caja “1” con medio LB con ampicilina, conteniendo el inéculo de las
mismas 15 colonias tomadas para la caja anterior.

Ninguna de las colonias crecio, por lo que se confirma que las células ya no
contienen el plasmido pKD46 con resistencia a ampicilina.
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Figura 35. Caja “2” con medio LB sin antibiotico, conteniendo 15 colonias
diferentes de la cepa BL21 (DE3) AM15.

Todas las células crecieron adecuadamente de manera aislada.

Figura 36. Caja “2” con medio LB con ampicilina, conteniendo las mismas 15
colonias inoculadas en la “caja 2 “sin ampicilina.

Ninguna colonia crecio, por lo cual las 15 colonias ya no contienen el plasmido
PKD46 con resistencia ampicilina como marcador de seleccion.
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5.4 EFECTO DE LA MUTACION EN EL CRECIMIENTO DE LA CEPA BL21 (DE3)
AM15

Una vez generada una cepa mutante es importante descartar que la mutacion afecte
el crecimiento de la bacteria, ya que se ha observado que existen mutaciones que
pueden interferir o afectar el crecimiento normal de los microorganismos (Baba et
al., 2006).

Al obtener las curvas de crecimiento de la cepa nativa y la mutante se encontré que
son similares, permitiendo descartar que la mutacién en la cepa BL21 (DE3) AM15
afectara de alguna manera al crecimiento normal de la bacteria.

1.2
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0.2
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—0—BL21WT —@—BL21 mutante

Figura 37. Curvas de crecimiento para la cepa BL21 (DE3) nativa y BL21 (DE3)
AM15. Se registraron los valores de absorbancia a 600 nm cada 15 min por un
periodo de 165 min. Ambas cepas crecieron de manera similar, descartando que
la mutacion realizada afectara de alguna manera el crecimiento celular.

5.5 EVALUAC!()N FUNCIONAL DE LA CEPA BL21 (DE3) AM15 EN SISTEMAS
LIBRES DE CELULAS (CELL-FREE)

Debido a que el objetivo principal de la creacion de la cepa E. coli BL21(DE3) AM15
es que ésta sea eventualmente utilizada en la elaboracién de extractos celulares,
los cuales permitan desarrollar sistemas de diagnéstico basados en la tecnologia
libre de células con la capacidad arrojar una respuesta rapida, mediante un cambio
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de coloracién al adicionar un sustrato como X-Gal. Se evalu¢ la capacidad funcional
de la cepa obtenida mediante ensayos libres de células, donde se adiciono, ademas
de los componentes habituales de la reaccion in vitro, el plasmido pAA90_LacZ-
alfa con el fragmento LacZ-alfa que permitiria evaluar la complementacién alfa con
la cepa BL21 (DE3) AM15. No obstante, posterior a adicionar el sustrato
cromogénico X-Gal no se llevo a cabo su degradacion, ya que, en el extracto de la
cepa BL21 (DE3) AM15 no se observé cambio de color a azul, mientras que en las
reacciones con los extractos celulares provenientes de la cepa BL21 (DE3) WT
(utilizada como control negativo) se presenté una coloracién azul en el medio de
reaccion en presencia y ausencia del plasmido pAA90_LacZ, como era esperado,
ya que esta cepa es capaz de sintetizar la enzima B-galactosidasa funcional sin
requerir la adicion del péptido alfa. La no complementacion alfa en la cepa mutante
pudo tener varias causas, una de ellas es que no se llevo a cabo la
complementacion alfa debido una mutacion puntual en la region modificada, como
se discute mas adelante.

Por lo tanto, se construyd por clonaciéon tipo Golden Gate el plasmido
pSM_T7_LacZFull (figura 16), el cual contiene una copia completa del gen lacZ para
la sintesis de la enzima B-galactosidasa (Casali, 2003), ademas de contener el
promotor T7 para su sobreexpresion. Esta nueva estrategia fue implementada, para
realizar el ensayo de la sintesis de la enzima (-galactosidasa en el extracto libre de
células.

Como se observa en la parte superior de la figura 38, la reaccion con el plasmido
conteniendo el gen lacZ completo utilizado en el ensayo libre de células
(denominado plasmido complementario) desarrollé una coloracion azul resultado de
la actividad de la enzima [3-galactosidasa con el sustrato X-Gal, en contraste con lo
observado en ausencia del plasmido pSM_T7_LacZFull (Figura 38, parte media)
donde no se observa cambio de color. La mutacion de la secuencia se confirmé, por
lo que el no cambio de coloracion fue debido a la mutacion AM15.
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Extracto BL21 (DE3)

AM15 con plasmido —
complementario

Extracto BL21 (DE3)

AM15 sin plasmido —
complementario

Extracto BL21 (DE3) WT

Sin plésmldo ﬁ
complementario

Figura 38. Evaluacion de la actividad in vitro de la enzima [3-galactosidasa en un
ensayo libre de células a partir de extractos celulares provenientes de la cepa
BL21 (DE3) AM15. Los tres tubos superiores corresponden a la reaccion con el
extracto celular de la cepa BL21 (DE3) AM15 a la cual se agregé el plasmido
conteniendo la region completa para la codificacion de la enzima. Los tubos de la
parte central comprenden el control negativo de la cepa BL21 (DE3) AM15,
mientras que los tres tubos inferiores corresponden a la cepa BL21 (DE3) WT

En conjunto, estos resultados nos permiten concluir que la cepa mutada es funcional
y adecuada para desarrollar sistemas de diagndstico basados en la actividad de la
B-galactosidasa que permitan utilizar esta enzima como reportero en ensayos libres
de células y que, a su vez, puedan acoplarse a sistemas de deteccion de patdgenos,
en presencia del sustrato X-Gal desarrollando una coloracién azul de facil deteccion
a simple vista.
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5.6 COMPLEMENTACION ALFA IN VIVO

Al utilizar la cepa BL21 AM15 en un experimento de transformacion con el plasmido
pAA90 LacZ-alfa se encontré que la complementacién alfa no se llevé a cabo
conforme a lo esperado, ya que las colonias obtenidas presentaron el color blanco
indicativo de la no degradacién del sustrato X-Gal, por lo cual es posible afirmar que
no se sintetizé la enzima B-galactosidasa funcional. Se descarté algun problema
inherente durante la transformacion de la cepa con el plasmido, ya que se observé
crecimiento de colonias en el medio adicionado con el antibidtico tetraciclina, sin
embargo, la complementacion para la degradacion del sustrato no se logro.

Por lo tanto, se analiz6 la secuencia de nucledtidos de la cepa BL21 (DE3) AM15y
se detectd una mutacion puntual en la region w del gen /lacZ. El efecto de esta
mutacion puntual es el cambio de un aminoacido (cisteina por serina) en la posicion
248 de la secuencia en el gen lacZ, que corresponde con la posicion 811 de la
secuenciacion realizada, la cual se encuentra cercana al sitio activo que se
compone de los residuos de aminoacidos 272 a 288. A continuacion, se analiza y
discute como esta mutacion podria provocar cambios en la enzima que impidan su
adecuada funcion para degradar el sustrato.

|

LacZM15 771 GATTTCAGCCGCGCTGTACTGGAGGCTGAAGTTCAGATGTG 811
Seq 771 GATTTCAGCCGCGCTGTACTGGAGGCTGAAGTTCAGATGTC 811

Figura 39. Mutacion Cys248Ser. El cambio de nucledtido es de guanina por
citosina, en la posicion 811 de la secuenciacion realizada para el DNA genémico
de E. coli. BL21 (DE3) AM15. El resultado de esta mutacion es la codificacion de

cisteina en vez de serina en la posicion 248 de la estructura primaria de la enzima.

La edicidn in vivo del cromosoma bacteriano por recombinacion homaéloga utilizando
productos de PCR y oligonucledtidos sintéticos como sustrato se ha reportado como
una tecnologia util para insertar o deletar secuencias de DNA sin requerir sitios de
restriccion (Sharan et al., 2009). Sin embargo, en los resultados del presente
trabajo, la edicidon del genoma de la plataforma biolégica E. coli conllevé a una
mutacion puntual indeseada, por el cambio de una base nitrogenada en la
secuencia del DNA gendmico de la cepa generada.

En la literatura se ha reportado la adquisicion de mutaciones puntuales al utilizar
productos de PCR como DNA donador para la recombinacion homaéloga (Sharan et
al., 2009) lo cual se presenta como una limitante inherente a la tecnologia empleada.
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Con el objetivo de analizar el efecto de la mutacién sobre la sintesis de la enzima
B-galactosidasa, se llevd a cabo la predicciéon de la estructura de la enzima
sintetizada en la cepa BL21 (DE3) WT, y BL21 (DE3) AM15 con la mutacién puntual
Cys248Ser, para lo cual se utilizé el software AlphaFold 3, que permite el modelado
de estructuras a partir de una secuencia FASTA, la cual a su vez se obtuvo de la
base de datos del PDB (Protein Data Bank). Posteriormente, se visualizé y analizé
la prediccion de la estructura de la proteina en el software PyMOL, el cual permite
detectar cambios estructurales pequenos al ser muy visual.

A pesar de que la estructura cristalografica de la enzima [(-galactosidasa esta
disponible en el PDB, se opt6 por predecir mediante AlphaFold 3 las estructuras
correspondientes a la enzima sintetizada en la cepa WT y BL21 (DE3) AM15 con la
mutacion puntual Cys248Ser con el fin de evitar sesgos y asegurar una comparacion
equitativa entre las variantes producidas por cada cepa.

Una vez cargada la prediccion generada para su visualizacion en PyMOL, se
identifico el sitio activo de la enzima al seleccionar los residuos de aminoacidos
272 a 288 correspondientes, los cuales estan reportados en la literatura (Juers et
al., 2012). También se destaco visualmente la region AM15, asi como el tetramero
que conforma la enzima para evaluar la existencia de algun cambio conformacional
bajo la hipotesis de que esto ocasione la pérdida de funcién de complementacién
alfa.

De esta manera, se compard la prediccion de la estructura de la enzima B-
galactosidasa en las cepas BL21 (DE3) WT y BL21 (DE3) AM15 Cys248Ser,
obteniendo los resultados siguientes:

For Educational Use Only

Figura 40. Prediccion de la enzima -galactosidasa sintetizada en E. coli BL21
(DE3) WT vista desde el frente. Los cuatro monémeros se representan cada uno
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de un color diferente (amatrillo, azul, verde y naranja), de color morado se
destacan los aminoacidos correspondientes a la region M15 y de color rojo se
identifica el sitio activo de la enzima.

For Educational Use Only

Figura 41. Prediccion de la enzima 3-galactosidasa sintetizada en la cepa BL21
(DE3) AM15 con la mutacion Cys248Ser vista desde el frente. El sitio activo se
encuentra ligeramente desplazado hacia el monoémero representado en color azul,
a diferencia de la cepa WT.

Al comparar la cepa mutante BL21 (DE3) AM15 Cys248Ser con la estructura de la
cepa BL21 (DE3) WT se observa un cambio conformacional en el sitio activo de la
enzima, como se describe en la tabla 8. Es importante destacar que la mutacion
puntual en la posicion 248 se encuentra en una region cercana a los residuos de
aminoacidos que forman el sitio activo (272-288).
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Tabla 8. Comparacion de la prediccion de estructura del sitio activo de la enzima
B-galactosidasa en la cepa WT y AM15 con la mutacion puntual Cys248Ser

Cepa Estructura del sitio activo de la enzima
For Educational Use Only

BL21 (DE3)
WT

For Educational Use Only

BL21 (DE3)
AM15
Cys248Ser

La mutacién puntual Cys248Ser en la enzima B-galactosidasa podria interferir con
su actividad catalitica y conformacién tridimensional. A pesar de que ambos
aminoacidos son polares sin carga, las reactividades son distintas, ya que la cisteina
aporta un grupo tiol (-SH) capaz de formar puentes disulfuro, mientras que la serina
con un grupo hidroxilo (-OH) no cumple con esta funcion. La sustitucién elimina la
capacidad de formar estos enlaces disulfuro o de participar en interacciones redox
que estabilizan la estructura de la enzima, lo que ha sido descrito como causa de
alteraciones significativas en la estabilidad y actividad de B-galactosidasas de otras
especies (Pavlin et al., 2019) pudiendo desestabilizar regiones clave para la unién
del sustrato o alterar el sitio activo (Qiu et al., 2015). Por otro lado, la serina podria
estar formando puentes de hidrégeno no deseados, modificando la dinamica
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conformacional o actividad catalitica (Kumagai et al., 2019) lo cual podria impedir la
complementacion alfa y por ende la reaccion de degradacion del sustrato X-Gal al
utilizar la cepa mutante (Nguyen et al., 2016).

O 0O
(Hs) OH = OH
NH, NH,
Cisteina Serina

Figura 42. Estructura de los aminoacidos cisteina y serina. Ambos son
aminoacidos polares sin carga, sin embargo, la reactividad es distinta por la
presencia de los grupos -SH y -OH.
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6. CONCLUSIONES

La cepa E. coli BL21 (DE3) fue mutada con el fragmento lacZAM15 obteniendo una
variante de esta, tanto para su uso en ensayos libres de células, como para su
aprovechamiento en la expresion de proteinas recombinantes, tomando como
ventaja principal la inactivacion de la enzima [(-galactosidasa. Dicha inactivacion
permitira utilizar esta enzima como reportero en el desarrollo de nuevas
herramientas moleculares, tales como biosensores libres de células acoplados a
sistemas de deteccion de patdgenos, que en presencia del sustrato X-Gal (o
analogos), produciran un cambio de coloracion.

El extracto celular de la cepa E. coli BL21 (DE3) AM15 es funcional y adecuado para
desarrollar sistemas de diagndstico basados en la actividad de la enzima -
galactosidasa cuando se complementa con una copia completa del gen lacZ.

La maquinaria A-Red permitio la recombinacion homéloga de la region lacZAM15 en
el DNA gendmico de E. coli BL21 (DE3). Sin embargo, ocasioné una mutacion
puntual adicional indeseada, en la posicién 248 del gen lacZ.

La mutaciéon lacZAM15 en la cepa no ocasiond cambios en su curva de crecimiento,
al compararla con la cepa nativa.

La mutacion puntual Cys248Ser en la cepa BL21 (DE3) AM15 podria estar
causando cambios conformacionales en la enzima 3-galactosidasa, volviéndola no
funcional e impidiendo la complementacion alfa.

La cepa BL21 (DE3) AM15 esta facultada para su uso en ensayos libres de células
como biosensor basado en el sistema Riboswitch, ya que previo a la mutacion, esto
era imposible dado que la cepa al contener el gen lacZ completo siempre seria
capaz de producir la enzima funcional y degradar el sustrato.

6.1 PERSPECTIVAS

Modificar el gen lacZ de la cepa BL21 (DE3) con la secuencia completa proveniente
de la cepa TOP10 y no sélo la region AM15, a fin de buscar la complementacién alfa
de la enzima y el subsecuente uso de la cepa en el diagnéstico molecular a bajo
costo y en ensayos de prototipado de alto rendimiento.
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