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Unidades

Nimero de veces la concentracién

Micro

Unidades formadoras de placas

Unidades formadoras de placas por mililitro

Desoxirribuncleasa
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Propésito y Método del Estudio: La resistencia a antibiéticos es un problema grave que va en
aumento con el pasar de los afios. Debido a la resistencia a antibidticos, es necesario
encontrar métodos alternos para tratar las infecciones causadas por esas bacterias. Los
bacteri6fagos, son virus que infectan bacterias, son altamente especificos y no causan
dafios a los humanos y pueden ser usados para contrarrestar infecciones causadas por
bacterias que son resistentes a antibidticos. En el presente trabajé se disefiaron 3 genes
sintéticos: cl, genF y Bac7. Se construy6 una cepa de Escherichia coli integrando los
genes sintéticos repL, que codifica la proteina del represor lambda, que evita la produccion
del péptido antimicrobiano y genF que codifica para la proteina F para que el bacteriéfago
sea capaz de completar su empaquetamiento. Esta cepa funcionard como plataforma para
la construccion y propagacion del bacteriéfago ¢X 174 recombinante

Contribuciones y Conclusiones: Se disefiaron 3 piezas sintéticas utilizando diferentes programas
bioinforméaticos que funcionan como un circuito para la modificacién y propagacion del
bacteridfago $X174. Se realizo la técnica PCR overlap para unir a las piezas gen F y cl,
formando un fragmento de 2,388 pb. Se logré integrar el fragmento genF-cl en el genoma
de Escherichia coli C utilizando la técnica A-red sustituyendo las primeras 2,388 pb del
marco de lectura abierto de lacZ. Se seleccionaron las cepas correctamente transformadas
utilizado la técnica de seleccion de colonias azules/blancas. Se confirmé la presencia en
el genoma de la pieza genF-cl mediante PCR.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

La resistencia de las bacterias patdgenas es un problema a nivel global que sigue
en aumento ya que éstas generan resistencia a los antibidticos disponibles mds rdpido de
lo que se consigue desarrollar nuevos antibidticos en su contra (Morel & Mossialos, 2010).
La crisis de la resistencia a antibidticos se ha atribuido al mal uso de estos medicamentos

(Ventola, 2015).

Las bacterias tienen la habilidad natural de adquirir resistencia mediante diferentes
mecanismos tales como: Intercambio de material genético con otras bacterias resistentes
a antibidticos, a diversos factores ambientales a los que se exponen y a través del
fenémeno de seleccion natural. La adquisicion de resistencia de estos microorganismos es
inevitable ya que es un aspecto clave de la evolucion, por lo que es incontrolable (de Ledn-
Rosales, Arredondo-Hernandez, & Lopez-Vidal, 2015). Debido al rapido aumento de
microorganismos patégenos a antibioticos y las dificultades que conlleva el desarrollo de
nuevos antibidticos, se han buscado formas alternativas para el tratamiento de infecciones
causadas por estos microorganismos, entre las cuales se encuentran: Anticuerpos,
probidticos, lisinas, bacteriéfagos silvestres, bacteriéfagos genéticamente modificados,
estimulacion del sistema inmune, vacunas, péptidos antimicrobianos, péptidos de defensa

del huésped y de defensa innata y péptidos antibiofilm (Czaplewski et al., 2016).
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Los bacteri6fagos son virus que infectan bacterias y tienen numerosas aplicaciones
en diferentes campos como: Medicina, agricultura e investigaciéon. En la era post
antibidticos, en donde los microorganismos presentan resistencia a estos farmacos, los
bacteri6fagos toman una gran importancia, debido a que son capaces de lisar o eliminar
células bacterianas con pocos efectos negativos, con mayor especificidad y con menor

probabilidad de generar resistencia que los antibiéticos (Casto et al., 2016).

Otra alternativa, los péptidos antimicrobianos son producidos por una gran
variedad de microorganismos como parte de su primera linea de defensa. Son de cadena
corta (12 a 100 aminodcidos), tienen cargas positivas (carga total de +2 a +9), son
anfifilicos y han sido aislados de microorganismos unicelulares, insectos y otros
invertebrados, plantas, anfibios, pdjaros, peces y mamiferos, incluyendo humanos

(Jenssen, Hamill, & Hancock, 2006).

Con la amplia gama de posibilidades que ofrecen las técnicas de ingenieria
genética que se han desarrollado hasta ahora, se han realizado modificaciones genéticas
en bacteri6fagos para controlarlos con precision, detectar bacterias y como nueva
alternativa a los antibidticos. En aplicaciones que van mads alld de su uso como agentes
antimicrobianos, también se utilizan como vehiculos para la entrega de medicamentos y
vacunas y el ensamblaje de nuevos materiales (Pires, Cleto, Sillankorva, Azeredo, & Lu,

2016).
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En este trabajo, se realizard una modificacién genética al bacteri6fago ¢pX174 para
controlar su replicacién e introducir una secuencia que codifica para el péptido
antimicrobianos Bac7(1-35) en su genoma, con la finalidad de causar la muerte de las
bacterias sin la produccién de nuevas particulas virales. Se combinarén las alternativas del
uso de bacteri6fagos y péptidos antimicrobianos empleando técnicas de ingenieria

genética, para eliminar bacterias resistentes a antibidticos.
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CAPITULO 2

ANTECEDENTES

2.1. Historia de los Antibidticos

Los antibidticos son agentes quimicos que han funcionado como una poderosa
herramienta en el tratamiento clinico y la principal linea de defensa contra las infecciones
bacterianas desde hace mas de 50 afios (Sengupta, Chattopadhyay, & Grossart, 2013). El
término antibidtico, viene de la palabra “antibiosis”, usada como antonimo de “simbiosis”.
Posteriormente, la palabra antibidtico tom6 un contexto diferente, el cual describia la
produccion natural de metabolitos secundarios por hongos y bacterias que tienen la
capacidad de inhibir el crecimiento (bacteriostatico) o de matar (bactericida) contra
hongos o bacterias (Nicolaou & Rigol, 2017). Aunque los antibiéticos han sido utilizados
en casos clinicos a la mitad del siglo pasado, el uso de microorganismo para tratar
infecciones microbianas en antiguo Egipto, Grecia, China y otros lugares del mundo esta
bien documentada (Sengupta et al., 2013). Contrario al pensamiento comtn de que la
exposicion a antibioticos es exclusiva de la “era de antibidticos”, diferentes
investigaciones has revelado que esto no es verdad; se han encontrado rastros de
tetraciclina, por ejemplo, en un esqueleto humano encontrado en la regién antigua de

Nubia (Sur de Egipto) perteneciente a fechas entre el 350-550 D.C (Aminov, 2010).
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Antes de la era de los antibidticos, la tasa de mortalidad causada por la infeccion
de Pneumococcal pneumonia 'y Acute pyelonephritis eran del 30-35% y aproximadamente
20% respectivamente y la Unica “terapia” para estas enfermedades infecciosas era el
aislamiento del paciente (Ashkenazi, 2013). En 1904, justo antes de la era moderna de los
antibidticos, las enfermedades infecciosas, como la sifilis, causada por el microorganismo
Treponema pallidium, era usualmente tratada con sales inorganicas de mercurio, pero el
tratamiento tenfa efectos secundarios severos y poca eficacia (Aminov, 2010). La era
moderna de los antibidticos comienza con el descubrimiento fortuito de la penicilina a
partir de un cultivo filtrado del hongo Penicillium notatum por Alexander Fleming en
1928 (Sengupta et al., 2013) que logrd, con éxito, controlar infecciones bacterianas en los
soldados en la segunda guerra mundial. Los Antibidticos fueron tan exitosos que fueron
considerados como la “cura definitiva”, los “medicamentos milagrosos” que el mundo
necesitaba. Como resultado del éxito de los antibidticos en su inicio, ingenuamente, se
considerd a las enfermedades bacterianas como permanentemente controladas (Penesyan,
Gillings, & Paulsen, 2015). El mismo Alexandre Fleming advirti6 que el uso
indiscriminado de este antibidtico, llevarian a un rdpido desarrollo de resistencia (de Ledn-
Rosales et al., 2015). Tiempo después, alrededor de 1950, la apariciéon de
microorganismos patdgenos resistentes a este antibidtico se convirtié en un problema
clinico grave (Ventola, 2015). Sin embargo, durante los siguientes afios, se descubrieron
nuevos agentes antimicrobianos de diferentes clases que fueron introducidos en la préactica

clinica cotidiana (Ashkenazi, 2013).
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Entre 1960 y 1980, la industria farmacéutica introdujo una gran cantidad de
nuevos antibidticos para resolver los problemas de resistencia, sin embargo, después de
1980, el descubrimiento de nuevos antibiéticos disminuyd. Como resultado de lo anterior,
en 2015, mucho tiempo después del primer paciente tratado con antibidticos, las
infecciones bacterianas resistentes a antibidticos se han convertido en una amenaza otra
vez (Ventola, 2015) y no se han visto cambios positivos en los dltimos 2 afios. Cada dia
se reporta que tanto bacterias comunes como no comunes que antes eran susceptibles a
los antibidticos convencionales, adquieren resistencia a diferentes antibidticos.
Inicialmente muchas de esas bacterias eran responsables de las infecciones nosocomiales
y eran la causa de enfermedades y muerte de pacientes hospitalizados; recientemente se
han esparcido a la poblacion en general, causando enfermedades severas en personas sanas
0 que previamente no eran vulnerables (Alanis, 2005). Lo anterior, resulta en mayor
morbilidad, mayor mortalidad, mayor costo en tratar enfermedades, una alta probabilidad
en el esparcimiento de estas bacterias resistentes y en conjunto una disminucién en el

nimero de agentes antimicrobianos utiles para combatir las infecciones (Alanis, 2005).
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2.2. Mecanismos de resistencia

La resistencia antimicrobiana puede ser clasificada de 2 formas: Endégena, por
mutacion y seleccidn, o exdgena, transmitida a patégenos humanos por organismos en el
ambiente (productores de antibidticos, comensales, patégenos no humanos) por
transferencia horizontal (Silver, 2011). Las bacterias han desarrollado diversos
mecanismos que conducen a la resistencia antibidticos. Los principales incluyen: La
produccién de enzimas que degrada o modifican a los antibiéticos, cambios en la pared
celular que disminuye la penetracién de antibidticos, la producciéon de bombas de flujo
que transportan el antibidtico del citosol hacia afuera de la célula, modificacion del blanco
que atacan los antibiéticos y la creacion de rutas metabdlicas alternativas a aquellas que
fueron atacadas por los antibidticos (Ashkenazi, 2013). Actualmente se ha enfatizado el
rol que tienen la mutacién en genes enddgeno y la transferencia horizontal de genes en la
propagacién de la resistencia antibidticos en cepas que son de importancia clinica. La
mayoria de los mecanismos que han jugado un papel importante en la resistencia a agentes
mono terapéuticos estdndar, han aparecido de esta forma (Silver, 2011). Probablemente,
durante la era prebidtica, los genes de resistencia formaban parte del cromosoma y
codificaban proteinas que cumplian funciones fisiolégicas importantes. En la era post-
antibidticos, los genes del resistoma fueron transferidos horizontalmente a nuevos
huéspedes que no tenian los procesos bioquimicos y genéticos necesario, por lo que su

funcién solo se limit6 a la resistencia a antibidticos (Penesyan et al., 2015).
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El nivel de resistencia que desarrollan las bacterias varia dependiendo del
mecanismo de resistencia y las condiciones bajo las cuales la resistencia es medida.
Algunos mecanismos de resistencia confieren niveles de resistencia que exceden la
solubilidad limite del antibidtico, mientras que otros mecanismos de resistencia solo
aumenta un poco la resistencia que solo pueden ser detectadas con “experimentos de
tiempo de muerte” que mide la tasa a la cual las bacterias mueren durante la exposicion a
un antibiético (Sommer, Munck, Toft-kehler, & Andersson, 2017). Como resultado del
uso extendido de antibidticos en la medicina humana (Asi como en tratamiento de
animales, horticultura, apicultura y laboratorios donde practican ingenieria genética) la
presion evolutiva para la emergencia de microorganismos resistentes a antibidticos ha
aumentado. La adquisicién de resistencia a antibidticos es un fendmeno natural y las
bacterias han evolucionado para resistir la accién de antibacteriales naturales durante
millones de afos (Blair, Webber, Baylay, Ogbolu, & Piddock, 2011). Es importante tener
un buen entendimiento de las bases moleculares del desarrollo de la resistencia porque
nos permite desarrollar nuevos enfoques para tratar estas infecciones causadas por
bacterias resistentes y por lo tanto creas nuevas estrategias para el desarrollo de nuevos

tratamientos en contra de estas bacterias (Alanis, 2005).

19



2.3. Produccion de nuevos antibioticos

La mayoria de los descubrimientos de antibidticos han sido fortuitos ya que se
encontraron al buscar productos de fermentacién o quimicos de inhibicién del crecimiento
bacteriano (buisqueda empirica). Desde estos tltimos descubrimientos en los 1980’s, se
carece de tecnologia de vanguardia y esfuerzo para el disefio de nuevo antibacteriales
(Silver, 2011). En 2004, solo el 1.6% de los medicamentos desarrollados por 15 de las
compaiias farmacéuticas mds grandes, eran antibidticos. La falta de inversion para el
desarrollo de nuevos antibidticos se debe a diferentes factores. En primer lugar, existen
muchos antibiéticos en el mercado que siguen siendo efectivos (a diferentes grados) para
la mayoria de las infecciones y las autoridades de salud los prefieren como primer
tratamiento (Morel & Mossialos, 2010). Las fuerzas econdmicas actian en contra de la
inversion para el desarrollo de nuevos antibacteriales. Desde su comienzo en los 1940's,
la inversion en el descubrimiento y especialmente en la produccién de nuevos antibidticos,
mads que otros medicamentos, se ha hecho por compafiias farmacéuticas privadas (Alanis,
2005). Dimasi y colaboradores estimaron que producir y desarrollar un nuevo
medicamento por la industria farmacéutica de estados unidos en el afio 2000, costaba 802
millones de ddlares desde el descubrimiento hasta la pre-aprobaciéon (Dimasi, Hansen, &

Grabowski, 2003).
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2.4. Alternativas para los antibiéticos

Debido al aumento en la resistencia y a los retos que conlleva el descubrimiento y
desarrollo de agentes antimicrobianos, seria prudente considerar el potencial que tienen
los enfoques no convencionales (Payne, Gwynn, Holmes, & Pompliano, 2007). Existen
diferentes alternativas que se podrian utilizar para tratar infecciones de bacterias
resistentes a antibidticos. Entre las mds importantes estdn: Bacteriéfagos silvestres,
bacteri6fagos modificados genéticamente, lisinas, probidticos, péptidos antimicrobianos,
entre otros (Czaplewski et al., 2016). Son alternativas a largo plazo (10 o 15 afios) a
menos que se le imponga un gran esfuerzo y apoyo a estos proyectos desde este momento

(0 Neill, 2016).
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2.5. Bacteriofagos y terapia de fagos

Los bacteridfagos (fagos) son las entidades bioldgicas mas abundantes en la tierra
(Seed, Lazinski, Calderwood, & Camilli, 2013). Son parésitos intracelulares obligados de
las bacterias y tienen diferentes ciclos de vida (Salmond & Fineran, 2015). Una sola
particula de fagos puede infectar a una especie especifica de bacteria o a un grupo de la
misma especie. Una vez que la célula es infectada, los fagos se multiplican
exponencialmente utilizando la maquinaria celular de la bacteria incluyendo los sistemas
de produccién de proteinas y generacion de energia. El método de propagacion puede ser
litico o lisogénico. Los fagos liticos causan lisis de la bacteria huésped para liberar su
progenie, mientras que los fagos lisogénicos (o temperados) integran su genoma dentro
del genoma del huésped bacteriano y se replican junto al de la bacteria, lo que le confiere
nuevas propiedades a la bacteria huésped (Sharma et al., 2017). Se estima que existen
>10°" fagos con cola en la bidsfera y, como las particulas de fagos superan a las células
procariotas por 10 veces en muestras ambientales, los bacteriéfagos constituyen la
mayoria de "organismos" en nuestro planeta (Briissow & Hendrix, 2002). Todo el género
bacteria, incluyendo cianobacterias, arqueobacterias y micoplasmas, son vulnerables a

plétora de bacteriéfagos (Sharma et al., 2017).
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En el ano de 1986, fue la primera vez que se reportd actividad antimicrobiana en
agua del rio Ganges y el rio Yamuna en India por Ernest Hanbury Hankin. El agente
antibacterial era filtrable, 14bil al calor y tenia la capacidad de limitar la epidemia del
colera. Los fagos fueron descubiertos en 1915 de manera independiente, por Frederick
Twort, un patélogo britdnico y en 1917 por Félix d'Herelle, un microbidlogo franco-
canadiense. Twort, observé el fendmeno cuando crecia virus en el laboratorio, encontrd
zonas claras en cultivos de micrococcus, mientras que d’Herelle observé este fendmeno
en una infeccién que causaba disenteria hemorrédgica en las tropas francesas y encontro el
mismo fenémeno en 1910 cuando estudiaba cultivos de Shigella aislados de pacientes
infectados en México. d'Herelle también propuso que el fendmeno era causado por virus

que parasitaban bacterias y los nombré "bacteriéfagos" (Sharma et al., 2017).

La habilidad de los fagos para infectar bacterias, llevo a d'Hérelle a examinar su
potencial terapéutico contra las infecciones bacterianas (Salmond & Fineran, 2015).
Después de estas observaciones, d'Herelle llevé su investigaciéon a humanos. Primero,
probd la seguridad de las suspensiones de bacteri6fagos en el mismo, colegas y familia y
después en pacientes que sufrian de "disenteria bacilar" y cdélera (Cisek, Dabrowska,
Gregorczyk, & Wyzewski, 2017). La terapia de fagos fue usada para prevenir y tratar
enfermedades infecciosas en la Unién Soviética y Europa del Este, pero fue abandona en
occidente en 1940's en cuanto inici6 la era de los antibiéticos (Matsuzaki et al., 2005). Los
antibidticos se produjeron en gran cantidad, dejando la terapia de fagos obsoleta (Casto et
al., 2016) pero la reciente emergencia de la resistencia bacteriana a los antibidticos obligé
que los investigadores busquen métodos alternativos de tratamiento (Yosef, Kiro,

Molshanski-mor, Edgar, & Qimron, 2014).
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Durante la segunda guerra mundial, los aliados y el eje diferian en los métodos de
tratamiento de infecciones bacterianas en sus soldados. Mientras que los cientificos
alemanes estudiaban fagos, los aliados eran altamente dependientes de los antibidticos,
como la penicilina y amoxicilina (Summers, 2012). En los siguientes 40 afios no se publicd
ninguna investigacién sobre la terapia de bacteri6fagos; de cualquier manera, en las
ultimas décadas la terapia de bacteri6fagos ha resurgido en el mundo occidental para
combatir el problema urgente de la resistencia a antibidticos (Casto et al., 2016). El
concepto tradicional de terapia de fagos en humanos es la administraciéon de fagos
virulentos (aislado de la naturaleza) directamente al paciente con la finalidad de lisar un
patégeno bacteriano determinado que es responsable de una infeccién. Principalmente, se
usa fagos liticos estrictos para la terapia, debido a la posibilidad de la transferencia de
genes de virulencia en el genoma de la bacteria huésped cuando se realiza la terapia con
fagos temperados (lisogénicos), aunque este fendmenos es muy raro (Viertel, Ritter, &
Horz, 2014). La aparicion de mutaciones que otorgan resistencia a antibidticos, favorecen
laidea de que las bacterias también puedan desarrollar resistencia contra los bacteriéfagos,
pero a diferencia de los antibidticos, los bacteriéfagos también pueden evolucionar (con
tasa de mutacion mucho mads alta que las bacterias) y volver a tener la capacidad de
infectar a las bacterias. Esto quiere decir que la resistencia bacteriana no es un problema
tan grave cuando se habla de terapia de fagos (Domingo-Calap, Georgel, & Bahram,

2016).
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La terapia de fagos se ha estudiado extensamente en el mundo occidental en las
ultimas décadas y mucho antes en Europa oriental. No existe ningun tipo de aplicacion
para humanos que hayan sido aprobadas o que estén en ensayos clinicos fase III en la
Unién Europea o en EUA (Viertel et al., 2014), sin embargo, se han realizado pruebas
clinicas controladas en humanos donde se demuestra que la terapia de fagos es segura. Por
ejemplo, en un estudio en donde 15 adultos recibieron tratamiento con el bacteriéfago T4,
solo 5 reacciones adversas leves fueron observado y no se generaron anticuerpos contra
T4. (Bruttin, Briissow, & Bru, 2005). El tratamiento de infecciones nosocomiales
(infecciones que cominmente se adquieren en los hospitales) causadas por Pseudomonas
aeruginosa es actualmente un gran reto. Altas tasas de morbilidad y mortalidad estdn
relacionadas con esta infeccion, a la par de una gran probabilidad de que la bacteria
adquiera resistencia a los medicamentos durante el curso del tratamiento (Chatterjee et al.,
2016). Con un alcance tan limitado para el desarrollo de nuevos antibidticos, los
investigadores han encontrado éxito considerable en tratamientos alternativos, incluyendo

los basados en bacteri6fagos (Viertel et al., 2014).
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Uno de los puntos interesantes en la terapia de fagos es su bajo costo. Los fagos
son féciles de aislar y su produccidn es rdpida y barata (A diferencia de los antibi6ticos).
Ademaids, los fagos pueden ser estables en diferentes condiciones ambientales (los
bacteri6fagos pueden soportar condiciones fisico-quimicas extremas) (Domingo-Calap et
al., 2016). La terapia de fagos es efectiva contra bacterias patégenas que son resistentes a
diferentes antibidticos porque los mecanismos por los cuales el fago induce la bacteridlisis
son completamente diferentes a los mecanismos de los antibiéticos, no elimina bacterias
benéficas o neutras porque tiene una gran especificidad contra las bacterias blanco. Los
fagos o sus productos (Lisinas, por ejemplo) no afecta a las células eucariotas y los efectos
adversos de los fagos no son comunes (Matsuzaki et al., 2005) por lo que los bacteriéfagos
son una alternativa interesante en el tratamiento de infecciones bacterianas. Con los
recientes avances en la tecnologia se pueden hacer mejoras en la terapia de fagos, tales
como utilizar técnicas para promover la evoluciéon de bacteri6fagos y asi, adaptarlos
rdpidamente y que tenga una gran afinidad a una cepa bacteriana especifica (Domingo-
Calap et al., 2016). Aunque ain no se ha estandarizado ninguna terapia que utiliza
bacteriofagos, Miedzybrodzki y colaboradores investigaron que se pueden tener ahorros
monetarios considerables en el campo de la salud (Miedzybrodzki, Fortuna, Weber-
Dabrowska, & Gorski, 2007). Controlar la replicacion de bacteriéfagos, podria disminuir
su variabilidad, lo que lo haria candidato a ser patentado (Sagona, Grigonyte, MacDonald,

& Jaramillo, 2016).
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A pesar de muchas barreras, tanto los bacteriéfagos naturales, como los
bacteri6fagos que han sido modificados genéticamente, tienen muchas propiedades
benéficas que justifican la investigacion y el desarrollo de estos. El aislamiento y la
caracterizacion de nuevo bacteriéfagos usualmente es mds barato y rapido que encontrar
moléculas de antibidticos. Al tener alta especificidad, pueden eliminar los patégenos con

minimo efectos negativos sobre la microbiota benéfica (Lu & Koeris, 2011).
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2.6. Bacteriofago $X174

El bacteriéfago ¢X174 pertenece a la familia Microviridae. Es un virus pequefio
(25 nm) con forma de icosaedro. El virién maduro consiste en 60 moléculas de proteina F
(proteina mayor de la cdpside), proteina G (proteina de aguja), 10-12 moléculas de
proteina H y tiene un genoma circular de DNA de cadena sencilla (+) con un tamafio de
5,386 pb que estd asociado a la proteina J (proteina de empaquetamiento) (Ruboyianes,
Chen, Dubrava, Cherwa, & Fane, 2009). $X174 se ha utilizado en diferentes estudios
debido a que el tamafio de su genoma es excepcionalmente pequefio, la estructura de su
genoma es simple y su biologia molecular y estructural estan bien caracterizadas (Brown,
Millstein, Williams, & Wichman, 2013). El genoma de ¢X174 fue el primer
microorganismo que su genoma fue secuenciado (Sanger et al., 1978) y tiene 11 genes, de
los cuales 4 genes (A*, B, K y E) estdn sobrelapados. Esto se refiere a que el DNA
genOmico es insuficiente para codificar todas las proteinas virales, a menos que parte del
genoma son leidas mds de una vez en diferentes marcos de lectura. (Madigan, Clark, Stahl,
& Martinko, 2015). $X174 es un colifago, esto quiere decir, que forma parte de los
bacteri6fagos que infectan a E. coli. los colifagos también habitan dentro del intestino
humano y de otros animales de sangre caliente, donde se multiplica y son secretados con
la materia fecal. Existe diferente informacion sobre los colifagos en agua residuales. Un
nimero de estudios reporté que la densidad de bacteriéfagos somaticos es de 10° - 10® por

mililitro (Sharma et al., 2017).
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El huésped natural del bacteriéfago, es Escherichia coli C (Feige & Stirm, 1976).
$X174 ha sido utilizado para realizar diferentes estudios, tanto para evolucién , técnica de
presentacion de péptidos (Christakos, Chapman, Fane, & Campos, 2016), asi como
reacomodar todo el genoma de ¢$X174 para no tener genes sobrelapados (Jaschke,
Lieberman, Rodriguez, Sierra, & Endy, 2012). Es un organismo modelo debido a sus

caracteristicas.
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2.7. Bacteriofagos genéticamente modificados y sus aplicaciones

Debido al incremento de bacterias multirresistentes en los dltimos afios, se ha
renovado el interés en el uso de los bacteriéfagos como agentes antimicrobianos. Las
técnicas de ingenieria genética ofrecen una amplia gama de posibilidades y se estdn
aplicando a estos virus bacterianos con el fin de detectar y tener un control precios de las
bacterias resistentes y darle una nueva funcién como agentes antimicrobianos (Pires et al.,
2016). Aunque el uso de los bacteriéfagos presenta diferentes limitantes como la poca
eficiencia que tienen contra bacterias formadoras de biofilm o la adquisicién de
resistencia, estas barreras se pueden superar empleando bacteri6fagos modificados
genéticamente (Lu & Koeris, 2011). A lo largo de la historia, se han realizado
modificaciones genéticas en bacteriéfagos con diferentes fines de aplicacién, como:
Terapéuticas, industriales, biodeteccidn, veterinarias, biocontrol de patégenos, entro otros
(Sagona et al., 2016). Existen 2 métodos generales para realizar modificaciones genéticas
de bacteri6fagos: Los métodos in vitro, en los cuales se utilizan a las endonucleasas de
restricciéon como herramientas. Bajo este concepto, se ha modificado el bacteriéfago T7
para "descomprimir” su genoma y asi evitar genes sobrelapados (Chan, Kosuri, & Endy,
2005). Otro método de modificacién genética in vitro es BRED, llamado asi por sus
iniciales en inglés (genome recombineering with electroporated DNA), basada en el uso
de recombinasas y fragmentos de PCR (Marinelli et al., 2008). Los métodos in vivo se han

usados para modificar a los bacteriéfagos en donde se involucran marcadores de seleccion.
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La técnica que es utilizada cominmente en estos ensayos es la recombinacion
homdloga, en donde la secuencia que serd insertada se clona en un vector con regiones
complementarias, tanto para la regién rio arriba, como rio abajo de la secuencia del
genoma del fago (Sagona et al., 2016). La recombinacién homdloga se puede combinar
con CRISPR, la primera para lleva a cabo la modificacién genética y la segunda para la
seleccion de los bacteri6fagos modificados, al dirigir el sistema CRISPR/cas contra los
bacteriéfagos silvestres (Kiro, Shitrit, & Qimron, 2014). Tomds Fehér y colaboradores
emplearon la técnica BRED en el colifago P1 (bacteriéfago litico) para remover el
elemento genético IS1. El fago recombinante mostré caracteristicas normales, como las
presento el fago P1 silvestre. Los autores demostraron que BRED puede ser aplicable para
un gran rango de genomas de diferentes bacteriéfagos (Fehér, Karcagi, Blattner, & Pésfai,
2012). Otra alternativa es emplear levaduras como huésped para desarrollar la
manipulacién genética. El genoma del fago es integrado en el genoma de la levadura. El
sistema de recombinacion de las levaduras el altamente eficiente y el genoma del fago no
causa toxicidad a la levadura y puede mantenerse (Pires et al., 2016). Jaschke y
colaboradores utilizaron esta técnica para descomprimir el genoma del bacteriéfago
0X174 y evitar el sobrelapado de genes. Al final, obtuvieron bacteriéfagos viables
(Jaschke et al., 2012). Dentro del campo de la terapia de fago se han hecho diferentes
modificaciones genéticas para pasar las barreras que implica esta terapia. Se ha realizado
diferentes investigaciones en el fago T4 o T2 para aumentar su rango de reconocimiento
de huésped y asi poder atacar a més cepas diferentes con un mismo bacteriéfago en lugar

de utilizar un coctel de fagos (Pires et al., 2016).
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Yoichi y colaboradores, intercambiaron los genes que codifican para las proteinas
gp37 y gp38, responsables de la unién con su huésped natural, por los genes naturales del
fago PPO1. El nuevo bacteriéfago fue capaz de infectar cepas de E. coli O157:H7 pero
incapaz de infectar su huésped original (Yoichi, Abe, Miyanaga, Unno, & Tanji, 2005).
Estudios similares se hicieron con otro bacteriéfagos como T3 (Lin et al., 2012) y JG004
cuyo huésped es Pseudomona aeruginosa (Le et al., 2013). También se han realizado
modificaciones para potenciar su actividad antimicrobiana. Yacoby y colaboradores
usaron bacteriéfagos especificos de S. aureus con moléculas antimicrobianas unidas a su
capside. Posteriormente conjugaron al bacteriéfago con un anticuerpo IgG. Después de
que las bacterias fueran expuestas al conjugado de farmaco-fago, los bacteriéfagos se
unieron a S. aureus y el cloranfenicol fue liberado (Yacoby, Bar, & Benhar, 2007). En
otra de las aplicaciones en donde se han modificado bacteriéfagos es para usarlos como
vacunas. Sathaliyawala y colaboradores utilizaron el fago T4, con 3 antigenos del VIH
unidos a su capside para generar una vacuna contra VIH. Estos bacteriéfagos modificados
fueron probados en ratones, en donde se observé una fuerte respuesta inmune celular y
humoral (Sathaliyawala et al., 2006). EI uso de bacteriéfagos deficientes de lisinas,
pueden matar a las células sin lisar a las bacterias, debido a que las enzimas producidas
por el fago se unen al DNA y secuestran la maquinaria metabdlica de la bacteria para
conseguir su replicacion. Este mecanismo no litico puede minimizar las endotoxinas
liberadas y por lo tanto disminuir la produccién de citocinas pro-inflamatorias en
infecciones bacterianas. Matsuda y colaboradores usaron un bacteriéfago T4 deficiente
en lisis para tratar una infeccion en ratones causada por E. coli, utilizando como control,

el fago silvestre o antibidtico.
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Los resultados mostraron que utilizar al utilizar el fago T4 deficiente en lisis,
aumento la supervivencia de ratones, disminuyo la cantidad de endotoxinas a las 6 y 12
horas después de la infeccién y los niveles de TNF-a y IL-6 fueron menores, comparados
con los controles (Matsuda et al., 2005). Se han modificados otros bacteriéfagos con otros
fines ademds del terapéutico. Lu y colaboradores, por ejemplo, modificaron el
bacteri6fago T7 para expresar una enzima que degrada el biofilm durante la infeccién y
asf atacar simultdneamente las células bacterianas y el matriz de biofilm (Lu & Collins,
2007). La ingenieria genética de bacteri6fagos, es una drea de investigacion muy atractiva
ya que tiene una gran utilidad potencial y atin no es completamente explotada (Pires et al.,

2016).
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2.8. Péptidos antimicrobianos

Muchos microorganismos producen péptidos antimicrobianos, como parte de su
primera linea de defensa. De manera tipica, los péptidos antimicrobianos son
relativamente cortos (12 a 100 aminodcidos), estdn cargados positivamente (carga neta de
+2 a 49), son anfifilicos y se han aislado de organismos unicelulares, asi como también
de otros invertebrados, plantas, anfibios, pdjaros, pescados y mamiferos, incluyendo
humanos (Jenssen et al., 2006). Los péptidos antimicrobianos representan a las moléculas
efectoras encargadas de la defensa del huésped mds antiguas presentes en los organismos
en la evolucién (Yeaman, 2003). La capacidad anfipética de estos péptidos es muy
importante para la unién de membrana y puede ser alcanzada por una multitud de
conformaciones, asi como la hidrofobicidad, que es definida como el porcentaje de
residuos hidrofébicos en el péptido, que también es una caracteristica esencial para la
interaccion membrana-Péptido antimicrobiano (Travkova, Moehwald, & Brezesinski,
2017). Los péptidos antimicrobianos pueden ser dividios en 2 grupos basado en su efecto
final: efecto disruptivo de membrana, que causa permeabilizaciéon de membrana y efecto
no disruptivo de membrana, que actiia en contra de blancos intracelulares (Toke, 2005)
como la replicacion del DNA vy la sintesis de proteinas (Brogden, 2005). En ambos grupos,
se dan interacciones electrostaticas entre los péptidos antimicrobianos catidnicos y los
lipopolisacaridos anidnicos (LPS, en caso de las bacterias Gram negativas) o dcidos
lipoteicoicos (En caso de las bacterias Gram-positivas) y posteriormente invade la célula

(Kang, Kim, Seo, & Park, 2017).
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El descubrimiento de los péptidos antimicrobianos naturales data en 1939, cuando
Dubos extrajo gramicidina, un agente antimicrobiano producido por Bacillus brevis, del
suelo. La gramicidina tenfa actividad in vitro en contra de un amplio espectro de bacterias
Gram-positiva (Dubos, 1939). Tiempo después, la gramicidina se mostré efectiva cuando
se aplicaba en heridas causadas a cuyos, lo que indicaba su uso potencial como agente
terapéuticos (Phoenix, Dennison, & Harris, 2013). Después de la era dorada de los
antibidticos y con la aparicién de microorganismos resistentes a diferentes antibidticos
alrededor de 1960, impulsé la investigacion de los péptidos antimicrobianos. Entre 1950
y 1960, se descubrieron diferentes proteinas catiénicas con actividad antimicrobiana,
como la lactoferrina aislada de la leche (Groves, Peterson, & Kiddy, 1965) y entre 1970 y
1980, se descubrieron otros péptidos antimicrobianos como a-defensinas de conejos
(Selsted, Brown, DelLange, Harwig, & Lehrer, 1985) y humanos (Ganz et al., 1985). A
principios del afio 2000, Brodgen descubri6 el primer péptido antimicrobiano aniénico y
descubri6 otros péptidos en animales domésticos, entre ellos P1, Bac5, Bac7, PR-39 y
profenina (Brogden, Ackermann, McCray, & Tack, 2003). En la naturaleza existen
muchos péptidos antimicrobianos, sin embargo, también se pueden disefar péptidos
antimicrobianos que cumplan los requisitos para ser usados como agentes terapéuticos
(Alta actividad antimicrobiana, baja toxicidad a la membrana de mamiferos, alta
estabilidad proteolitica, baja afinidad al suero y bajo costo). Existen diferentes métodos
que se han empleado para disehar nuevos péptidos antimicrobianos. Entre ellos se
encuentra el método empirico basado en mutaciones que consumen mucho tiempo,
métodos estadisticos basados en bioinformatica y métodos mds sofisticados como

simulaciones y experimento biofisicos.
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Recientemente, las predicciones por computadora, caracterizaciones biofisicas y
validaciones bioldgicas tienden a ser el método mds eficiente para probar péptidos
antimicrobianos (Li et al., 2017). Desde el afio 2000, se han descubierto 20 nuevos
péptidos antimicrobianos que han sido caracterizado y aproximadamente, 40 componentes
estan en desarrollo clinico. Muchos péptidos sintéticos han entrado a pruebas clinicas y al
menos 15 estdn en pruebas clinicas como agentes antimicrobianos o agentes
inmunomodulatorios (Fjell, Hiss, Hancock, & Schneider, 2011). De entre los péptidos que
actian sobre la membrana se encuentran LL.-37, Magainin 2, BAR, MP196 entre otros,
mientras que entre los péptidos que actiian a nivel intracelular se encuentra MAP, Tat,
Bactenicina 7, entro otros (Bechinger & Gorr, 2017). Debido al aumento de las bacterias
resistentes a antibidticos, es muy deseable desarrollar agentes antimicrobianos nuevos y
efectivos, cuyos mecanismos de accion sean diferentes a los de los antibidticos
convencionales y los péptidos antimicrobiano catidnicos son una buena alternativa gracias

a su capacidad de inactivar bacterias, hongos y patégenos virales (Benincasa et al., 2004).
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2.9. Bactenicina 7

Bac7, es un péptido derivado de la catelicidina y fue aislado de neutréfilos bovinos
(Benincasa et al., 2004). Tiene una estructura primaria peculiar compuesta de una region
N-terminal altamente catiénica, que incluye 8 argininas en los primeros 16 residuos,
seguido de tres secuencias hidrofébicas repetidas en tdndem de 14 residuos (Frank,
Gennaro, Schneider, Przybylski, & Romeo, 1990). En 1989, se purificaron 2 péptidos de
extractos de granulos de neutréfilos bovinos que exhibian actividad antimicrobiana y
fueron llamados “Bac-7"y “Bac-5”. Se les llam6 bactenicinas a estos polipéptidos por las
palabras en latin bacterium (bacteria) y necare (matar), que eran capaces de reprimir el
crecimiento de las bacterias gram-negativas y eran caracterizadas por una alta
concentracion de prolina y arginina (Renato Gennaro, Skerlavaj, & Romeo, 1989). Bac7
es un péptido antimicrobiano rico en prolina (entre 33% a 49%). Los miembros de este
grupo (ricos en prolina) son activos contra las bacterias gram negativas y tiene un
mecanismo de accidén no litico a diferencia de otros péptidos antimicrobianos conocidos.
Los péptido ricos en prolina entran a la célula sin lisar la membrana y una vez en el
citoplasma se une e inhibe blancos moleculares especificos esenciales para el crecimiento
bacteriano, por lo que le causa su muerte (Gennaro R., Zanetti M., Benincasa M, Podda
E, 2002). El cDNA del precursor de Bac7 fue clonado por primera vez utilizando RT-
PCR, donde demostraron su conservacion con otros péptidos antimicrobianos (Scocchi,
Romeo, & Zanetti, 1994). La sintesis quimica de fragmentos de diferente tamafio de Bac7

indicaron que la region catidnica N-terminal es esencial para su actividad antimicrobiana.

37



El tamafio minimo dl fragmento N-terminal que se requiere para presentar
actividad antimicrobiana son 16 residuos (R. Gennaro & Zanetti, 2000). En el 2004,
Benincasa y colaboradores sintetizaron péptidos del extremo N-terminal de Bac7 de
diferentes tamafos y los probaron in vitro para identificar el domino responsable de la
actividad antimicrobiana. Probaron diferentes longitudes del péptido para evaluar su
concentracion minima inhibitoria y compararlo con el péptido completo y encontraron que
Bac7(1-35) es la fraccion del péptido que presenta una concentracién minima inhibitoria
contra diferentes especies de bacterias, seguido por Bac7(1-16) (Benincasa et al., 2004).
Posteriormente se investigd el mecanismo de accién de Bac7(1-35), en donde se descubri6
que a concentraciones sub-micromolares, el enantiomero L. de Bac7(1-35) mataba a las
bacterias con un mecanismo dependiente de energia y de manera no litica mientras que el
enantidomero D estd inactivo. A concentraciones mayores (>64 uM) ambos enantiémeros,
L y D de Bac7(1-35) fueron capaces de matar a las bacterias por la via litica. (Podda et
al., 2006). El mecanismo de acciéon de Bac7(1-35) se basa en su afinidad con los
ribosomas, uniéndose a ellos y por lo tanto bloqueando de la sintesis de proteinas
(Mardirossian et al., 2014) afectando otros eventos contraduccionales, como la interaccién
de las chaperonas con los ribosomas y también se une a la chaperona DnaK (Zahn et al.,
2014). Se ha probado la estabilidad de Bac7(1-35) en suero y plasma murino, en donde
los resultados indicaron que el péptido es estable y solo se degrada después de muchas
horas. También se probd su actividad en un ensayo in vivo en ratones infectados por
Salmonella typhi en donde el grupo control sobrevivié durante 10 dias, mientras que el
grupo tratado con Bac7(1-35) sobrevivié durante 24.5 dias sin efectos téxicos con dosis

de hasta 75 mg/Kg (Benincasa et al., 2010).
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Estudios citotoxicos han demostrado que el péptido no induce dafio necrético ni
apoptotico con concentraciones de 50-100 veces mads altas que la concentracion minimas

inhibitoria (Pelillo et al., 2014).
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CAPITULO 3

ENFOQUE, HIPOTESIS Y OBJETIVOS

2.1. Enfoque

Los organismos resistentes a antibidticos aumentan cada dia y si se sigue por este
camino de uso indiscriminado y no racional de antibiéticos, en los préximos 50 afios las
muertes causadas por infecciones de bacterias resistentes a antibidticos aumentard, sin
embargo, la inversion tanto econdmica, de esfuerzo y tiempo que se hace para encontrar
nuevos antibidticos es muy alta en comparacion al tiempo que le toma a los
microorganismos adquirir resistencia al nuevo antibidtico, por lo que las farmacéuticas no
estdn interesadas en seguir esta linea de investigacion. Por lo anterior, es necesario
encontrar alternativas para tratar las infecciones causadas por microorganismos
resistentes. El uso de bacteri6fagos es una alternativa adecuada para combatir este
problema ya que se tienen registros de terapias basadas en estos. Aunado a lo anterior, la
tecnologia del DNA recombinante puede potenciar su actividad antimicrobiana y evitar
mayores consecuencias a contra el hospedero. Utilizar bacteriéfagos como terapia,
disminuye considerablemente el precio de produccion ya que propagarlos es barato y son
muy especificos por lo que los dafios a la flora intestinal son casi nulos. Se estima que
existen 103! bacteriéfagos en la bidsfera, lo que indica que la diversidad genética es muy
grande por lo que la posibilidad de encontrar nuevos genes con nuevas funciones también

es grande.
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Hasta ahora, la tecnologia para secuenciar genomas completos permite identificar
el genoma de diversos organismos, bacteriéfagos en este caso y eventualmente serd mejor.
Lo anterior es una ventaja para el fin de la modificacién genética de bacteriéfagos porque
permite una manipulacién mds precisa. En este trabajo se utiliz6 la tecnologia del DNA
recombinante para construir una variante del bacteriéfago ¢$X174 y asi potenciar su

actividad bactericida.
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2.2. Hipétesis

Utilizando el sistema A-red serd posible la construcciéon de Escherichia coli C que
contenga los genes sintéticos gen F'y cl integrados en el locus de lacZ que fungird como

plataforma para la construccién y propagacién del bacteriéfago ¢X174-Bac7

2.3. Objetivo general

Construir una cepa de Escherichia coli C mediante la técnica A-red que contenga la
secuencia codificante para la proteina F del bacteriéfago $X174 y de la proteina cl del

bacteri6fago

2.4. Objetivos especificos

1. Disefiar una pieza genética sintética que contenga la secuencia que codifica para

la proteina F del bacteriéfago ¢X174, bajo la regulacién del promotor LacUVS.

2. Disefiar una pieza genética sintética que contenga la secuencia que codifica para

la proteina cl del bacteri6fago A bajo la regulacion de un promotor constitutivo.

3. Diseiiar una pieza genética sintética que contenga la secuencia que codifica para

el péptido Bac7 (1-35) bajo la regulacién del promotor pR.

4. Construir una cepa de Escherichia coli C que contenga las piezas sintética gen F y

cl mediante el sistema A-red y caracterizarla.

42



CAPITULO 4

METODOLOGIA

4.1. Materiales y equipo.

Para realizar este proyecto se utilizaron los siguientes equipos: micropipeta de
volumen variable (0.2 — 2.5 uL, Eppendorf), micropipeta de volumen variable (2 —20 mL,
Eppendorf), micropipeta de volumen variable (20 — 200 uL, Eppendorf), micropipeta de
volumen variable (100 — 1000 uL, Eppendorf), incubadora con agitacion (Lab.
companion, 1S-971) incubadora estatica (Lab companion, 1B-11E), incubadora de baja
tempeartura (Lab companion, 1L-11), Centrifuga de piso (Thermo Sicentific, Sorvall
Legend XFR) equipada con un rotor para tubos de 50 mL (Fiberlite F15-8X50cy) y para
tubos de 1.6 mL (Fiberlite F21-48X1.5/2.0), microcentrifuga (Ohaus, FC5515), plancha
de calentamiento con agitacién (Lab companion, HP3000L), microondas (Everstar,
E90D23AL-XF), horno de secado (Shield Lab, SGO6E), ph-metro (Oahus, starter 5000),
espectrofotometro  (Opizen PLUS, 2120UVPLUS), electroporador (Eppendorf,,
Eporator), termociclador (Techne, 3Prime), thermomixer (Eppendorf, Thermomixer R),
equipo de filtracién (Millipore), equipo purificador de agua (Elga, CLXXXUVM?2),
autoclave (All american, 150), campana de flujo laminar (Labconco, Delta series).
Refrigerador 4°C/Congelador -20°C (Norlake scientific, LRF201WWW/), balanza
analitica (AND, GR-200), balanza (Ohaus, YS series), nano fotémetro (Thermo scientific,
nanodrop 2000), transiluminador (Labnet), camara de electroforesis (Labnet),
fotodocumentador (Maestrogen, minigel), fuente de poder (Thermo scientific, EC105).
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El material consumible que se utiliz6 en este proyecto fueron: Tubos de 0.2, 0.6 y
1.6 mL (Neptune), tubos para centrifuga de 50 mL (Corning), unidades de centrifugacion,
amicon ultra -15 (Millipore, Ultracel 100.K), puntillas para micropipetas de volumen
variables 0.1-20 pL, 1-200 uL, 100-1000 pL (Neptune) (Corning), celdas de
electroporaciéon de 2 mm (VWR, 89047-208), Jeringas, filtros de jeringa 0.2 pm

(Whatman, Puradisc 25 AS), parafilm (Bemis).

El material de vidrio utilizado: cajas petri de vidrio (Kimax) (Pyrex), tubos de
vidrio de 10 mL con rosca (HACH), matraz Erlenmeyer de 125, 250, 500 y 1000 mL

(Kimax), vaso de precipitado de 250, 500, 1000 y 2000 mL (Pyrex).

Enzimas y kits para biologia molecular: DNAsa I (Roche), RNAsa A (Roche),
Proteinasa K (Roche), kit de PCR MyTaq (BioLine), kit de PCR alta fidelidad
Accuzyme™ (BioLine), GelRed (Biotium), 100 bp PCR Ladder (Genscript), Ready-to-
use TM Plus 100 bp DNA Ladder (Genscript), HyperLadder™1kb (BioLine). Kit de

limpieza “SureClean” (BioLine).

Los reactivos para las diferentes soluciones provienen de Sigma y Productos
Quimicos Monterrey (Monterrey, N.L. Méx.) y Jalmek. Los medios de cultivo provienen

de Difco (Detroit, MI, EUA) y BD Bioxon, guantes (Confort),
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Las bases de datos y programas computacionales de biologia molecular fueron:
GenBank NCBI (National Center of Biotechnology Information, Betheshda MD, USA,

https://www.ncbi.nlm.nih.eov/), Primer 3 (http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/), NUPACK

(http://www.nupack.org/), In Silico PCR amplification (http://insilico.ehu.es/PCR/),

NetPrimer Biosoft (http://www.premierbiosoft.com/netprimer/index.html), Clustal

Omega (https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/), Codon Optimization Tool

(https://www.idtdna.com/CodonOpt), OligoAnalyzer 3.1

(https://www.idtdna.com/calc/analyzer), BioCyc Database Collection

(https://biocyc.org/), Snapgene viewer (http://www.snapgene.com/), Gene Designer 2.0

(https://www.atum.bio/resources/genedesigner),
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4.2. Material biolégico

Para realizacién de esta tesis se utilizé E. coli C (ATCC 13706)

El vector pKM208 de 8,000 pb tiene los genes que codifican para las proteinas
beta, exo y gam reguladas por el promotor Lac. Este vector es utilizado para lleva a cabo
los ensayos de recombinacion homoéloga (lambda-red). El pldsmido fue adquirido de

Addgene.

Las piezas genéticas disefiadas en este trabajo fuero clonadas en los plasmidos
pUCS57 (ntimero alto de copias) y pB322 (Bajo nimero de copias) por la empresa

Biobasic.
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4.3. Estrategia general

Para cumplir el objetivo del proyecto se realizaron 3 etapas. La primera consistio
en el disefio de 3 genes sintéticos, 2 para construir una cepa de E. coli C capaz de propagar
al bacteri6fago y uno mds para construir el bacteriéfago no replicativo y con actividad
antibacterial. La segunda etapa consistio en la union de los fragmentos genF-cI mediante
overlap PCR. La tercera etapa consisti6 en la construccién de la cepa E coli C genF cl,
que contiene los genes necesarios para propagar a $X174-Bac7. En la primera etapa se
realizé trabajo bioinformatico utilizando diferentes programas para disefiar la secuencia
nucleotidica de cada gen sintético. En la segunda etapa se utilizaron primers de 40 pb de
homologia para unir los fragmentos genF y cl, con un solo programa en el termociclador.
En la tercera etapa se integraron los genes gen F y cl en el genoma de E. coli C, utilizando

la técnica lambda red propuesta por Murphy (Murphy & Campellone, 2003).
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Figura 1. Estrategia general para la construccion de E. coli C genF-cl. En primer lugar, se disefiaron las 3
secuencias (genF, cl y Bac7), posteriormente se unieron los fragmentos genF y cI mediante la técnica de
PCR overlap y finalmente. utilizando la técnica lamba red, se creé E. coli C genF-cl.
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4.4. Diseiio de genes sintéticos

Los 3 genes sintético (genF, cl y Bac7) se disefiaron utilizando el programa Gene

Designer 2.0 (https://www.atum.bio/resources/genedesigner) y Snapgene viewer para

hacer més fécil la visualizacién de los genes. Las secuencias para que conforman cada
pieza genética se consultaron en GenBank NCBI (National Center of Biotechnology

Information, Betheshda MD, USA, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), ioCyc Database

Collection (https://biocyc.org/) y en bases de datos de Snapgene viewer

4.5. Diseno de primers

Todos los primers utilizados para la extensiéon de piezas sintéticas y para su
identificacion  fueron disefiados con el programa informdtico Primer 3

(http://bioinfo.ut.ee/primer3-0.4.0/)
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4.6. Construccion de la cepa E. coli C pKM208

4.6.1. Extraccion de pKM208

Se aisl6 el vector pKM208 de 3 cultivos diferentes de E. coli DH5a pKM208
previamente construida en el laboratorio. La extracciéon del DNA plasmidico se llevé a
cabo mediante la técnica de lisis alcalina (Ausubel et al., 2003). Se realiz6 un cultivo de
E. coli DH5a. pPKM208 en medio LB con ampicilina (100 ng/uL) y se incubo durante 16
horas, 150 rpm a 30°C. Al término de la incubacién, se tomaron 1.4 mL de cultivo y se
depositaron en un tubo de 1.6 mL estéril (Neptune) el cual se centrifugé a 8,000 rpm
durante 10 minutos, se eliminé el sobrenadante y se conservaron las células. Nuevamente
se tomaron 1.4 mL de cultivo y se depositaron en el mismo tubo que contenia las células
y se llevd a cabo el procedimiento anterior. Al final se obtuvo el paquete celular
correspondiente a 2.8 mL de cultivo, el cual fue utilizado para la extraccion de DNA
plasmidico. El paquete celular se resuspendié en 200 pL de solucién I (glucosa 50 mM,
Tris HC1 25 mM pH=8, EDTA 10 mM pH=8) y se incubo a temperatura ambiente durante
5 minutos. Posteriormente se le agregaron 400 pL de solucién II (NaOH 0.2 N, SDS 1%),
se mezcld por inversion 5 veces y se incubd 5 minutos en hielo. Después se agregaron
300 pL de solucién III (Acetato de amonio 7.5 M pH=7.8), se mezcld suavemente por
inversiéon y se incubd por 10 minutos a 0°C. Al terminar el tiempo de incubacion se

centrifugé a 14,000 rpm durante 10 minutos.
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Posteriormente se recuperd la fase acuosa (evitando tomar restos celulares), se
transfirieron a un tubo nuevo y estéril de 1.5 mL y se agregaron 650 pL. de isopropanol
absoluto, dejandolo en incubacién durante 30 minutos a temperatura ambiente. Después,
se centrifugo a 14,000 rpm durante 10 minutos para la precipitacién de los &cidos
nucleicos (RNA y DNA). Al final, se decant6 el isopropanol y se dejaron secando boca
abajo sobre una toalla de papel durante 10 minutos. Finalmente se agregaron 20 pL de
agua ultra pura con RNAsa (100 ng/pL). Se colocé el tubo en el thermomixer (Eppendorf)
y se corrid un programa de 37°C durante 5 minutos (para la disolucion del DNA y accién
de la RNAsa), 65°C durante 15 minutos (para la inactivaciéon de la RNAsa y posibles
DNAsas presentes). Al final se midi6 la concentracion en el espectrofotdometro nanodrop
2000 (Thermo scientific). Finalmente se realizé una electroforesis en gel de agarosa al

0.8% para observar la integridad del pldsmido.

4.6.2. Caracterizacion del plasmido pKM208 por PCR

Para realizar la identificacion del vector pPKM208 aislado previamente, se realizo
la técnica de PCR, utilizando el kit MyTaq™ DNA Polymerase (BioLine). Los primers
que se utilizaron para la identificacion fueron: 5’pKM208 (5 -
GAAAACAGTACGAGAACGAC -37) y 3’pKM208 (5°-
GTCATAGTTGGCAAAGTACC -3’) los cuales amplifican una parte interior de la

secuencia que codifica para la proteina Exo y da como resultado un amplicon de 287 pb.
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Se realiz6 una dilucién 1:100 del DNA plasmidico aislado en 100 pL de agua ultra
pura estéril en un tubo de 1.5 mL nuevo estéril (Neptune). En la Tabla 1 se muestra el
coctel y los componentes que se utilizaron para la reaccién (1 muestra y control negativo)
el cual fue preparado en un tubo de 0.2 mL nuevo y estéril (Neptune). Después de preparar
el coctel, se depositaron 23 pL. del mismo en cada uno de los 2 tubos de 0.2 mL nuevos y
estériles; posteriormente se agregaron 2 uL de la dilucién 1:100 de cada muestra en los
tubos correspondientes. Se cred un nuevo programa en el termociclador (Techne, 3 Prime)
el cual fue llamado “pKM208”, con los siguientes parametros: 95°C 1 min, 30 ciclos de
95°C durante 15 segundos, 55°C por 15 segundos, 72°C por 15 segundos. Finalmente
72°C durante 1 minuto y 4°C infinito. Finalmente se realiz6 una electroforesis en gel de

agarosa al 0.8% para observar el resultado.

Tabla 1. Coctel de la reaccién de PCR para la caracterizacion del vector pKM208 utilizando los primers
5’pKM208 y 3’pKM208.

Reactivo Volumen 1X (uL) Volumen 2x (pL)
MyTaqg Mix (5X) 5.0 10.0
5’pKM208 (5mM) 2.5 5.0
3’pKM208 (5mM) 2.5 5.0
MyTaq DNA polimerasa (5U/puL) 0.5 1
Agua ultra pura 12.5 25
DNA molde (5 ng/uL) 2.0 -
Total 25.0 46.0
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4.6.3. Remocion de fragmentos pequenos de acidos nucleicos mediante

precipitacion con Cloruro de Litio (LiCl)

Para remover moléculas pequefias de RNA y purificar el DNA plasmidico, se
siguid el protocolo de la precipitaciéon de Cloruro de Litio (Sambrook & Russel, D, 2001).
Al volumen total de la extracciéon de DNA plasmidico (20 pL) se le agregd 0.1 volumen
de acetato de sodio 3M (pH 5.2) y 2 volimenes de etanol absoluto y se dej6 incubar
durante 30 minutos a 4°C. Después, se recupero el precipitado de dcidos nucleicos por
centrifugacion a 10,000 g durante 15 minutos con temperatura de 4°C, se descart6 el
sobrenadante y se dejo el tubo abierto para que se evapore el etanol durante 5 minutos.
Posteriormente se disolvié el pellet en 100 pL de agua con RNasa (100 ng/uL) para
generar fragmentos pequefios de RNA y también se agregaron 300 puL de LiCl 4M vy se
incubd en hielo durante 30 minutos. Después se centrifugd a 12,000 g durante 15 minutos
4°C de temperatura, se transfiri6 el sobrenadante a un tubo nuevo de 1.6 mL, se agregaron
600 pL de 1sopropanol absoluto al tubo que contenia el sobrenadante y se dejo incubar a
temperatura ambiente durante 30 minutos. Posteriormente se centrifugé a 12,000 g
durante 15 minutos a 4°C de temperatura, se descarto el sobrenadante y se agregaron 500
uL de etanol al 70%, después se centrifugé una vez mas a 12,000 g durante 10 minutos a
4°C. Al pasar el tiempo, se descarté el sobrenadante y se dejo el tubo abierto durante 5
minutos a temperatura ambiente para que se evaporara el exceso de etanol. Finalmente se
disolvié el pellet en 20 pLL de agua ultra pura, se midi6 la concentracion en el nanodrop,
se calent6 a 65°C durante 15 minutos para eliminar nucleasas y se almacen6 a 4°C hasta

su uso posterior.
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4.6.4. Preparacion y transformacion de E. coli C electrocompetentes con

pKM208

Se prepararon células de E. coli C electrocompetentes y se transformaron mediante
electroporacion (Tu et al., 2016). Para la preparacion de células electrocompetentes de E.
coli C, se realizé un cultivo en caldo LB y se incubo durante 16 horas a 37°C, 150 rpm.
Posteriormente se tomaron 100 pL del cultivo fresco y se agregaron a un tubo de 1.6 mL
nuevo y estéril (Neptune) que contenia 1.4 mL de caldo LB, para llevarlo a un volumen
total de 1.5 mL (Se prepararon 5 tubos de la misma manera). Los tubos se incubaron en el
thermomixer (Eppendorf) durante 2 horas a 37°C, 900 rpm. Después de las 2 horas de
incubacion (Cuando la ODgoo se encontraba en 0.6), las bacterias fueron centrifugadas a
9,000 rpm (Rotor Fiberlite F21-48X1.5/2, Sorval Legend XFR, ThermoScientific) a
temperatura ambiente (25°C) durante 2 minutos. Se descart6 el sobrenadante y las células
fueron resuspendidas en 1 mL de agua ultra pura estéril a temperatura ambiente y se
centrifugd a 9,000 rpm a temperatura ambiente durante 2 minutos. Se repitié el paso
anterior 2 veces mas. Después de los lavados el paquete celular se resuspendié en 30 uL
de agua ultra pura estéril (18 Q2) a temperatura ambiente (25°C). Los 5 tubos se etiquetaron
como: M1, C1, M3, control negativo (C-) y Viabilidad (V). En los tubos correspondientes
a M1, C1 y M3 se agregaron aproximadamente 300 ng de pKM208 (tomado del apartado
53) a cada uno. A los tubos C(-) y V no se les agregé DNA. Posteriormente, el volumen
total de cada tubo se transfirié a una celda de electroporacion con gap de 2 mm (VWR,
tapa azul) y fue llevado al electroporador (Eppendorf) y se le dio un choque eléctrico de

2500 volts a temperatura ambiente (25°C).
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Posteriormente se le agreg6 1 mL de caldo LB a cada celda y se mezcl6 por
inversion. El volumen total de cada celda fue transferido a tubos de 1.6 mL estériles y se
dejaron incubando a 30°C durante una hora en el thermomixer. Se prepararon 5 cajas Petri
con agar LB 2%. A las cajas correspondientes a M1, C1, M3 y C(-) se les agregd
ampicilina (100 ng/uL). Al terminar el tiempo de incubacion de los tubos (M1, C1, M3,
C- y V) se agreg6 todo el volumen (1 mL) a su respectiva caja Petri y sembrd por
extension. Se dejaron secar durante 10 minutos dentro de la campana de flujo laminar.
Una vez secas, se les coloco parafilm (Bemis) para cubrir las orillas y se dejaron incubando
a 30°C durante 16 horas. Al siguiente dia cuando se presentd crecimiento, se levanto la
colonia utilizando una puntilla amarilla estéril y se colocaron en tubos que contenian 5
mL de caldo LB + ampicilina (100 ng/uL) y se dejaron incubando a 30°C durante 16

horas.

4.6.5. Extraccion de DNA plasmidico y caracterizacion de E. coli C

pKM208 mediante PCR

Se realiz6 extraccion de DNA plasmidico mediante la técnica de lisis alcalina
(Ausubel et al., 2003) siguiendo el mismo protocolo utilizado en el apartado 4.6.1 de la
Unica colonia transformante que fue cultivadas en caldo LB + ampicilina (100 ng/uL). Se
realiz6 una dilucién 1:100 de cada tubo con DNA plasmidico para tener una concentracion

final de aproximadamente 5 ng/pL.
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Posteriormente se realizO PCR utilizando los primers 5’pKM208 (5° -
GAAAACAGTACGAGAACGAC -37) y 3’ pKM208 (5°-
GTCATAGTTGGCAAAGTACC -3’) con las mismas condiciones utilizadas en el
apartado 4.6.2. En la Tabla 2 se muestra el coctel de PCR, los reactivos y las cantidades
utilizadas. Al finalizar el programa de PCR, se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa

al 0.8% para observar los productos.

Tabla 2. Coctel de la reaccién de PCR para la caracterizacién del vector pKM208 utilizando los primers
5’pKM208 y 3 pKM208.

Reactivo Volumen 1X (uL.) Volumen 4x (pL)
MyTaq Mix (5X) 5.0 20.0
5’pKM208 (5SmM) 2.5 10.0
3’pKM208 (5SmM) 2.5 10.0
MyTag DNA polimerasa (SU/pL) 0.5 2
Agua ultra pura 12.5 50
DNA molde (5 ng/uL) 2.0 -
Total 25.0 92.0
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4.7. Construccion de la cepa E. coli DH5a pUC57genF

4.7.1. Resuspension del plasmido pUC57genF

La compaiifa Biobasic sintetizé el gen sintético genF y lo envio clonado en el
vector pUCS57 adsorbido en papel filtro sefialado con un circulo. Se cort6 el pedazo de
papel filtro con tijeras previamente desinfectadas con alcohol etilico al 70% y luz UV
(Exposicion durante 15 minutos en campana). Posteriormente el pedazo de papel filtro se
colocé en un tubo de 1.6 mL nuevo y estéril (Neptune) y se le agregaron 50 pLL de agua
ultra pura estéril para llegar a una concentracion final de aproximadamente 100 ng/uL. Se
homogenizé con la pipeta para recuperar todo el DNA, se retir6 el papel filtro y midi6 en
el nanodrop para conocer su concentracion. Finalmente se calent6 a 65°C durante 15
minutos en el thermomixer (Eppendorf) para eliminar posibles nucleasas y se almacené a

4°C hasta su uso posterior.

4.7.2. Preparacion de células electrocompetentes de E. coli DH5a y

transformacion con el vector pUC57genF

El protocolo que se siguié para la produccion de electrocompetentes de E. coli
DH5a es el mismo que se menciona en el apartado 4.6.4 (Tu et al., 2016). Los 5 tubos que
se utilizaron se etiquetaron como: F1, F2, F3, control negativo (C-) y viabilidad (V). En
los tubos correspondientes a F1, F2 y F3 se agregaron aproximadamente 100 ng de

pUCS57genF a cada uno. A los tubos C(-) y V no se les agregé6 DNA.
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Posteriormente, el volumen total de cada tubo se transfiri6 a una celda de
electroporaciéon con gap de 2 mm (VWR, tapa azul) y fue llevado al electroporador
(Eppendorf) y se le dio un choque eléctrico de 2500 volts a temperatura ambiente (25°C).
Posteriormente se le agregd 1 mL de caldo LB a cada celda y se mezcl6 por inversion. El
volumen total de cada celda fue transferido a tubos de 1.6 mL estériles y se dejaron
incubando a 30°C durante una hora en el thermomixer (Eppendorf). Se prepararon 5 cajas
Petri con agar LB 2%. A las cajas correspondientes a F1, F2 y F3 se les agregd ampicilina
(100 ng/uL). Al terminar el tiempo de incubacién de los tubos (F1, F2, F3, C-y V) se
agregaron 500 pL a su respectiva caja Petri y sembrd por extension. Se dejaron secar
durante 10 minutos dentro de la campana. Una vez secas, se les colocé parafilm (Bemis)
para cubrir las orillas y se dejaron incubando a 37°C durante 16 horas. Al siguiente dia
cuando se presentd crecimiento, se levantaron 10 colonias utilizando una puntilla amarilla
estéril y se colocaron en tubos que contenian 5 mL de caldo LB + ampicilina (100 ng/uL)

y se dejaron incubando a 37°C durante 16 horas.

4.7.3. Extraccion, purificacion y caracterizacion del vector pUC57genF

mediante PCR

Se realiz6 la extraccion del vector pUCS57genF mediante la técnica de lisis alcalina
(Ausubel et al., 2003) siguiendo el mismo procedimiento que en el apartado 4.6.1.
Posteriormente se realiz6 la purificaciéon con cloruro de litio (Sambrook & Russel, D,

2001) de la misma manera mencionado en el apartado 4.6.3.

58



Una vez que se obtuvo el DNA plasmidico puro, se preparé un ensayo de PCR
para identificar el pldsmido utilizando el kit MyTagDNA™ Polymerase (BioLine). Se
realizé una dilucién de cada tubo con DNA plasmidico para tener una concentracion final
de aproximadamente 5 ng/uL de concentracién final en cada uno. Posteriormente se
realiz6 PCR utilizando los primers IdGenFf (5'- CTTGCTATTGACTCTACTGT -3") y
IdGenFr (5'- ATGGTCCTACTATTCGTATC -3') el cual amplifica una parte interna de
la secuencia y da como resultado un amplicon de 1177 pb. En la Tabla 3 se muestra el
coctel y los componentes que se utilizaron para la reaccion (6 muestras, control negativo
y control positivo) el cual fue preparado en un tubo de 0.2 mL nuevo y estéril (Neptune).
Después de preparar el coctel, se depositaron 23 pLL del mismo en cada uno de los tubos
de 0.2 mL nuevos y estériles; posteriormente se agregaron 2 pl. de la dilucién de cada
muestra en los tubos correspondientes, en control negativo se agregaron 2 uL. de agua ultra
pura estéril y en el tubo de control positivo se agregaron 2 pl. de un vector pKM208
previamente purificado. Se cre6 un nuevo programa en el termociclador (Techne, 3 Prime)
el cual fue llamado “genF”, con los siguientes pardmetros: 95°C 1 min, 30 ciclos de 95°C
durante 15 segundos, 56°C por 15 segundos, 72°C por 10 segundos. Finalmente 72°C
durante 1 minutos y 4°C infinito. Finalmente se realizo una electroforesis en gel de

agarosa al 0.8% para observar el resultado.
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Tabla 3. Coctel de la reaccién de PCR para la caracterizacion del vector pUC57GenF utilizando los primers

IdGenFf e IdGenFr.
Reactivo Volumen 1X (uL.) Volumen 8X (uL)

MyTaqg Mix (5X) 5.0 40.0
IdGenFf (5 mM) 2.5 20.0
IdGenFr (5§ mM) 2.5 20.0
MyTaqg DNA polimerasa (5 U/uL) 0.5 4.0

Agua ultra pura 12.5 100.0

DNA molde (5 ng/uL) 2.0 -

Total 25.0 184.0

4.8. Sintesis del fragmento genF mediante PCR de alta fidelidad

Para producir copias del gen sintético genF con las pares de bases homologas al
fragmento cl, se utilizaron los primers ExtGenFf (5'- ACTGTACGCACTATTTACTC -
3" y OvergenFclr (5'-
AGAACGGGATAGTAGTTATCATGGTCCTACTATTCGTATC -3"). Este par de
primers genera un amplicon de 1,478 pb. Para realizar este PCR se utilizé el kit
Accuzyme™ (BioLine) que contiene una enzima de alta fidelidad. Se realizé una dilucién
del DNA plasmidico aislado en el apartado 4.7.3 para tener una concentracion final de 10
ng/pL. En la Tabla 4 se muestran el los componentes que se utilizaron para la reaccion

que fueron preparados en un tubo de 0.2 mL nuevo y estéril (Neptune).
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Después de preparar el coctel, se depositaron 49 puL. del mismo en cada uno de los
tubos de 0.2 mL nuevos y estériles; posteriormente se agregd 1 pL de la dilucién hecha
anteriormente y 1 uL. de agua ultra pura estéril en el tubo correspondiente en el C(-). Se
cred un nuevo programa en el termociclador (Techne, 3 Prime) el cual fue llamado
“overlap paco”, con los siguientes pardmetros: 95°C durante 3 min, 25 ciclos de 95°C
durante 15 segundos, 55°C por 15 segundos, 72°C por 3:15 minutos. Finalmente 72°C
durante 5 minutos y 4°C infinito. Finalmente se realiz6 una electroforesis en gel de

agarosa al 0.8% para observar el resultado.

Tabla 4. Coctel de la reaccién de PCR para la sintesis del gen sintético “genF” utilizando los primers

ExtGenFf y OvergenFclr
Reactivo Volumen 1X (uL.) Volumen 2X (uL)

Agua ultra pura estéril 32.5 65.0
AccuBuffer (10X) 5 10.0
dNTP Mix (100 mM) 0.5 1.0
ExtGenFf (5 uM) 5.0 10.0
OvergenFclr (5 uM) 5.0 10.0
Accuzyme DNA Pol (2.5 U/uL) 1.0 2.0
DNA molde (10 ng/pL) 1.0 -

Total 50.0 98.0
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4.9. Construccion de la cepa E. coli DH5a pUC57c¢l

4.9.1. Resuspension del vector pUC57cI

El vector pUC57cl contiene el gen sintético ¢l que codifica para la proteina
represora A de manera constitutiva. La compaiia Biobasic, que sintetizo la pieza cl, lo
envio en el vector pUCS57 adsorbido en papel filtro sefialado con un circulo. Para

resuspender el vector se siguié la misma metodologia seguida en el apartado 4.7.1.

4.9.2. Preparacion de células electrocompetentes de E. coli DH5a y

transformacion con el vector pUC57cI

Se transformo a E. coli DH5a con pUCS57c¢l para resguardar y propagar el vector.
El protocolo para la preparacion de células electrocompetentes de E. coli DHS5a es el
mismo mencionado en el apartado 4.7.2. Se prepararon 5 tubos los cuales se etiquetaron
como: R1, R2, R3, control negativo (C-) y viabilidad (V). El proceso y los materiales
usados para la electroporacion y seleccion de las transformadas es igual al mencionado en

el apartado 4.6.4.
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4.9.3. Extraccion, purificacion y caracterizacion del vector pUC57cl

mediante PCR

La extraccion del vector pUCS7cl se realiz6 mediante la técnica de lisis alcalina
(Ausubel et al., 2003) siguiendo el mismo procedimiento que en el apartado 4.6.1.
Posteriormente se realiz6 la purificacién con cloruro de litio (Sambrook & Russel, D,
2001) de la misma manera mencionado en el apartado 4.6.3. Cuando se tuvo el DNA
plasmidico purificado, se realizé una dilucién de cada tubo con DNA plasmidico para
tener una concentracion final de aproximadamente 10 ng/pL en cada uno. Posteriormente
se prepar6 un ensayo de PCR para identificar el pldsmido utilizando el kit MyTagDNA™
Polymerase (BioLine). Se emplearon los primers IdRepLf (5'-
GATAACTACTATCCCGTTCT -3") e IdRepLr (5'- GTGTGTCATTGAAGTAAGAG -
3") que amplifican una parte de la secuencia sintética cI dando como resultado un amplicon
de 860 pb. En la Tabla 5 se muestran los componentes y cantidades que se utilizaron para
realizar la PCR (7 muestras, control negativo). El coctel fue preparado en un tubo de 0.2
mL nuevo y estéril (Neptune). Después de preparar el coctel, se depositaron 23 pL del
mismo en cada uno de los tubos de 0.2 mL nuevos y estériles; posteriormente se agregaron
2 uL de la dilucién de cada muestra en los tubos correspondientes y 2 ul. de agua ultra
pura en el control negativo. Se cre6 un nuevo programa en el termociclador (Techne, 3
Prime) el cual fue llamado “RepL”, con los siguientes pardmetros: 95°C 1 min, 30 ciclos
de 95°C durante 15 segundos, 57°C por 15 segundos, 72°C por 15 segundos. Finalmente
72°C durante 1 minutos y 4°C infinito. Posteriormente se realiz6 una electroforesis en gel

de agarosa al 0.8% para observar el resultado.
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Tabla S. Coctel de la reaccién de PCR para la caracterizacién del vector pUC57cl utilizando los primers

IdRepLf e IdRepLr.
Reactivo Volumen 1X (uL.) Volumen 8X (uL)

MyTaq Buffer (5X) 5.0 40.0
IdRepLf (5SmM) 2.5 20.0
IdRepLr (SmM) 2.5 20.0
MyTag DNA polimerasa (SU/pL) 0.5 4.0

Agua ultra pura 12.5 100.0

DNA molde (10 ng/pL) 2.0 -

Total 25.0 184.0

4.10. Sintesis de la pieza sintética cI mediante PCR de alta fidelidad

Para producir suficientes copias del gen sintético cl que contengan homologia con
el fragmento  genF, se  utilizaron los  primers  OvergenFclf  (5'-
GATACGAATAGTAGGACCATGATAACTACTATCCCGTTCT -3') y ExtRepLr (5'-
TTAGTTCCTCACCTACTTTC -3'). Este par de primers genera un amplicon de 950 pb,
que es el tamafio total del gen sintético. Para realizar este PCR se utilizé el kit
AccuzymeTM (BioLine) que contiene una enzima de alta fidelidad. Se realiz6 una
dilucion del DNA plasmidico aislado en el apartado 4.9.3 para tener una concentracion
final de 10 ng/uL. En la Tabla 6 se muestra el coctel y los componentes que se utilizaron
para la reaccion (1 muestra y control negativo) el cual fue preparado en un tubo de 0.2 mL

nuevo y estéril (Neptune).
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Después de preparar el coctel, se depositaron 49 pLL del mismo en cada uno de los
tubos de 0.2 mL nuevos y estériles; posteriormente se agregd 1 pL de la dilucioén hecha
anteriormente y 1 uL. de agua ultra pura estéril en el tubo correspondiente en el C(-). Se
cred un nuevo programa en el termociclador (Techne, 3 Prime) el cual fue llamado
“Overlap paco”, con los siguientes parametros: 95°C 3 min, 35 ciclos de 95°C durante 15
segundos, 55°C por 15 segundos, 72°C por 3:15 minutos. Finalmente 72°C durante 5
minutos y 4°C infinito. Posteriormente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al

0.8% para observar el resultado.

Tabla 6. Coctel de la reaccion de PCR para la sintesis del gen sintético “cI” utilizando los primers

OvergenFcIf y ExtRepLr.
Reactivo Volumen 1X (uL.)) Volumen 2X (uL)

AccuBuffer (10X) 5.0 10.0
dNTP Mix (10 uM) 0.5 1.0
OvergenFclf (5 uM) 5.0 10.0
ExtRepLr (5 uM) 5.0 10.0
ACCUZYME DNA Pol (2.5 U/mL) 1 2.0
Agua ultra pura 32.5 65.0
DNA molde (10 ng/pL) 1.0 -

Total 50.0 98.0
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4.11. Construccion del fragmento genF-cI

Para unir a los fragmentos genF y cl, se realiz6 el protocolo de PCR overlap,
siguiendo el protocolo mencionado por Luo y colaboradores (Luo, Liu, Lin, Kabir, & Su,
2013). En la Tabla 7 se muestran los componentes que se utilizaron para realizar la PCR
(1 muestra y control negativo) el cual fue preparado en un tubo de 0.2 mL nuevo y estéril
(Neptune). Posterior al coctel se repartieron 47 pL en 2 tubos nuevos y estériles de 0.2 mL

(Neptune)

Tabla 7. Coctel de la reaccién de PCR para la sintesis del fragmento “genF-cI” utilizando los primers

ExtgenFf y ExtRepLr.
Reactivo Volumen 1X (uL.) Volumen 2X (uL)

AccuBuffer (10X) 5.0 10.0
dNTP Mix (10 pM) 0.5 1.0
ExtgenFf (5 uM) 5.0 10.0
ExtRepLr (5 uM) 5.0 10.0
ACCUZYME DNA Pol (2.5 U/mL) 1 2.0
Agua ultra pura 30.5 61.0
Total 47.0 94.0

Para realizar el overlap, se utilizaron los primers ExtgenFf y ExtRepLr que dan
como resultado un amplicon de 2,388 pb. Como DNA molde se tomaron 2 pL del producto
de PCR obtenido en el apartado 4.8. y 1 puL del producto de PCR obtenido del apartado
4.10. Al control negativo, se le agregaron 3 pl. de agua ultra pura. Los fragmentos de

DNA molde se tomaron directamente de la reaccion de PCR, segtn lo recomendado por

el autor.
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Se creo un nuevo programa en el termociclador llamado “Overlap extension paco”
con las siguientes condiciones: 95°C 5 minutos, 10 ciclos de 95°C por 15 segundos, 66°C
durante 30 segundos y 72°C 3.5 minutos, 20 ciclos de 95°C por 15 segundos, 55°C por 15
segundos, 72°C por 5 minutos. Finalmente, 72°C por 5 minutos y 4°C infinito. Finalmente

se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1% para observar el resultado.

4.11.1. Purificacion del fragmento genF-cl

Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% con el producto de PCR
obtenido en el apartado 4.11. Posteriormente se cortd la banda correspondiente al
fragmento genF-cl utilizando una hoja de bisturi nueva y estéril. La porcién de agarosa
cortada se agregd en un tubo de 1.5 mL nuevo y se sigui6 el protocolo mencionado el kit
QuickClean II (GenScipt). Finalmente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa a 1%

para observar la integridad del fragmento.

4.11.2. PCR de alta fidelidad del fragmento genF-cI

Para producir suficientes copias del fragmento genF-cl, se utilizaron los primers
ExtgenFf (5  TTAGTTCCTCACCTACTTTC -3 'y  ExtRepLr (5
TTAGTTCCTCACCTACTTTC -3'). Este par de primers genera un amplicon de 2,388
pb, que es el tamafio total del fragmento unido. Para realizar este PCR se utiliz6 el kit
AccuzymeTM (BioLine) que contiene una enzima de alta fidelidad y se tom6 de molde el

DNA obtenido en el apartado 4.11.1.
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En la Tabla 8 se muestra el coctel y los componentes que se utilizaron para la
reaccion (1 muestra y control negativo) el cual fue preparado en un tubo de 0.2 mL nuevo
y estéril (Neptune). Después de preparar el coctel, se depositaron 49 pL del mismo en
cada uno de los tubos de 0.2 mL nuevos y estériles; posteriormente se agregd 1 nL DNA
molde y 1 uLL de agua ultra pura estéril en el tubo correspondiente en el C(-). Se cre6 un
nuevo programa en el termociclador llamado “genF-cI”, con los siguientes parametros:
95°C 3 min, 25 ciclos de 95°C durante 15 segundos, 55°C por 15 segundos, 72°C por 5
minutos. Finalmente 72°C durante 7 minutos y 4°C infinito. Posteriormente se realizé una

electroforesis en gel de agarosa al 0.8% para observar el resultado.

Tabla 8. Coctel de la reaccién de PCR para la sintesis del fragmento “genF-cI” utilizando los primers

ExtgenFf y ExtRepLr.
Reactivo Volumen 1X (uL.) Volumen 2X (uL)
AccuBuffer (10X) 5.0 10.0
dNTP Mix (10 uM) 0.5 1.0
ExtgenFf (5 uM) 5.0 10.0
ExtRepLr (5 uM) 5.0 10.0
ACCUZYME DNA Pol (2.5 U/mL) 1 2.0
Agua ultra pura 32.5 65.0
Total 49.0 98.0
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4.11.3. Purificacion del fragmento genF-cI

Para purificar el fragmento genF-cl se utiliz6 el kit SureClean Plus (BioLine). El
total de reacciéon de PCR (48 pL) se pas6é a un tubo de 1.5 mL nuevo y estéril.
Posteriormente se agregaron 50 pL. de la solucién SureClean Plus, se dejé incubar a
temperatura ambiente durante 10 minutos y se centrifugé a 15,000 rpm durante 15
minutos. Posteriormente se retird el sobrenadante con una puntilla amarilla y se agregaron
100 pL de etanol al 70%, se mezcld con vortex durante 10 segundos y se centrifugd a
15,000 rpm durante 15 minutos. Después se retird el sobrenadante y se repiti6 este ultimo
paso de nuevo. Finalmente se retir6 el sobrenadante y se dejé secar la pastilla durante 5
minutos a temperatura ambiente. Después se resuspendié con 30 pL. de agua ultrapura.
Posteriormente se midi6 la concentracion en el nanodrop y se realizé una electroforesis

en gel de agarosa 1% para observar su integridad.
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4.12. Integracion del fragmento genF-cl en el cromosoma de E. coli C

Para conseguir la integracion del fragmento genF-cl, se siguid el protocolo de
recombinacion cromosomal dirigido utilizando fragmentos de PCR (Murphy &
Campellone, 2003). Primero se cultivé E. coli C pKM208 construida anteriormente en el
apartado 4.6. en un tubo con 5 mL de medio LB y ampicilina (100 ng/uL) a 16 horas, 150
rpm a 30°C. Al siguiente dia se tom6 una asada de cada tubo y se inocularon en una caja
Petri con Agar LB 2% con ampicilina (100 ng/uL) por estria cruzada y se dejaron
incubando a 30°C durante 16 horas. Al pasar el tiempo, se observé el crecimiento en la
placa y se tom6 una sola colonia con una puntilla amarilla estéril y se inoculé en un tubo
de 1.6 mL que contenia 1 mL de medio LB con ampicilina (100 ng/uL) y se incub6 a
aproximadamente durante 3 hora y 10 minutos (hasta que la ODegoo llegd a 0.2) a una
temperatura de 30°C y 900 rpm en el thermomixer (Eppendorf). Cuando el cultivo llegé
a 0.2 de ODeoo se le agregd 1 pL. de IPTG 1M (Concentracion final 1 mM). Posteriormente
se dejo incubar durante 2 horas (Hasta que la ODgoo llegd a 0.5) a 30°C y 900 rpm en el
thermomixer. Cuando se alcanz6 la ODegoo de 0.6, se cambid la temperatura a 42°C y se
incubo durante 15 minutos a 900 rpm en el thermomixer. Al pasar los 15 minutos se colocé
el tubo en hielo durante 10 minutos. Posteriormente se centrifugd a 9,000 rpm durante 2
minutos, al finalizar se descartd el sobrenadante. Posteriormente, las células se
resuspendieron en 1 mL de glicerol 20% - MOPS 1 mM, se centrifugd a 9,000 rpm durante

2 minutos y se descarté el sobrenadante.
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Se repitié de nuevo el paso anterior y después, se resuspendi6 en 35 pL de glicerol
20%-MOPS 1 mM vy se agregaron 500 ng del producto de PCR purificado (mencionado
en el apartado 4.11.1) que se usard para llevar a cabo la recombinacion. El volumen total
fue depositado en una celda de electroporacién con gap de 2 mm (VWR). La celda de
electroporacion se colocé en el electroporador (Eppendorf) y se dio un choque eléctrico
de 2500 volts con un tiempo de 5 ms. Después del choque, se le agregé 1 mL de medio
LB a la celda de electroporacidn, se mezcl6 por inversion y posteriormente se tomé todo
el volumen y se deposit6 en un tubo nuevo y estéril de 1.6 mL. Posteriormente se hizo una
dilucion 1:100 del cultivo y se inocularon 40 cajas Petri con agar LB 2% (IPTG 1 mM,
X-gal 100 ng/pL) con 100 pL de la dilucién 1:100 y se dejaron incubando durante 16
horas a 37°C. Al pasar el tiempo, se seleccion la colonia de color blanco con una puntilla
amarilla, se deposité en 1 mL de caldo LB en un tubo de 1.5 mL, se dejé incubando durante
30 minutos a 37°C, 900 rpm en el thermomixer y se sembraron 200 pLL en cajas Petri con
agar LB 2% (IPTG 1 mM, X-Gal 100 ng/pL) y se dejaron incubando durante 16 horas.
Finalmente se levantaron las colonias blancas y se cultivaron en 5 mL de caldo LB durante

16 horas, 150 rpm a 37°C.
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4.12.1. Prueba de infeccion de la cepa E. coli C genF-cI con el bacteriéfago

0X174

Para comprobar que la cepa transformada conservada la caracteristica de ser
susceptible a la infeccion por el bacteriéfago ¢X174, se realizaron pruebas de infeccion.
Se realizaron cultivos de las cepas: E. coli C, E. coli C pPKM208, E. coli DhSa y E. coli C
genF-cl. Se prepararon 4 cajas Petri con agar LB 2% para utilizarlas como base.
Posteriormente se mezclaron 10 mL de agar LB 0.5%, 100 pL de cada cultivo y 100 pLL
de $X174. Se hizo el procedimiento anterior una cepa diferente por tubo. Posteriormente
la mezcla se agreg6 sobre el agar LB 2% y se dej6 secar durante 15 minutos. Al finalizar
el tiempo de secado, se incubaron a 37°C durante 16 horas. Al dia siguiente se observo el

resultado de lisis.
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CAPITULO S

RESULTADOS

5.1. Diseio de genes sintéticos

5.1.1. Diseiio de genF

Se disefiaron 3 genes sintéticos. El primer gen sintético que se diseid fue “genF”.
Este gen sintético tiene un tamafio de 1,528 pb y contiene los siguientes elementos:
Promotor lacUV3, la secuencia del sitio de unidn a ribosoma (RBS) del genF perteneciente
al bacteriéfago ¢X174, el marco de lectura abierto del genF del bacteriéfago $X174, un
terminador fuerte de 39 pb, un par de secuencias de unién de primers de extension para la
produccion del fragmento mediante PCR, un par de secuencias de unioén de primers de
identificacion para seleccionar a las bacterias que fueron transformadas correctamente
(Secuencias no presentes en el genoma de E. coli C), brazos homdlogos de 50 pb
flanqueando todos los elementos. Al tener este gen integrado en su genoma, E. coli C
capaz de producir la proteina de la cdpside mayor del bacteriéfago $X174. En la figura 2

se observa un diagrama de la pieza sintética “Gen F”.
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Figura 2. Estructura de la pieza “Gen F”. Las flechas moradas ejemplifican primers de extension que hacen
posible la produccién de mas piezas mediante PCR. Las flechas naranjas ejemplifican los primers de
identificacion que facilitan la seleccién de la cepa transformada con esta pieza. Brazo homdlogo de 50 pb.
RBS: Sitio de unién a ribosoma. Gen F: Marco de lectura abierto que codifica para la proteina F mayor de
la cépside del bacteri6fago ¢$X174. Ter: Terminador de la transcripcién. Secuencias de 50 pb que son
exactamente iguales a donde se integrard en el genoma de E. coli C mediante recombinacién homéloga.

5.1.2. Diseio de la pieza cl

El siguiente gen en disefiarse fue “cl”. Este gen sintético tiene un tamafio de 1,000
pb y contiene los siguientes elementos: Promotor constitutivo, RBS, marco de lectura
abierto de la proteina represora del fago lambda, un terminador fuerte de 39 pb, un par de
secuencias de unioén de primers de extension para la produccién del fragmento mediante
PCR, un par de secuencias de unién de primers de identificacién que funcionan para
seleccionar a las bacterias que fueron transformadas correctamente (Secuencias no
presentes en el genoma de E. coli C) brazos homologos de 50 pb flanqueando todos los
elementos. Al tener este gen integrado en su genoma, E. coli C es capaz de producir la
proteina represora cl y evitar que se produzca el péptido antimicrobiano cuando se
requiera la replicacion del bacteriéfago modificado. En la figura 3 se puede observar un

diagrama de la estructura de la pieza sintética cl.
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Figura 3. Estructura de la pieza “cI”. Las flechas moradas ejemplifican primers de extension que hacen
posible la produccién de mds piezas mediante PCR. Las flechas naranjas ejemplifican los primers de
identificacion que facilitan la seleccion de la cepa transformada con esta pieza. Brazo homdlogo de 50 pb.
RBS: Sitio de unién a ribosoma. cl: Marco de lectura abierto que codifica para la proteina represora A. Ter:
Terminador de la transcripcion. Brazos homélogos: Secuencias de 50 pb que son exactamente iguales a
donde se integrard en el genoma de E. coli C mediante recombinacién homéloga.

5.1.3. Diseiio de la pieza Bac7.

Por tltimo, se disefi6 el gen sintético Bac7. Este gen sintético tiene un tamafo de
1231 pb. Los elementos que contiene este gen son los siguientes. Un promotor
constitutivo, RBS, marco de lectura abierto que codifica para la proteina represora A,
Brazo Homologo en 5°, promotor pR del fago A, RBS, marco de lectura abierto que
codifica par el péptido antimicrobiano Bac7(1-35), terminador, promotor D del fago
$X174, Brazo homodlogo 3°. Al insertar este gen en el genoma de ¢X174, el bacteriéfago
serd incapaz de empaquetar su genoma (ya que este gen sustituye el gen F del
bacteri6fago) y podrad producir el péptido antimicrobiano cuando infecte una E. coli C

diferente a la productora. En la figura 4 se muestra el diagrama de la pieza sintética Bac7.
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Figura 4. Estructura de la pieza “Bac7”. Las flechas moradas ejemplifican primers de extension que hacen
posible la produccién de mds piezas mediante PCR. Las flechas naranjas ejemplifican los primers de
identificacién que facilitan la selecciéon de la cepa transformada con esta pieza. RBS: Sitio de unién a
ribosoma. cl: Marco de lectura abierto que codifica para la proteina represora A. Bac7(1-35): Marco de
lectura abierta que codifica para el péptido antimicrobiano. Ter: Terminador de la transcripcion. Brazos
homélogos: Secuencias de 50 pb que son exactamente iguales a donde se integrard en el genoma de E. coli
C mediante recombinacién homéloga.

5.2. Construccion de E. coli C pKM208

5.2.1. Extraccion y caracterizacion del vector pKM208

De la extraccion realizada se utilizaron 3 preparaciones de DNA plasmidico, cuya
concentracion inicial fue: 13094 ng/puLL (M1), 760 ng/pL (C1) y 9522 ng/uLL (M2). Para
verificar la integridad del vector pKM208. En la Figura 5 se muestra el anélisis en gel de
agarosa 0.8% del vector. Las bandas presentes en la parte superior pertenecientes a las
conformaciones de los pldsmidos indica buena integridad del DNA plasmidico. El barrido

que se presenta en la parte inferior del gel es debido a RNA degradado.
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En la Figura 6 se muestra el andlisis de gel de agarosa del producto amplificado
por PCR del vector pKM208, aislado de la cepa E. coli DH5a empleando los primers
5’pKM208 (5 — GAAAACAGTACGAGAACGAC -3°) y 3’pKM208 (5’-
GTCATAGTTGGCAAAGTACC -3’), especificos para amplificar una secuencia interna
del exo dando como resultado un amplicon de 287 pb. La presencia de la banda de 287 pb

confirma la identidad del vector pKIM208.

Figura 5. Anilisis del DNA plasmidico aislado de E. coli DH5a transformadas con el vector pKM208.
Electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. M: Marcador de tamafio molecular Ready-to-Use TM
Plus 100 bp DNA Ladder. Carril 1-6: DNA plasmidico de pKM208.
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Figura 6. Anilisis del ensayo de PCR del DNA plasmidico aislado de las clonas de E. coli DH5a
transformadas con el vector pKM208 utilizando los primers: 5’pKM208 y 3’pKM?208, especificos para
amplificar una secuencia interna del gen exo. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. M:
Marcador de tamafio molecular Ready-to-Use TM Plus 100 bp DNA Ladder. Carril 1: Producto de PCR.
Carril 2: Control negativo.

5.2.2. Transformacion y caracterizacion de E. coli C pKM208

Al DNA plasmidico obtenido en el apartado anterior, se le aplicé un tratamiento
para la remocion de fragmentos pequefios de RNA (Apartado 4.6.3.) Posterior al
tratamiento, presentd una concentracion de: 130 ng/pl. (M1), 56 ng/uL (C1) y 104 ng/pL.
Estos tltimos se utilizaron en la transformacién. Como resultado de la transformacion, se
obtuvieron: 0 colonias en la caja Petri “C1”, 2 colonias en la caja Petri “M1” y 1 colonia
en la caja Petri “M3”. En la Figura 7 se muestra el andlisis en gel de agarosa del vector

pKM?208 purificado después de ser tratado para la remocién de fragmentos pequefios.
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En los carriles 1 y 2 se observan las 2 bandas caracteristicas del DNA plasmidico
de manera muy tenue, lo que indica una baja concentracién de DNA plasmidico. En el
carril 3 se observan estas 2 bandas con una intensidad mayor, lo que indica una mayor
cantidad de DNA plasmidico. La ausencia de barrido en la parte inferior indica una buena

integridad del material genético.

Figura 7. Andlisis del vector pKM208 purificado, después del tratamiento para la remocién de fragmentos
pequeios. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. M: Marcador de tamafio molecular PCR DNA
Ladder. Carril 1: Vector pKM208 (M1). Carril 2: Vector pKM208 (C1). Carril 3: Vector pKM208 (M3).

En la Figura 8 se muestra el analisis en gel de agarosa del ensayo de PCR para la
identificacion de la cepa E. coli C pKM208 de las 3 colonias transformantes que crecieron.
Al ser especificos para una parte interna de la secuencia del gen exo, la presencia de la

banda de 287 pb confirma la identidad del vector pKM208.
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Figura 8. Analisis del ensayo de PCR del DNA plasmidico aislado de las colonias de E. coli C transformadas
con el vector pKM208 utilizando los primers: 5’pKM208 y 3’pKM208, especificos para amplificar una
secuencia interna del gen exo. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. M: Marcador de tamafio
molecular Ready-to-Use TM Plus 100 bp DNA Ladder. Carril 1: DNA plasmidico aislado de la colonia 1.
Carril 2: DNA plasmidico de la colonia 2. Carril 3: DNA plasmidico de la colonia 3. Carril 4: Control
negativo. Carril 5: DNA plasmidico aislado de E. coli DHS5a..
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5.3. Construccion de E. coli DH5a pUC57genF

5.3.1. Transformacion y caracterizacion de E. coli DH5a pUC57genF

En la Figura 9 se muestra las cajas Petri cultivadas con E. coli DH5a después de
la transformaciéon mediante electroporacién del vector pUC57genF. En donde no se
observa crecimiento en la caja del control negativo, crecimiento en la caja de viabilidad
sin ampicilina y crecimiento esperado en la caja F1 y F2 correspondientes a la

transformacion.

Figura 9. Crecimiento de colonias transformadas con el vector pUC7genF. Las placas correspondientes a
control negativo, F1 y F2 contienen ampicilina mientras en la caja Petri correspondiente a la viabilidad no
contiene ampicilina. Al no presentarse crecimiento en la caja Petri de control negativo y crecimiento en las
cajas Petri correspondientes a F1 y F2, indica que muy probablemente estas colonias incorporaron el vector
pUC57genF
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En la Figura 10 se muestra el andlisis en gel de agarosa 0.8% del vector extraido
de 3 colonias transformantes. Las bandas presentes en la parte superior pertenecientes a

las conformaciones de los pldsmidos indica buena integridad del DNA plasmidico.

2 3

Figura 10. Andlisis del DNA plasmidico aislado de E. coli DH5a transformadas con el vector pUC57genF.
Electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. M: Marcador de tamafio molecular Hypperladder 1 Kb.
Carril 1-3: Vector pUC57genF.
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En la Figura 11 se muestra el andlisis de gel de agarosa de los productos
amplificados por PCR del vector pUC57genF, aislado de la cepa E. coli DHSa empleando
los primers IdGenFf (5- CTTGCTATTGACTCTACTGT -3') y IdGenFr (5'-
ATGGTCCTACTATTCGTATC -3'), especificos para amplificar una secuencia interna
del gen F dando como resultado un amplicon de 1,177 pb. La presencia de esta banda

confirma la identidad del vector pUC57genF.

b M 1 2 3 4 5 6 7
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Figura 11. Andlisis del ensayo de PCR del DNA plasmidico aislado de las colonias de E. coli DH5a
transformadas con el vector pUCS57genF utilizando los primers: IdGenFf y IdGenFr especificos para
amplificar una secuencia interna del gen F. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. M: Marcador
de tamafo molecular Hyperladder 1 Kb. Carril 1-5: DNA plasmidico aislado de diferentes colonias. Carril
6: Control negativo. Carril 7: Control positivo, pUC57genF enviado por la compaiiia.
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5.4. Construccion de E. coli DH5a pUC57cl

5.4.1. Transformacion y caracterizacion de E. coli DH5a pUC57genF

En la Figura 12 se muestra las cajas Petri cultivadas con E. coli DH5a después de
la transformacién mediante electroporacién del vector pUC57cl. En donde no se observa
crecimiento en la caja del control negativo, crecimiento en la caja de viabilidad sin
ampicilina y crecimiento esperado en la caja R1 y R2 correspondientes a la

transformacion.

Viabilidad

R2

Figura 12. Crecimiento de colonias transformadas con el vector pUC7cl. Las placas correspondientes a
control negativo, R1 y R2 contienen ampicilina mientras en la caja Petri correspondiente a la viabilidad no
contiene ampicilina. Al no presentarse crecimiento en la caja Petri de control negativo y crecimiento en las
cajas Petri correspondientes a R1 y R2, indica que muy probablemente estas colonias incorporaron el vector
pUC57cl.
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En la Figura 13 se muestra el andlisis en gel de agarosa 0.8% del vector pUCS57cl

aislado de 7 colonias transformantes. Las bandas presentes en la parte superior

pertenecientes a las conformaciones de los pldsmidos indica buena integridad del DNA

plasmidico.
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Figura 13. Anilisis del DNA plasmidico aislado de E. coli DH5a transformadas con el vector pUC57cl.
Electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. M: Marcador de tamafio molecular Hypperladder 1 Kb.

Carril 1-7: Vector pUCS57cl.
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En la Figura 14 se muestra el andlisis de gel de agarosa de los productos
amplificados por PCR del vector pUCS57cl, aislado de la cepa E. coli DH5a empleando
los primers IdRepLf (5'- GATAACTACTATCCCGTTCT -3') y IdRepLr (5'-

GTGTGTCATTGAAGTAAGAG -3"), especificos para amplificar una secuencia interna

del gen F dando como resultado un amplicon de 860 pb. La presencia de esta banda

confirma la identidad del vector pUC57cl.
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Figura 14. Andlisis del ensayo de PCR del DNA plasmidico aislado de las colonias de E. coli DH5a
transformadas con el vector pUC57cI utilizando los primers: IdRepLf y IdRepLr especificos para amplificar
una secuencia interna del gen cl. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. M: Marcador de tamaiio
molecular Hyperladder 1 Kb. Carril 1-3: DNA plasmidico aislado de diferentes colonias. Carril 4: Control
negativo. Carril 5: Control positivo: pUC57cl enviado por la compaifia.
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5.5. Construccion del fragmento genF-cl

5.5.1. Sintesis de los fragmentos genF y cI

En la Figura 15 se muestra el andlisis de gel de agarosa de los productos
amplificados por PCR del vector pUC57genF, aislado de la cepa E. coli DHSa empleando
los primers ExtGenFf (5'- ACTGTACGCACTATTTACTC -3') y OverGenFr (5'-
AGAACGGGATAGTAGTTATCATGGTCCTACTATTCGTATC -3') que amplifican
completamente el fragmento genF y agregan 20 pb en el extremo 3’, dando como resultado
un amplicén de 1,478 pb y los productos amplificados por los primers OverGenFf (5'-
GATACGAATAGTAGGACCATGATAACTACTATCCCGTTCT -3") y ExtRepLr (5'-
TTAGTTCCTCACCTACTTTC -3') que amplifican completamente el fragmento cl y

agregan 20 pb en el extremo 3°, dando como resultado un amplicén de 950 pb.

1,478 pb
950 pb

Figura 15. Anadlisis del ensayo de PCR de alta fidelidad del DNA plasmidico del vector pUC57genF
utilizando los primers: ExtGenFf y OvergenFclr y del vector pUC57cl utilizando los primers: OvergenFcIf
y pUCS7cl. Electroforesis en gel de agarosa 0.8% en TBE 1X. M: Marcador de tamafio molecular
Hyperladder 1 Kb. Carril 1: Fragmento genF. Carril 2: Control negativo genF. Carril 3: Fragmento cl. Carril
4: Control negativo cl.
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5.5.2. PCR overlap

En la Figura 16 se muestra el andlisis de gel de agarosa de los productos
amplificados mediante la técnica PCR overlap empleando los primers ExtGenFf (5'-
ACTGTACGCACTATTTACTC -3') y ExtRepLr (5'- TTAGTTCCTCACCTACTTTC -
3") y los productos de la reaccién de PCR para amplificar genF y cl. Los fragmentos genF
y cl contienen 40 pb de homologia y funcionan como primers, para generar el fragmento
geF-cl mientras que los primers ExtgenFf y ExtRepLr amplifican el fragmento completo
dando como resultado una amplicén de 2,388 pb. También se observan 2 bandas més: la
primera de 1,478 pb que corresponde al fragmento genF y otra de 950 pb que corresponde

al fragmento cl.
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Figura 16. Andlisis del ensayo de PCR overlap utilizando los primers ExtGenFf y ExtRepLr. Electroforesis
en gel de agarosa 1% en TBE 1X. M: Marcador de tamafio molecular Hyperladder 1 Kb. Carril 1: PCR
overlap. Carril 2: Control negativo.
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En la Figura 17 se muestra el andlisis en gel de agarosa del fragmento genF-cl
purificado del gel de agarosa. Se observa solamente la banda de 2,388 pb lo que indica

que solo se purificé el DNA de esta banda.
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Figura 17. Andlisis de la integridad del fragmento genF-clI purificado. Electroforesis en gel de agarosa 1%
en TBE 1X. M: Marcador de tamafio molecular Hyperladder 1 Kb. Carril 1: fragmento genF-cl
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En la Figura 18 se observa el andlisis en gel de agarosa del PCR de alta fidelidad
del fragmento genF-cl utilizando los primers ExtGenFf (5'-

ACTGTACGCACTATTTACTC -3') y ExtRepLr (5'- TTAGTTCCTCACCTACTTTC -

3") que generan un amplicén de 2,388 pb.

10,037 P©
8000

6000
5000

4000

3000
2500200O

1500

1000
800

600
400

2,388 pb
1,478 pb

950 pb

200

Figura 18. Anilisis del ensayo de PCR de alta fidelidad del fragmento genF-cI utilizando los primers
ExtGenFf y ExtRepLtr. Electroforesis en gel de agarosa 1% en TBE 1X. M: Marcador de tamafio molecular
Hyperladder 1 Kb. Carril 1: Fragmento genF-cl. Carril 2: Control negativo.
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En la Figura 19 se muestra el andlisis en gel de agarosa al 1% del fragmento genF-
cl purificado utilizando el kit SureClean Plus. La usencia de bandas indica buena

integridad del fragmento.

2,388 pb
1,528 pb
1,000 pb

Figura 19. Analisis del producto amplificado genF-cI purificado con el kit SureClean plus. Electroforesis
en gel de agarosa 1% en TBE 1X. M: Marcador de tamafio molecular Hyperladder 1 Kb. Carril 1: Fragmento
genF-cl.

91



5.6.  Construccion de la cepa E. coli C genF-cl

En la Figura 20 se muestran 2 placas de las 40 que fueron sembradas. A la derecha
se puede observar una colonia blanca (sefialada con flechas) entre las colonias azules,
mientras que la del lado izquierdo representa una de las cajas Petri en donde las bacterias

no fueron transformadas (todas se muestran en color azul).

Caja Petri sin colonias transformadas Caja Petri con 1 colonia transformada
(todas presentan color azul) (Senalada por la flecha roja)

Figura 20. Cajas Petri para la seleccion de E. coli C transformada. A la izquierda E. coli C sin transformar.
A la derecha E. coli C transformada. La flecha roja sefiala una colonia blanca que fue transformada. Ambas
cajas Petri contienen Agar LB 2% con IPTG 1mM, X-Gal (100 ng/uL).
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En la Figura 21 se observa la resiembra de las colonias que fueron tomadas como
positivas a la transformacion en agar LB 2% con IPTG 1mM y X-Gal (100 ng/pL). A la
derecha se observa que el cultivo es totalmente blanco (E. coli C genF-cl), mientras a la

izquierda se muestra el control negativo (E. coli C) totalmente en azul.

E. coli C E. coli C genF-cl

Figura 21. Cajas Petri con agar LB 2% IPTG 1mM X-Gal 100 ng/mL. En la imagen de la izquierda (control
negativo) se observan colonias de E. coli C de color azul, debido a que pueden hidrolizar el X-Gal. En la
imagen de la derecha se observan colonias de E. coli C genF-cl (transformada) de color blanco debido a su
incapacidad de hidrolizar el X-Gal.
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5.6.1. Infeccion de la cepa E. coli C genF-cI con $X174

En la Figura 22 se muestran las cajas Petri que contienen agar LB 2% de base y
agar LB 0.5% en la parte superior, donde se realizaron los ensayos de infeccion. En la caja
Petri correspondiente a E. coli C se observa lisis (Control negativo), en la que corresponde
a E. coli C pKM208 se observa lisis, en la correspondiente a E. coli C genF-cl se observa

lisis y en la correspondiente a DHS5a no se observa lisis. Esto demuestra que la cepa

transformada conserva la caracteristica de ser susceptible al fago $X174.

E. coli C pKM208

E. coli C E. coli DH5o

Figura 22. Pruebas de infeccion de diferentes cepas de E. coli con el bacteriéfago ¢X174. E. coli C present6
lisis (control negativo). La cepa E. coli C pKM208 fue de donde se partié para realizar la transformacion.
La cepa E. coli C genF-cl presenta lisis en menor medida que la cepa E. coli C y E. coli C pKM208. E, coli
DH5a no present? lisis (control negativo).
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CAPITULO 6

DISCUSION

Con el fin de evitar la diseminacién de genes de resistencia a antibidticos causada
por su empaquetamiento de los bacteriéfagos y evitar reacciones inmunes causadas por
los bacteriéfagos, se buscé controlar el empaquetamiento (y por lo tanto la replicacion) y
la replicacién del bacteriéfago $X174 y a la vez potenciar su actividad antimicrobiana. El
primer cuestionamiento antes de disefiar los genes para lograr este fin fue elegir un gen
esencial para el empaquetamiento fuera facil de manipular. Después de un andlisis, dio
como resultado que el gen F era un buen candidato para realizar la sustitucién genética
debido a que no presenta genes dentro de su marco de lectura abierto y las secuencias
reguladoras de los genes adyacentes estan muy cerca del 5’ y del 3” del marco de lectura
abierto del gen F, por lo que la parte interna era un buen blanco. Expresar el gen F desde
un plasmido es eficiente para producir bacteriéfagos viables (Jaschke et al., 2012).
Integrar esta secuencia en el genoma de E. coli permitiria replicar fagos deficientes del
gen F. Se eligi6 al bacteriéfago ¢X 174 debido al tamaio de su genoma y a lo estudiado la
regulacion de todos sus genes. Para conseguir el objetivo, se construyeron 3 piezas

sintéticas.

La pieza sintética “Bac7” fue integrada en la posicién 991 a la posicién 1309
(GenBank: CP004084.1), por lo que elimina desde el sitio de unién a ribosoma del gen F
(RBS), el inicio del marco de lectura abierto del gen F (posicion 1001) y hasta una parte

central del marco de lectura abierto del gen F (posicion 1309).
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Este disefio evita la traduccion de la proteina F al no contar con un sitio de unién
a ribosoma ni el inicio del marco de lectura abierto del gen F. Se tom¢ esta posicion para
respetar los sitios regulatorios que se encuentra rio arriba del gen F y eliminar, tanto el
RBS natural del gen F como el inicio del marco de lectura para evitar su traduccion. El
gen estd regulado por el promotor pR (GenBank: M25081.1) y un sitio de unién a
ribosoma ideal para E. coli (Chen, Bjerknes, Kumar, & Jay, 1994). Un terminador
sintético fuerte que es independiente de proteina Rho (AG=-19.31 Kcal/mol), 2 codones
de termino (codon 6palo “UGA”, codon ocre “UAA”). Se agrego al disefio el promotor
del Gen D del bacteriéfago después del terminador, debido a que los genes G y H del
bacteri6fago natural, estdn regulados por el promotor del gen D y es probable que el
terminador sintético (AG= -19.31 Kcal/mol) termine la transcripcién y los genes G y H
del bacteriéfago no se transcriban. El transcrito generado naturalmente, comienza en el
gen D pasa por las secuencias terminadores de los genes J, F, G y H (Brendel, 1985). El
promotor agregado en la secuencia sintética pasa por el terminador F por lo que, al colocar

este promotor, se completa el transcrito faltante para la traduccién de las proteinas G y H.

Posteriormente se disefiaron las piezas genéticas “gen F’ y “cI”. El disefio del gen
sintético “genF” tiene el promotor lacUVS5, que es independiente de la unién de la lactosa
al sitio de unién CAP para iniciar la transcripcion por lo que se agregé para no depender
de la lactosa. Se agreg6 el sitio a unién a ribosomas del gen F y el marco de lectura abierto
del gen F natural de $X174 (GenBank: CP004084.1), el mismo terminador sintético fuerte
que es independiente de proteina Rho (AG= -19.31 Kcal/mol) usado con el fragmento

“Bac7” y 2 codones de termino (codén 6palo “UGA”, codon ocre “UAA”).
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En la pieza sintética cl, el represor de lambda estd bajo la regulacién de un
promotor constitutivo por lo que siempre se estard expresando. Esta cepa se disefi6 de esta
forma para que sea la Unica en donde el bacteriéfago ¢X174 sea capaz de completar su
replicacion. Al tener el gen F del bacteri6fago en su genoma, es capaz de otorgarle la
proteina F (complementacién) y completar su empaquetamiento. Al tener el gen ¢/ con
expresion constitutiva. es capaz de producir la proteina represora de A que regula el
promotor lambda y evita la produccién del péptido antimicrobiano Bac 7(1-35) durante la
replicacion del ADN y empaquetamiento de $X174 y por lo tanto no inducir a la muerte
a E. coli C. Los brazos homologos utilizados para todas las piezas genéticas son de 50 pb
de longitud. Murphy y colaboradores recomiendan una longitud de entre 35-50 pb para el

brazo homologo, por lo que se eligi6 la longitud de 50 pb. (Murphy & Campellone, 2003).

El vector en donde fue enviado la pieza Bac7 es el pBR322, debido a que es un
vector de bajas copias y de esta forma, reducir la toxicidad. También cuenta con el gen
que codifica para la proteina represora de lambda (cI) y evitar su produccion durante la

propagacion del vector.

pKM208 es un plasmido de bajas copias construido por Murphy y colaboradores
(Murphy & Campellone, 2003). Este vector tiene un rendimiento de 3 colonias cada
10,000 (3 x 10*). Tiene un origen de replicacién termosensible y se encuentran
aproximadamente 5 copias del pldsmido por célula, debido al origen de replicacion
pSC101 (Manen & Caro, 1991) . Este plasmido se aislé utilizando la técnica de lisis
alcalina y por la naturaleza de la propia técnica, se obtiene una gran cantidad de RNA
junto con el DNA plasmidico, por lo tanto, se obtuvo un bajo rendimiento del vector (como

se puede ver en la Figura 5).
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Debido a lo anterior, se realizé una extraccion a partir de 5 mL de cultivo, sin
embargo, la medicidn en el nano espectrofotémetro (2,000 ng/pL) no correspondia a lo
que se observaba en el gel de agarosa cuando se realizo la electroforesis de este vector atin
y cuando se traté con RNAasa (Roche), por lo que se llegd a la conclusién que en
proporcidn, las moléculas pequefios de RNA eran mucho més que las copias de DNA, que
como ya se menciond anteriormente son aproximadamente 5 copias de vector por célula
(Manen & Caro, 1991), por lo que se decidié remover estos fragmentos utilizando LiCl
(Ausubel et al., 2003). Después del tratamiento, la medicién obtenida en el nano
espectrofotometro era mucho menor que antes del tratamiento (60 ng/uL), sin embargo,
esta vez la concentracién dada por el equipo correspondia con lo observado en el gel, por
lo que se tom6 como medicién real. Tu y colaboradores, mencionan que la eficiencia de
transformacion es de 6x10° bacterias transformadas por mL utilizando diferentes cepas de
E. coli. Sin embargo, en este trabajo se obtuvieron 3 colonias utilizando 150 ng totales del
vector pKM208. Lo anterior se pudo deber a que la concentracién de DNA plasmidico era
menor a la indicada en el nano espectrofotémetro (contaminacién con RNA). Esto es lo
mads probable debido a que en el gel (Figura 7) se observa el vector con bandas definidas

e integro al no presentar barridos hacia abajo (indicador de degradacion).

Se transformé pUCS57genF y pUCS57cl en la cepa E. coli DH5a (en células
diferentes, no la misma célula) debido a que esta cepa de E. coli es apta para el
mantenimiento de pldsmidos de altas copias (pUCS7 tiene aproximadamente 700 copias

por célula).
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En diferentes geles (Figura 11, Figura 14 y Figura 15) las bandas de las muestras
no corresponden al tamafo esperado comparado con los del marcador del peso molecular
usado en cada gel. Esto se debi6 a problemas con la cdmara de electroforesis, en las que
las bandas del centro migraban menos que las de los extremos. Sin embargo, el resultado
de todos los ensayos de PCR se hicieron con primers especificos por lo que no deben de
generar bandas inespecificas. Todos los primers utilizados fueron analizados con el
programa AmplifX que permite realizar PCR in sillico y no se obtuvieron bandas

inespecificas.

Todos los fragmentos fueron sintetizados con la polimerasa de alta fidelidad
Accuzyme (BioLine) que tiene una tasa de error de 3x10° y se realizé la reaccién con

pocos ciclos (20 ciclos) para minimizar los errores de la enzima (Kadkhodaei et al., 2016).

Para realizar el protocolo PCR overlap no se purificaron las bandas
correspondientes a genF y cl, se tomaron directamente de los tubos donde se realiz6 la
PCR de alta fidelidad para amplificar ambos fragmentos. Segin Luo y colaboradores,
tuvieron mejores resultados al realizar PCR overlap de esta manera en lugar de purificar
los fragmentos del gel (Luo et al., 2013). Siguiendo este protocolo se puede observar
claramente la banda correspondiente al fragmento genF-cI con un tamaifio de 2,388 pb,
otra banda de 1,478pb y 950 pb (Figura 16). Estas ultimas 2 bandas corresponden al
fragmento genF y cl respectivamente. Al no usar primers para amplificar estos
fragmentos, probablemente fueron amplificados por los primers tomados de los tubos

donde se realiz6 la reaccion de amplificacion de los fragmentos genF y cl.
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En la Figura 17 se observa el fragmento genF-cl purificado del gel de agarosa y
no se observan las bandas correspondientes al fragmento genF ni cl, lo que indica que se
realiz6 un corte exacto del gel de agarosa donde se encontraba el fragmento genF-cl, sin
embargo, en la Figura 18 correspondiente al PCR de alta fidelidad del fragmento genF-cI
se vuelven a apreciar estas 2 bandas (genF de 1,478 pb y cI de 950 pb). Probablemente
algunas moléculas de genF y cl se quedaron atascadas junto con las del fragmento genF-
cl y en el momento de purificar esta banda, también se purificaron estos 2 fragmentos y

se logran apreciar en la electroforesis.

Para tener un cdlculo acertado de la cantidad de copias del fragmento genF-cl fue
necesario purificarlo de los demds componentes que hay en la reaccidn (enzimas, buffer,
primers) ya que estos componentes intervienen en la medicién. El kit SureClean Plus

(BioLine) fue usado para purificar este fragmento.

Posterior al tratamiento se midié con el nano espectrofotémetro dando una
concentracion de 349 ng/uL (Para llevar a cabo la transformacién son necesarios al menos

500 ng totales de DNA de doble cadena puro).

Todos los primers utilizados para la identificacion de las cepas recombinantes no
amplifican otras secuencias de su genoma, segun el programa “PCR in silico” (Bikandi,

San Millan, Rementeria, & Garaizar, 2004).

El PCR overlap se realizo para unir a los fragmentos genF y clI creando un
fragmento de 2,388 pb con brazos homdélogos (50 pb) para recombinarse en el extremo 5’
del gen lacZ. Se decidié unir a los fragmentos para hacer més fécil su seleccién utilizando

de sustrato X-Gal.
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Al inducir con IPTG, E. coli C produce la enzima [-galactosidasa que es capaz de
hidrolizar el X-Gal y por lo tanto formar un compuesto azul insoluble. (Ausubel et al.,
2003). Al dirigir la integracion en este locus, se truncé la enzima f-galactosidasa, por lo
que la cepa de E. coli C transformada fue incapaz de producir esta enzima de manera
funcional y de hidrolizar el X-Gal y por lo tanto se generaron colonias blancas. Para
realizar la seleccion de la colonia transformada se prepararon 40 cajas Petri con X-Gal e
IPTG. En pruebas anteriores, se concluyé que diluyendo un cultivo de E. coli C con ODgoo
de aproximadamente 0.5 en una proporcién 1:100 y sembrando 100 uL, se podian contar
alrededor de 500 colonias de E. Coli C. Por lo tanto, en 40 cajas Petri crecerian 20,000
colonias, lo que nos permitiria tener aproximadamente 6 colonias transformantes tomando
en cuenta que la eficiencia de transformacion de 3 células cada 10,000 que se obtiene

utilizando el sistema de pKM208 (Murphy & Campellone, 2003).

En la Figura 21 se muestran los ensayos de lisis con diferentes cepas de E. coli. Se
utilizo la cepa E. coli C como control negativo para observar la lisis natural. La cepa E.
coli C pPKM208, que fue la cepa de donde se parti6 para realizar la transformacion con el
fragmento genF-cI la cual presento lisis de manera similar a la E. coli C. E. coli DH5a no
es susceptible a la infeccion del bacteriofago ¢X174 por lo que se usé como control
negativo para observar el crecimiento de la bacteria sin lisis y finalmente, la cepa E. coli
C genF-cl también presento lisis, pero en menor medida a la de E. coli C. Al presentar
lisis, nos indica que se trata de la cepa E. coli C pura, ya que este cultivo partié de una
sola colonia de la caja Petri donde se tenia cultivada E. coli genF-cl (Figura 21). Por lo

que no puede haber contaminacién con otras cepas.
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

En este trabajo se lograron disefiar las 3 piezas sintética genF, Bac7 y cl,

las cuales fueron sintetizadas en pUCS57 (genF y cI) y pBR322 (Bac7).

Se logré transformar el vector pPKM208 en la cepa E. coli C.

Se transformé el vector pUCS57genF en la cepa E. coli DHSa para

conseguir la propagacion del vector.

Se logré transformar el vector pUCS57cl en la cepa E. coli DH5a para

conseguir la propagacién del vector.

Se consiguid unir los fragmentos genF y cl mediante el procedimiento de

PCR overlap para crear el fragmento genF-cI con un tamafio de 2,388 pb.

Utilizando el sistema A-Red presente en el vector pKM208, se construyd
la cepa E. coli C genF-cl integrando el fragmento genF-cl en el locus de

lacZ y se selecciond utilizando X-Gal e IPTG.

La cepa E. coli C genF-cl recién construida conservo la susceptibilidad a

la infeccién por el bacteriéfago $¢X174.
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