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RESUMO

Adiversidade da vida é gigantesca, em todas suas infinitas formas de expressao
e ao longo da existéncia da espécie humana ndo foi excecdo, pois muitas
culturas existiram e continuam existindo com uma infinidade de modos de ser e
existir, que tem levado a uma rica diversidade cultural planetaria, que em algum
momento, em regides como Ab’ya’ Yala’ ("Ameérica") e outras regides do planeta,
processos de colonizacdo e dominacado foram vivenciados por determinados
grupos, que tentaram inibir a diversidade cultural. Apesar de todas as limitagdes
impostas, as culturas antigas, cada uma no seu contexto e realidade,
desenvolveram diferentes tipos de estratégias de preservagao, para poder
transmitir sua sabedoria as proximas geragdes. Essas estratégias incluem
transmissao oral, praticas culturais secretas, alimentagao, vestimentas proprias,
preservagao da linguagem, diferentes tipos de expressodes artisticas, criagcao de
materiais musicais e audiovisuais e muito mais. Este trabalho tem como objetivo
propor a biologia sintética ao lado da bioarte feito com bactérias Escherichia Coli,
como uma nova forma através de micro-organismos vivos, para preservar e
difundir o “ojer Mayib' tz'ihb" (Escrita Hieroglifica Maia’), criando assim uma nova
forma de sentipensar a arte antigo entrelagada com organismos vivos
modificados, sendo uma expressao intersemidtica transdisciplinar que valoriza
conhecimentos antigos e novos. Os primeiros hieroglifos maias foram
desenhados, usando bactérias Escherichia coli DH5a-pSB1K3-mRFP1 e
Escherichia coli DH10b-pSB1C3-BBa_k608008 em placas de Petri com meio
sélido LB e N/A.

Palavras-chave: Estratégias de Preservagdo, Escrita Hieroglifica Maia,
Transdisciplinaridade, Biologia Sintética, Bioarte.
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RESUMEN

La diversidad de la vida es gigantesca, en todas sus infinitas formas de
expresarse y durante toda la existencia de la especie humana no ha sido la
excepcion, ya que han existido y siguen existiendo muchas culturas con una
infinidad de formas de ser y existir, lo que ha llevado a unarica diversidad cultural
planetaria que, en algun momento, en regiones como Ab’ya’ Yala’ (“america”) y
otras regiones del planeta, se han vivenciado procesos de colonizacion y
dominacion, por parte de ciertos grupos que han intentado inhibir la diversidad
humana. A pesar de todas las limitantes impositivas diseminadoras, las culturas
milenarias, cada una en su contexto y realidad han desenvuelto distintos tipos
de estrategias de preservacion, para poder transmitir su sabiduria a las proximas
generaciones. Estas estrategias incluyen la transmision oral, practicas culturales
secretas, Alimentacion, vestimenta propia, preservacion de idiomas, distintos
tipos de expresiones artisticas, creacion de materiales musicales y audiovisuales
y mas. En este trabajo se pretende proponer a la biologia sintética junto al bioarte
realizado con bacterias Escherichia Coli, como una nueva forma viva, para
preservar y divulgar el “ojer Mayib’ tz’ihb™ (Escritura Jeroglifica Maya’). Creando
asi una nueva forma de sentipensar arte milenar entretejido con organismo vivos
modificados, siendo asi una expresion inter semidtica transdisciplinar que
valoriza conocimientos antiguos y nuevos. Se disefiaron los primeros Jeroglifos
mayas, utilizando bacterias Escherichia coli DH5a-pSB1K3-mRFP1 'y
Escherichia coli DH10b-pSB1C3-BBa_k608008 en placas de petri con medio
solido LB y N/A.

Palabras Clave: Estrategias de Preservacion, Escritura Jeroglifica Maya’,
Transdisciplinariedad, Biologia Sintética, Bioarte.
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ABSTRACT

The diversity of life is immense, in all its infinite forms of expression, and
throughout the entire existence of the human species, this has been no exception.
There have been and continue to be many cultures with an infinity of ways of
being and existing. This has led to a rich planetary cultural diversity, where, at
some point, in regions like Ab’ya’ Yala’ ("America") and other parts of the planet,
processes of colonization and domination have been experienced by certain
groups that have attempted to inhibit human diversity. Despite all the
disseminating impositions, ancient cultures, each in their own context and reality,
have unfolded different types of preservation strategies in order to transmit their
wisdom to the next generations. These strategies include oral transmission,
secret cultural practices, unique cuisines, preservation of languages, various
forms of artistic expression, creation of musical and audiovisual materials, and
more. In this work, the aim is to propose synthetic biology along with bioart using
Escherichia Coli bacteria as a new living form to preserve and disseminate "ojer
Mayib’ tz'ihb™ (Mayan Hieroglyphic Writing). This creates a new form of millennia-
old art intertwined with modified living organisms, thus becoming an inter-semiotic
transdisciplinary expression that values ancient and new knowledge. The first
Mayan glyphs were designed, using Escherichia coli DH5a-pSB1K3-mRFP1 and
Escherichia coli DH10b-pSB1C3-BBa_k608008 bacteria in petri dishes with LB
and N/A solid medium.

Keywords: Preservation  Strategies, Mayan  Hieroglyphic  Writing,
Transdisciplinarity, Synthetic Biology, Bioart.
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RESUME

La diversité de la vie est immense, dans toutes ses formes infinies d'expression,
et tout au long de I'existence de I'espéce humaine, cela n'a pas été une exception.
Il'y a eu etil continue d'y avoir de nombreuses cultures avec une infinité de fagons
d'étre et d'exister. Cela a conduit a une riche diversité culturelle planétaire, ou, a
un moment donné, dans des régions comme Ab’ya’ Yala’ ("Amérique") et d'autres
parties de la planete, des processus de colonisation et de domination ont été
vécus par certains groupes qui ont tenté d'inhiber la diversité humaine. Malgré
toutes les impositions disséminatrices, les cultures anciennes, chacune dans son
propre contexte et réalité, ont déployé différents types de stratégies de
préservation afin de transmettre leur sagesse aux générations futures. Ces
stratégies incluent la transmission orale, les pratiques culturelles secrétes, les
cuisines uniques, la préservation des langues, diverses formes d'expression
artistique, la création de matériaux musicaux et audiovisuels, et plus encore.
Dans ce travail, I'objectif est de proposer la biologie synthétique en association
avec le bioart utilisant les bactéries Escherichia Coli comme une nouvelle forme
vivante pour préserver et diffuser I'écriture hiéroglyphique maya, le "ojer Mayib’
tz’'ihb™. Cela crée ainsi une nouvelle forme d'art millénaire entrelacée avec des
organismes vivants modifiés, devenant ainsi une expression inter-sémiotique
transdisciplinaire qui valorise les connaissances anciennes et nouvelle. Les
premiers glyphes mayas ont été congus en utilisant les bactéries Escherichia coli
DH5a-pSB1K3-mRFP1 et Escherichia coli DH10b-pSB1C3-BBa_k608008 dans
des boites de Pétri avec un milieu solide LB et N/A.

Mots clés: Stratégies de préservation, écriture hiéroglyphique maya,
transdisciplinarité, biologie synthétique, Bioart.
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1 INTRODUCCION Y JUSTIFICACION

A partir de la existencia de la especie humana en la Tierra han existido miles de
poblaciones humanas, las cuales se han desarrollado a lo largo y ancho del

planeta.

Esto ha permitido contar con una grandisima diversidad de culturas, cada tipo de
cultura desde la antigiedad se ha configurado a partir de: su entorno ecoldgico,
su geografia, su dieta alimentar, su idioma, sus propios fundamentos de

pensasentir para abordar la vida.

A raiz de esto ha generado que existan una infinidad de formas distintas de

abordar y entender la vida.

La diversidad de culturas que esta presente en la especie humana hace que
cada cultura conforme el pasar del tiempo, desde las poblaciones mas antiguas
hasta las mas actuales. Se hallan y se siguen expresando de diferentes maneras,

ya que cada cultura ve, interpreta y aborda la vida de distinta manera.

Conforme se ha desarrollado la historia de los seres humanos algunas culturas
han sufrido procesos de dominacién y colonizacion, para intentar diseminarlas o

hasta exterminarlas, por el hecho de ser distintas.

La region de Ab’ya’ yala’ (“América”) no ha sido la excepcidon ya que con el
avance de los europeos por “conquistar y controlar” se vivid un proceso de

colonizacion hace aproximadamente 528 afios gregorianos.

En donde a la llegada de los mencionados se ha intentado desaparecer a los
millones de personas que habitaban esta region. A Través de la imposicion del
idioma, la religion, la idea de estado-nacion, la introduccidn del dinero, la

demonizacién de la forma de sentipensar, etc... a tal grado de cometer
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genocidios jamas antes visto en la historia de la humanidad (Yasnaya Aguilar
2023).

A pesar de toda la invasion abusiva, sangrienta y armada llevada a cabo por los
europeos en la region, que hasta el dia de hoy tiene secuelas profundas, no
lograron erradicar en su totalidad las culturas que habitan esta regién (Menchd,
R. 1983).

Y asi como la madre naturaleza encuentra formas para siempre expresarse, de
igual manera las poblaciones de humanos reprimidas, encontraron varias
estrategias para mantener su propia cultura y transmitirla a las generaciones

siguientes.

Dentro de las estrategias que se han ido implementando por varias culturas
ancestrales durante los ultimos 500 anos para preservar las distintas formas

propias de sentiexpresarse, se puede mencionar:

1) La transmisién del conocimiento a través de la oralidad de generacion a
generacion (Ak’abal, Humberto, 1998); 2) la realizacion de nande reko
(habitos/practicas de vivir) culturas ancestrales (aunque la mayoria de veces de
manera secreta para no sufrir represion); 3) la creacidon y utilizacion de
vestimenta propia, basada en las bases y fundamentos del pensasentir milenario
(Barrios., Lina., et al); 4) la alimentacion a base en su gran mayoria de plantas
domesticadas y alimentos propios con un alto valor espiritual/cultural; 5)
Mantener vivos las idiomas a través del habla como de la ensefianza a las
nuevas generaciones (P. J. A. Walter 2021); 6) la union de practicas
“espirituales”, dada entre la union de lo que ya practicaba en la regién sumado a
las practicas que se introdujeron; 7) El uso de fonemas de idiomas de la region,
dentro de los idiomas que fueron impuestos; 8) creacién de diferentes tipos de
expresiones artisticas con herramientas modernas (P. J. A. Walter 2021); 9) la
creacion de materiales audiovisuales y musicales con instrumentos originarios

junto a las nuevas tecnologias (Q’ajom tz’utuj 2019); 10)creacion de centros de
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estudios autdnomos indigenas,;11)transcripcion de conocimientos orales a libros
(Ak’abal, Humberto, 1998), 11) elaboracion de aplicaciones para el aprendizaje
de: idiomas, sistemas de numeracion, ciclos de tiempo, sonidos onomatopéyicos
originarios (M.G.A. William 2022)

Estas estrategias mencionadas y entre tantas otras que existen, se han ido
creando en relacion al contexto, época y lugar geografico, percibiendo asi que
siempre se han buscado formas para mantener de alguna u otra manera las
culturas vivas. Conforme todo esta en flujo de cambios constantes, las diferentes
estrategias también van mudando en funciéon a los seres que las crean y

ejecutan.

Yendo en esa forma de pensasentir es sabido que los seres humanos nacidos,
como producto de la colonizacion hasta hoy en dia, la mayoria, comparten un
coctel de genes que les hace ser los seres humanos mas “modernos” y diversos

posibles en la historia de la humanidad.

Ya que se juntaron los genes introducidos por los hombres (en su gran mayoria)
que llegaron de Europa y los genes de las mujeres (en su mayoria) que ya
habitaban esta region, dando vida asi a una mega diversidad genética

impresionante.

Esta mega diversidad permite tomarle, como base y traer estrategias que
propicien la preservacion de las culturas antiguas, usando conocimiento de las
poblaciones antiguas junto al conocimiento moderno occidental que se desarrolla

dentro de las universidades actuales.

Partiendo de esta premisa es que nace la idea de proponer una estrategia a partir
de conocimientos antiguos y modernos, para crear algo nuevo nunca antes
propuesto, acorde a la diversidad genética de las y los seres nacidos en esta
region “Ab’ya” yala” (“América”).
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Primeramente, comenzando con lo mas actual, se tiene a la biologia sintética, la
cual es un campo bien moderno que permite la comprension y manipulacién de
seres biologicos con el propdsito de suplir algunas necesidades que se hayan
detectado para facilitar la vida al ser humano y que los sistemas bioldgicos sean
mas faciles de “controlar y manipular’, como a la vez crear organismos o
funciones dentro de organismos que no existen de forma habitual en la
naturaleza. (Pleiss et al. 2006; V. de Lorenzo et al. 2008; J. Calvert et al. 2013).

Dentro de las tantas aplicaciones que se tiene con la biologia sintética, se
encuentra el Bioart, el cual es un area artistica diversa transdisciplinar
heterogénea que permite la utilizacion de diferentes tipos de organismos vivos
ya anteriormente manipulados o no manipulados, interrelacionando Ila

biotecnologia y el arte.

Creando asi nuevas formas para distintas interpretaciones artisticas en
laboratorios, con el apoyo de procesos y conceptos cientificos (Cooper et al.
2010; Vaage et al. 2018).

Ademas de que la Bioart apoya en la divulgacion y difusion cientifica de una
manera mas visual y divertida, quiebra el paradigma que no puede existir relacion
entre arte y ciencia, propicia la descentralizacion de la ciencia permitiendo crear
colaboraciones entre artistas y cientificos como la participacion publica,
generando asi mas acceso para la poblacién en general (Dumitriu et al.2021;
Hamidi et al. 2021)

Segundo, viajando hacia la antigiedad, es conocido que durante toda la historia
del ser humano han existido pocos lugares donde se origind los diferentes
sistemas de escritura creados por las diferentes culturas, dentro de los lugares
de origen hasta ahora registrados se tiene: China, Sumeria, Egipto, Valle del
Indo, posiblemente la Isla de Pascua y “Anawak” (“Mesoamérica”) (L.G.G Alfonso
2010; V.G Erik 2020).

“Anawak” siendo un area geografica que cuenta con muchas culturas, fue la cuna

para el desarrollo de muchos sistemas de escritura dentro de los cuales se puede
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mencionar: Escritura Olmeca, Zapoteca, Epi-olmeca, Nuine, Mixteca, Nahuatl,
Mixeca, Maya, entre otros (V. G. Erik 2020).

El “ojer Mayib’ tz'ihb™” (sistema de Escritura Jeroglifico Maya’) fue el sistema de
escritura mas complejo que se desarrollé dentro del “Anawak”, este complejo
sistema de escritura funciona de forma béasica a través de combinar
silabogramas (jeroglificos/signos fonéticos silabicos con ausencia de significado)
y logogramas (signos que poseen un significado completo) (Grube 2001, Coe &
Stone 2005; V. G. Erik 2011; P. J. A. Walter 2021).

Las evidencias mas antiguas que se tienen sobre el uso del sistema de escritura
jeroglifica Maya’, datan aproximadamente en el siglo Il a. C., ubicado en los
murales artisticos en la denominada Estructura 1, dentro del grupo “Las pinturas”
en San Bartolo, Petén Central, “Iximulew” (“Guatemala”) (Kettunen y Helmke
2011, V. G. Erik 2011)

Basado en lo anteriormente expuesto, este trabajo visa proponer, a la biologia
sintética junto al bioarte, como una nueva forma molecular de preservar, valorizar

”m

y divulgar la “ojer Mayib’ tz’ihb”, creando la unién de la biologia sintética
(conocimiento nuevo) y la “ojer Mayib’ tz'ihb™” (conocimiento antiguo) , dando
como resultado una nueva expresion ch’ixi’ (Rivera Cusicanqui, Silvia 2019)
transdisciplinar que entreteje ambos conocimientos, sin desvalorizar a ninguno
de los dos, si no por el contrario valorizando ambos conocimientos y creando

algo totalmente nuevo y diferente.

Versdo Final Honol ogada

09/ 11/ 2023

06: 14



20

2 OBJETIVOS
2.1 General

e Construccion de los primeros circuitos bioldégicos que expresen

cromoproteinas coloridas dentro de bacteria Escherichia coli

2.2 Especificos

e Crear propuestas transdisciplinarias dentro de UNILA en donde se pueda
entretejer las ciencias humanas como las ciencias exactas.

e Crear nuevas ideas que descolonicen las ciencias exactas a través de la
introduccién de sentipensares que parten de la milenariedad.

e Crear un nuevo espacio en donde sea posible que laboratorios de biologia
molecular puedan ser galerias/ espacios de arte y que las galerias/
espacios de arte puedan también ser laboratorios de biologia molecular.

e Promover una nueva didactica para la divulgacion y funcionamiento de la
escritura jeroglifica Maya’, como también una nueva didactica y forma de
divulgacion de la biologia sintética.

e Proponer al medio de cultivo solido en placas de petri, como una nueva
superficie para la escritura de jeroglifos.

e Propiciar la descentralizacion de la biologia sintética como la Escritura
jeroglifica maya’.

e Proponer a la bioarte como una nueva y moderna forma de preservacion
y transmisioén de la escritura jeroglifica Maya'.

e Ultilizar a la biologia sintética como una herramienta transdisciplinar
cientifica/cultural.

e Promover a la biologia sintética como una nueva herramienta de

empoderamiento para el conocimiento milenar.
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3 METODOLOGIA
3.1 Metodologia Computacional

3.1.1 Seleccién de piezas bioldgicas de los kits IGEM
Materiales:

e Laptop Lenovo Intel(R) Pentium(R) CPU 5405U @ 2.30GHz 2.30 GHz
e Excel 2022

Para la seleccion de las piezas biologicas se utilizd los documentos de Excel
(IGEM 2021) que contienen las piezas bioldgicas disponibles, la busqueda se
realizd primeramente ingresando al documento formato Excel, seguido dando
click en la opcidn “Buscar y seleccionar”, la fotografia O hace referencia, luego
digitando la palabra clave “chromoprotein” , al obtener el resultado de la
busqueda, se clico en toda la fila de la cromoproteina de interés y se coloco color
de relleno para su seleccion (se repitid el mismo procedimiento para todas las

cromoproteinas de interés. (Synfronteras, 2021)

Fotografia 0. Busqueda de piezas biolégicas de interés en kits de IGEM

Busear y reemplazar ? x

Butcar Eeemplazad

I Byscar chromapratein "I
Opdianes » >

Buscar tgdes | Buscr slguiente Cerrar

Libra Haga Hombre Celda Valar Fdim..,

2021 Kit Fiste Galss 2027 Kit Plate & SPS100  ipidPink pink chromaprotein @nd RES)

2021 Kit Piate fdsx 2021 Kit Plate & SPE102  asPink pink chromoprotein (ind RES)

2021 Kit Piste Godex 2021 Kit Plate & SPE114 tsPurple purple chromoprotein

2027 it Plate Saxlse 2027 it Plate & SPE11E  gfasPusple purple chremoprotein fincd REBS 123110y

2020 Kit Plate Sl 2027 Kit Mate & SPE118  asPink pink chromoprotein fing RES 123110}

2021 Kit Plate Galsx 2027 Kit Plate & SP5120  aeBlue blue chromopratein finc RES 123110

2027 Kit PLate Balge 2027 Kit Plate & SPE122  aeBlue blue chromopratein find RES)

2021 Kit Piste Golsw 2027 Kif Plate & SF3124 amillP bluefpurple chromoprotein (ind RES)

2021 Kit Plate Galex 2021 Kift Plate & SPEIZE  amilGFP yellow chromoproten find RES)

2021 Kit Piste Gualix 2027 Kit Plate 6 $P5153  Condtitutively expresied diromoprotein efarRed

2021 Kit Piste folsx 2021 Kit Pate & SPE164  Constitutively expressed chromoprotein amilGFP

2021 Kit Piste Galsx 2027 Kit Plate & SPE1GE  Comstitutively expressed chromoprotein gillue

2027 it Plate Bz 2027 Kif Plate & SP51ES amilP blue chremoprotein with strong promoter

31 raldafcl sncantoadac

Fuente: Autor

Fotografia 1. Seleccion de cromoproteinas de interés dentro de Excel

taenerator

MO sequence Ino FOFD -2 Cl (434) [2U10b)
wﬁw Reporter

No sequence info asPink pink chromaprotein (incl RBS J23110)
Mo _seauence infn PoPS 2 (41A71

S

1/0K enerator No sequence Info HokS —> Tetk [S0
122/0K Reporter 2 No sequence info aeBlue blue chromoprotein (incl RBS)
123/0K Regulatory 1 Mo sequence info Promoter (cinR and HSL regulated RBS+)
Reporter 2 No sequence info amilCP blue/purple chromoprotein (incl RBS)
Regulato 4 No sequence info Promoter (Penl requlated

Fuente: Autor
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3.1.2 Construccion de plasmidos dentro de las plataformas benchling y
Snapgene

3.1.2.1 Construccion de plasmidos dentro de la plataforma Snapgene

SnapGene es un software que esta disefiado para propiciar la visualizacion y
manipulacion de secuencias de ADN y ARN, como a su vez permite el disefary
simular distintos experimentos relacionados con la biologia molecular. El
software es muy utilizado dentro de los laboratorios de biologia molecular. Ya
que ademas de ser muy versatil te permite su utilizacion con licencia gratuita de

1 mes con todas las caracteristicas habilitadas. (SnapGene,2023)

Materiales:

e Laptop Lenovo Intel(R) Pentium(R) CPU 5405U @ 2.30GHz 2.30 GHz

e Programa Snap gene
e Plataforma Benchling

Dentro de aplicacién Snapgene se creé un nuevo “file” se clicko en “New DNA or RNA”
file,la fotografia 2 hace referencia. Se abrié Benchling y dentro de Benchling a clicko en
la pieza biolégica BBa_K1033928-aeBlue (por ejemplo), enseguida se dio click derecho
y se copio la secuencia aeBlue (por ejemplo), fotografias 3 y 4 hacen referencia. Se
volvié a Snapgene y en la opcidon “Create a sequence” se pegd la secuencia de DNA
(aeBlue por ejemplo), se le coloco un nombre (aeBlue) a la secuencia y se clico en
“‘créate”, la fotografia 5 hace referencia. En la secuencia se clico en la opcién
“Sequence” y se seleccion6 toda la secuencia de DNA (aeBlue en este ejemplo), la
fotografia 6 hace referencia. Seguidamente se clico en “Features”, luego en “Add
Feature” se nombré como aeBlue, luego se le coloco color azul, las fotografias 7 y 8
hacen referencia. Al término de este proceso se volvid a la plataforma Benchling, se
selecciond el plasmido “backbone” (pSB1K3) y se descargd en formato Genback.(gb),
nuevamente se volvio al program Snapgene, se dio click en la opcién “Open File” y se
abrié el archivo recién descargado de formato (gb), la fotografia 9 hace referencia, ya
teniendo las dos secuencias de DNA listas (pSB1K3 y aeBlue) se da click en la opcion
“Actions” seguido en “Gibson Assembly” y luego en “Insert Fragment”, la fotografia 10
hace referencia, lo siguiente fue que se seleccioné dentro de la ventana “Vector” la
secuencia que se quiso extraer, la fotografia 11 hace referencia, consecutivamente en

la ventana “Fragment” se clico en “Please choosee” y se selecciono el “file” aeBlue
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(para este ejemplo), la fotografia1l2 y 13 hacen referencia. En la tercera ventana
“Product” se clico en la opcion “Choose Overlapping PCR Primers” y se seleccion la
opcion “15 to 25 overlapping bases” y se clico en Choose Primers”,La fotografia 14 hace
referencia, ya para su finalizacion se le coloco nombre pSB1K3-aeBlue y se clico en
“Assemble”, las fotografias 15 y 16 hacen referencia. Este mismo procedimiento descrito

anteriormente, se repitié para cada parte bioldgica de interés. (Rojas, C. A. et al.,,
2023)
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Qpen Files.. Ctrl+0
Open Becent Fils .
Clerser Thl+W
Clase All Ttil+Shift W

Save

Chrl+Shift+N

Fotografia 2. Inicio de Plataforma Snapgene

' ' SnapGen

Versien 7.0.2

Save Ac.. Ctrl+Shift+5
Impcrt .
Batch Convert File Format... Recent projects
Hatch Trim File Higtariat. R T

Ctrl+Shift+P

Ctrl+P .

Get started with SnapGene

Exit Cil+0

I Get Started

Fuente: Autor

Brief Tour of
SnapGene

Use Actions to
Plan and Predict

~ Cloning tutorials

Recent files
E5 Open File.,

Master the basics of Snaplisne with viden tutarials

How to Create, Open
and Import a File

Use Tools to
Analyze and Verify

Leam the steps required 1o perform the mast comman doning techniques in SnapGene

Annotating
Sequences

Setting Your
Preferences

Fotografia 3. Seleccion de secuencia aeBlue dentro de la pieza BBa_1033928

BBa_K1033928-acblue (760 bp)
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Cvigl Y
I
BspCNI BmtI
Rial MNhel BzeRT
tagrtactazagssagsggazasatactagytgectioacts
*gtta at atga'tEtctttctcctctttatga‘tFtactgaagtgaci
f—ro
g aeBlue
BBa_123119 | Br
T T 1 T T Hh
50 Bsj
R
Tyl
Tsp4s1 Boa
A
Bsrl Ms1I Sty
gijtzsazaaggratatacatogaasteacsatagasgea scggtoaccatitosagtgtatagzas gd_e;
aattttttctgtadacgtagttttactgctaccttocttgtiatttgecagtgetaaagttcacacatocte thtl
» - »
==1
» seBlue ES
i 54481 e
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28 58 188 11@ 12¢ 138 148
4
Bspl12B61
anll
Eco0188I 2eGL
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Fuente: Autor
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Fotografia 4. Secuencia completa de DNA aeblue dentro de Benchling

Fuente: Autor

Copy special

The following bas2
Click the sequence type Y Bld llke to copy.

DMNA sequence

atgoctteactgpttasaaaagacat
etgeatcasaatgacpatppaageaa

cagtaaacggtcaccattteaagiet
ptaggagaagrcgaarecaaaccatt
tgaagpracccagptyyasaagatac

AA translation

MASLVKKDMCIKMIMEGTVNGHHFKC =
VGEGEGKPFEGTQVEKIRITEGGPLP
FAYDILAPCCMYGSKTFIKHVSGIPD
YFKESFPEGFTWERTQIFEDGGYLTI
HODTSLQGNNF IFKVNVIGANFRANG

-
RMA sequence

auggcuucacugfuuasdasagacau =
FugraucasaaugacgaugEaageas
CAEUAAACEEUCECCAULUCAEEUZU
guaggagasgEcgasgecasaccauy
UgaafEracCCagiugyaasagausc "

3

e sequence.

DMA reverse complement

ttattagtgatgecctaatttacteg *
gtgecgecteacagtaacgpgeeace
getgactegtattgtteataaaattt
accttgtteagettteasasteteas
tgegatgatececassatgaaattee =

AA reverse translation

LLVMP#FTRCRLTVTGHR=LVLFIKF  ©
TLFSFQNLNAMIPKMKFRHVNCTGWL
ARTIGSAQVGROMIALSAFQGHQALT
TODAVPRIKHLNARFPSSCFFLHHGT
VCREVGTDDINFENKIITLKARVLWY

o~
RMA reverse complement

UUSUUEZUZaugCCCuUdauuuacucy i
ZUgCCECCUCACaguUaacEgECCacc
ECUZACUCEUSUUEULCAUSSSAUUL
aCCuuguucagcuLuCEIasuICUCas -
UZCeaugauCCCCaasauiaaguucc o

&

Additional options when copying the sequence or its reverse complement inside Benchling:

Fotografia 5. Secuencia completa de DNA dentro de un nuevo file en Snapgene

Fuente: Autor
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Fotografia 6. Seleccion de secuencia completa DNA aeBlue

(= aeBlue.dna M I
®- C | K O O 2 8
Save U edo | Cut Copy Paste Window  Print
Selected: 1..699 = 699bp  [47% GC] = 699 bp (DNA)
hd
: - 10 201 30 40 50 60 70! 80
= Pcil
— Start (0) AFILIL MsIL BstELL
= Gﬂl |
.
.. 5 ?tgg§ttca?tggtFaaaa?agac§tgtg?atca§aatg?cgatggaag?aacagtaaa?ggtc§ccat?tcaagtgtg? o
)- 3’ taccgaagtgaccaattttrtctgtacacgtagttttactgctaccttccttgtcatttgccagtggtaaagttcacaca
== Apal
i BanIl
BaeGI
KflL Bspl2861
PspOMI

iPpuMI |Bme15801

= aggagaaggcgaaggcaaaccattltgaagggacccaggtggaaaagatacgcatcactgaaggtgggcccttaccatttg
b + + t t t + + + + 160
CCA
o

tcctettccgettecgtttggtaaacttccctgggteccaccttttctatgecgtagtgactticcacccgggaatggtaaac

BspEL
Bsawl

cgtatgatattttggeccctrgrtgecatgtatggcagtaaaaccttcattaagcatgtgtegggtattccggattacttee
A : ; : ; : 7 : A : ; : ; : ; ;

t t } t t } t t 240
gcatactataaaaccggggaacaacgtacataccgtcattttggaagtaattcgtacacagcccataaggcctaatgaaa
|Bsu3GI
aaggagtcttttcctgagggcttracctgggaaagaacacaaatcttcgaggatggcggctatctcaccatacaccagga
. ; ; : f . i . S

+ t . } + } + + + + + + + + t 4
ttcctcagaaaaggactcccgaaatggaccctttettgtgtttagaagetcctaccgecgatagagtggtatgtggtect

Unique 6+ Cutters (Nonredundant)
B Map Enzymes

Sequence Features Primers History & Description Panel

Fuente: Autor

Fotografia 7. Afladiendo caracteristica a la pieza biolégico aeBlue

I seBlve.dna’ (Linear / 639 bp) ___-. - o W
file Eoit \iew Epzymes in
b e ] — |
™ o | |
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- i
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i 50 Intrans v a0
O Codons ’ E‘;aatCttttctﬂtacﬂcgtaﬂttttactﬂctaccttCcttﬂtCatttﬂccaﬁtﬂnta!auttcﬂcﬁca
Show o Hide Fastures ' i
Show or Hide Feature Types.. BanIl
Sort Fenture Ut BaeGI
Kill Bap12B61
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Fuente: Autor
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Fotografia 8. Seleccion de color azul para aeBlue

Features Primers Actions Jools Window Help
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Fuente: Autor

Fotografia 9. Descarga de pSB1K3 en formato Genbank
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Comvert Non-Standard Annotation Types

B

II
fipa 1 Psrl stBI Bael 5iWI
k;ai’“ﬂl;i[!;aiilﬂﬂ‘g: sEl-idar s-Eraas st ERE M-SR A EEN R EE pdn-giat "gaTn
t’fraa:’ats:c“r"a:vr’l’_ cag:gcf’":."’:r__ccsc:l. acticcagcaggcatgr
i

TN Y B c SN o HEEEES - 15 : B: e
Ll

PaeRTI

Fuente: Autor
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Fotografia 10. Inicio de Gibson assembly dentro de Snap gene

% psbika.gh® (Circutar 3273 b

= =] *®
file Edit Yeew Epzymes Featpes Primers Toals Window Help
9 | (¥ sebived striction and Insertion Claning L |+
T Linear Ligation..
o fokder opened : &~ | ben & @ =
4 " S . i Wndiw  Prnl
P::Jnd:.ns and subloldars will be POR Tutarial Videa
posing Overtap Extension PCR. © 3273 bp (DNA)
X Mutagenssis.. Cil+l 3 features are not displayed
e etic DNA ~ [ | Confirmed expenmentaliy

“r Fle = Gibson Assembiy®
=
= In-Eusion® Cloning
- NEBuder® HiFi DNA Assembly
] : Té or GC Claning
TOPO® Cloning
rd Linearize..
3 Convert to Single-Stranded...
nneal Oligos.
faam) o i
LE vl Make RMA
g Make Protein..
ceh (2551) Smal
0 a0y TspMI - Xmal
(2512} EcoNT
{2500) Sspl

(2427) AsiSI - Pyl
:2405) BsmBI - Esp3T

Unique 6+ Cutters (Monredundant)

Labaoratory Host

1 (214
. Assembie Multiple Fragments.. hhd.[ (284)
e s e | Bactenal Transformatson Strain:
ibson moty® Tutorial Video RsrIT (501) Unspecfied
Btgl - Neol - Styl (523) ee
M:IM (613) Methylation
Mall (645) = 3 £
BstXT (647) Dam™ Dom” EcoKl Change..
SgrAl (771)
B T1 terminator Deescriphion:
Bmrl (865) For course in ~"Synthetic Blogy: A Lab
Manual™,
. - T71e terminator
Spel (343)
N Pstl [967) Created: Last Moditied:
his aperon terminator 25 de jul de 2023 25 de jul de 2023
" L4440 ihccession Number Code Numben
Pl (1160)
“Mspl {1164)
DrdI [1268) Sequence Author:

BaVI (31363)
HaeTl (1208]

l‘ Get Started 2 B Map Seguence  Engymes  Fealures

Fuente: Autor

Bse¥l [1264) Komments
\ PspFT (1458) Imported using the Genbank importer. File
Apall [1474) name: addgene-plasmid-118082-
BaeGl - Brnel5B01 [1478) sequence-252166.gbk
AlwWNI [1576)
T fmrmnc s
Primers History

Fotografia 11. Seleccion de secuencia que se extrajo de plasmido pSB1K3

I' Gibson Assembly®: Insert Fragment

&% [e=f x

ile Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help
I;>[ Vector JFragment Product
Selected: MRFPL (105 ..782 = 678bp)  [50% GC] © 3273 bp | Vector
== i e T i > s v ey | ‘psbragb -
i I ial terminator! R X \ | _BsiWI (214) 3 features are not displayed
L pBRforEco. - \ AhdI (284) © Linearize by PCR
N 1 ]
() Linearize with restriction enzymes
(3022) Zral—

(3021) BsaHI——

(2959) Dralll
(2935) BsrDI —

5 (3024) Aatll- e NY [
b
4

= (2844) BpmI ~ =
A (2774) Banll —__—
= (2768) Nrul

(2732) BspDI - Clal
(2609) Earl ~
(2551) Smal
(2549) TspMI - Xmal
(2512) EcoNI
(2500) SspI
(2427) AsiSI - Pvul
(2405) BsmBI - Esp31

Unique 6+ Cutters (Nonredundant) |

Q Map  Sequence  Enzymes  Primers
Primer 1: v
5+
[ 5 Phosphorylated
Primer 2: ¥
5

() 5 Phosphorylated

Fuente: Autor
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. PspFI (1468)
ybrdzaton PSR =

_RsrII (501)
" _Btgl - Ncol - Sty (523)
_PshAT (613)
- M 5)

Use directly as the linearized Vector

Polymerase for making linearized Vector:

Creates Blunt Ends b
! 1 terminator| W Fragment Size (bp)
~Bmrl (865) &

~Spel (949) To choose PCR primers
 (EiEnECENE automatically:
PstI (957) 1. In the Vector tab, select the site
~ (i G ETON T TnBT0r of insertion or the region to be
] |his operon terminator| ol
L4440

2. In the Fragment tab, select the
region to be amplified and
choose the orientation.

" Pdl (1160)
“Nspl (1164)

" DrdI (1268)

_ BGVI (1363)
Haell (1408)

Bse¥I (1464)

3. In the Product tab, press
"Choose Overlapping PCR
Primers”.

Please specify two primers.

Reverse Complement

3¢ | Create product:
Assembled.dna

8 and close this window

Reverse Complement

Assemble Cancel

B Description Fanei
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Fotografia 12. Seleccion de fragmento(aeBlue) para insercién en pSB1K3

bsan Assembly &: Insert Fragment

dle Eoit Yiew Enzymes Featues Primers

Msp  Sequence Enzymes Primers

Primer 1:

(J 5' Prosphorylated

Primer 2:
5

] 5" Phosphorylated

Fuente: Autor

Ctions

Tools Window Help

Praduct

| Source of Fragment
< Please choose » v
v < Please choose >

To choose the source file for the Fragment, either: Fragment Size (bp)

® Use the menu at the right.
* Drag the source file into this box.

* Click here.

Please choose a source file.

¢ | Ceateproduct: (8 and close this window

Assembled.dna

Cancel

Fotografia 13. Fragmento aeBlue seleccionado

1" Gibson Assembly®: Insert Fragment - o X
lle Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help
— 699 bp | Source of Fragment
= aeBlue.dna v
B © Use as a template for PCR
> () Use directly as the Fragment
Polymerase for making -
Creates Blunt Ends. -
o
. _I-BanII - BaeGI - Bsp1286I - Bmel5801 W Fragment Size
2 (145) PspOMI a
) (110) KAI - PpuMI Zral (512)
() (61) BStEII (412) P AlwNE ‘-‘\Fﬂﬂi g;;; To choose PCR primers
. | Fsp automatically:
(34) MsIT ‘ (321} BesSL - Bessal (”5?3.‘5':;{ | BfuAI - PaqCI - BspMI (527) e
(23) Pcil - AfILIT (254) Bsu361 (448) SacIl | | Hpal - HincIT (s61) 1. In the Vector tab, select the site
(0) Start (228) BspEI - BsaWl (445) Btgl | ‘ Blgzl (574) __End (639) of insertion or the region to be
. -B'— il : - < replaced.
2007 00T 5007

choose the onentation.

Unique 6+ Cutters (Nonredundant) |

Map  Sequence  Enzymes  Primers
Primer 1: v
5
() 5° Pnosphorylated
Primer 2: v

5-

() 5° Pnosphorylated

Fuente: Autor
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3. In the Product tab, press
“Choose Overlapping PCR
Primers”.

aeBlue
699 bp

Hybridization B

Please specify two primers.

3+ | Create product: 18 and close this window

Assembled.dna

Cancel
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Fotografia 14. Eleccion de cantidad de overlapping bases

¥ Gibson Assembly€ ert Fragmer

File Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

Vector Fragment

I Chaose Overlapping PCR Primers...
-

Bacterial Transformatiji Strain:
Unspecified

Linearized Vect
=" ¥' Choose Overlapping PCR Primers x Source: p“ﬂkth
g Regions to amplify: Linearized Vedjbr «
e Vector: 783..104 = 2595 bp
Fragment 1.699 = 699 bp o
z: Source: aeBlue.dfia
Target T,,, for PCR primers: °C Set as Default MY
Make file:
Fragment.dna
Overlapping ends;
() 40 % overlapping bases \
I ©O15 & to 25 = overlapping basesl \
) Set as Default
with a target T... for overlap of 50 = °C r
() Amplify the Vector without extensions o
Map Sequence Enzymes Primers
— |
Create product: @ and close this window
.dna
Cancel
Fuente: Autor
-
Fotografia 15. Nombrando al producto como pSB1K3-aeBlue
I* Gibson Assembly®: Insert Fragment = a X
ile Edit View Epzymes Features Primers Actions Jools Window Help
Vector  Fragment  Product
© 3294 bp (DNA) Choose Overlapping PCR Primers.
(2980) Dralll MsiT ; : 3 features are not displayed
| (138)
(2956) BsrDI BStEIT (165) Bacterial Transformation Strain:
(2865) BpmI KfII - PpuMI (214) Unspecified
PspOMI (249)
(2789) Nrul Apal (253)
(2753) BspDI - Clal __— BspEI (332) Linearized Vector 2618 bp
%o Bsu36l (358) Source: psblki.gb
Btgl (549) () Make file:
o] (2630) Earl Sacll (s52) AR AR
5 PIFT - Tth111I (558) kel et oihecles
(2572) Smal
b (2570) TspMI - Xmal s Fspl (627)
(2533) EcoNI BfuAl - BspMI - PaqCI (631) Fragment 721 bp
- &
(2521) Sspl . _HinclI - Hpal (665) Source: aeBlue.dna
(2488) BsrFl FEB1KS Wetiie = BeoZI (678) [ Make file
(2448) AsiSI - Pvul = P - ™ Vector.FOR
(2426) BsmBI - Esp31 beebialidrgp P Fragmentdna
B T1 terminator
(2324) HindII1 Bmrl (856)
Spel (970)
BioBrick suffix
(2188) PfIMI PstI (988)
his operon terminator

L4440

Pt fennnt

Unique 6+ Cutters (Nonredundant)

Q Map Sequence  Enzymes  Primers Hybridization Parameters

24 bp
Ta = 50°C Ready for Gibson Assembly ®
Product: 3294 bp
- =
=)

psB1k3.

Fuente: Autor
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Fotografia 16. Plasmido pSB1K3-aeBlue completo

aeBlue.dna . I psb1k3.gb psB1k3-aeBlue.dna |+
B < D~ g = &
e Window  Print
© 3294 bp (DNA;
wAr Uy siee 1av uperawr P )
b il indil 7 E 3 features are not displayed
- (3166) Xbal strong bacterial ribosome binding site (Elowitz - L
g (3151) EcoRI FragmentFOR (95 .. 132)
(= bacterial terminator \ | BseRI (105)
= BERTGEE Vector.REV (80 .. 115
= (2980) Dralll
- (2056) BsrDI Mail(138)
- BstEIT (165)
(2865) BpmI \ g KFIT - PpuMI (214)
)- | g PspOMI (243)
(2789) Nrul (| Apal (253)
Va (2753) BspDI - Clal [ 5 BspEI (332)
Bsu36I (358)
3 Btgl (549)
am (2630) Earl SacllI (552)
PfIFI - Tth111I (558)
E (2572) Smal
i (2570) TspMI - Xmal Fspl (627)

&
‘:‘b
§
&

BfuAI - BspMI - PaqCI (631)

(2533) EcoNI fi
HincII - Hpal (665)

cea (2521) Sspl —

- (2488) BsrFI — peBik3-acBlue i BgzZI (578)
(2448) AsiSI - Pvul — T~ Vector.FOR (792 .. 831
(2426) BsmBI - Esp31 ~Fragment.REV (774 .. 815

B T1 terminator
Bmrl (886)
Spel (970)
BioBrick suffix
Pstl (988)
his operon terminator
L4440

(2324) HindIII

(2186) PFIMI

DrdI (1289)

BciVI (1384)
Unique 6+ Cutters (Nonredundant) Haell (1429)

QB Mao Seauence Enzvmes Features Primers Historv || Descriotion Panel

Fuente: Autor

3.1.2.2 Construccion de plasmidos dentro de la plataforma Benchling

Benchling es una plataforma en linea, que es utilizada en la investigacion cientifica y
dentro de la biologia molecular, ya que dentro de su versatilidad permite: disefar y
analizar secuencias de DNA y RNA, integracion de datos con otros softwares,
colaboracién online, disefio de experimentos, gestién de datos de laboratorios y mas,

variando con las caracteristicas y necesidades de los usuarios (Benchling, 2023)

Materiales

e L Laptop Lenovo Intel(R) Pentium(R) CPU 5405U @ 2.30GHz 2.30
GHz
e Plataforma Benchling

Se creo un nuevo proyecto, dentro del proyecto se importd el plasmido backbone
(pSB1K3), Fotografia 17 y 18 hacen referencia. Teniendo ya el plasmido importado, se
importaron las partes biolégicas BBa_K1033928 (aeBlue) y BBa_592012(eforRed) por
ejemplo,la Fotografia 19 hace referencia. Teniendo todo ya importado dentro del
proyecto se procedio a realizar ensamblaje a través de Gibson assembly, se clico en

assembly wizard, click seguido en Create New Assembly, la fotografia 20 hace
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referencia. Se seleccioné el método Gibson, la fotografia 21 hace referencia, y se inicio
el ensamblaje, primeramente se elegio el plasmido pSB1K3 que fue el backbone, luego
se dio click izquierdo en la parte del plasmido que nos interesa, al tenerlo seleccionado,
se dio click derecho y se selecciond la opcidn “invert selection”, seguidamente se clico
en “set fragment”, en la fotografia 22 se hace referencia, después se selecciono el
inserto, se clico en “insert”, con click izquierdo se seleccioné la pieza bioldgica de interés
e seguidamente se clico en set fragment, en la fotografia 23 se hace referencia, se
finalizd dandole un nombre al plasmido (pSB1K3- aeBlue por ejemplo) y clicando en
“Assemble”, las fotografias 24 y 25 hacen referencia. Este mismo procedimiento descrito
anteriormente, se repiti6 para cada parte biolégica BBa_ K1033928 (aeBlue) y
BBa_592012(eforRed). (Rojas, C. A. et al., 2023)

Fotografia 17. Importe de nueva secuencia de DNA

-]
Craate — + € > CreatePDF ©~ Q

Folder

BioBrick prefix,+7 lac promoter,+4
HineIL}

ol Pfol
AF1III
+2
Protoco T T T +4

a9 13 sa

Entry i
& promoter
source

DNA / RNA sequence
sequence

Al sequence > R

& 1 [ T +1

Oligo F D Vv ':' { I8 pSBl k3 4

! o 3273 bp o

- S +1 +5

CRISPR A +1
blose Bulkimport DNA/RNA T 3 1

+2
Ecil
DrdlI
BciVI, Ecil
Haell BseYL,+3
ALlwNI

Fuente: Autor
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Fotografia 18. Importacion de pSB1K3

Create DNA / RNA sequence

UPLOAD FILES g IMPORT

SELECT CHROMOSOMAL REGION

Sequence

https:/iwww addgene.org/ 118082/

33

{'}addgcﬂe Sequence Name
Addgene seguer w pSEIKS containing mRFP1
Entry
pSBIK3 containing mRFP1
Database
AddGene
Description
For course in "Synthetic Biology: A Lab Manual"
Set nuclectide type*
DMA RMA
Set folder® Set schema
M piezas IGEM Select a schema...

Fuente: Autor
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Fotografia 19. Importacion de piezas de interés aeBlue (por ejemplo)

Create DNA / RNA sequence

CREATE NEW UPLOAD FILES MPORT FROM DATABASE SELECT CHROMOSOMAL REGION
Sequence
EBa_k1033928
Entry Name
i, BBa_K1033928 BBa_K1033928
Database

Registry of Standard Biological Parts

Length
760
_—
. | |
Description
-
aeBlue, blue chromoprotein (incl RBS, J231H0] [
Tr——
Set nucleotide type*
DA | RMA
Set folder* Set schema
I piczas IGEM Select a schema...
[ .
| |
| |

Fuente: Autor
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Fotografia 20. Inicio de assembly

lac promoter, lac operator,+3
HincII,Hpal,Psrl,+5

BioBrick prefix +7
pERforEco, +1
Dralll PasRTI, +6 Avall, shdl
B=rDI,BcoDI, +1 Pfol,Pfol
pENTR-R AF1III
BpmL BstBI,BseRI
Kan—R +2 Acch5I,+3
BspDI,+1 BtsI, +4
BsiHKAL
Pshal
Earl +4
Nsil BsaXI
+4
+2 Azel
+1 +1
2 pSB1k3
+5 Vil +1
3273 bp | o
Nsil ~ +5
3-,1,2c ,L_/ﬂ ‘J +Ffst1
=
PFIMI s“”“"' o / Bsral
XhoI Af1IIT
T1il Pcil,Nspl
PspxI Ecil
PaeR71 1500 DrdI
BeiVI,Ecil
Haell,BseYI,+3
T
peBIK3-asblue ®
P
| i | ASSEMBLY WIZARD - [EPLIT WORK:
Fuente: Autor
Fotografia 21. Seleccion del método Gibson assembly

Pick Assembly Strategy

7 Digest and Ligate

® Glbson

() Golden Gate
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Fuente: Autor

Fotografia 22. Seleccién de backbone (pSB1K3)

Dralll,PaeR7I,+6

BsSrol
BsrDI,BcoDI, +1

taggcaccecaggetttacactitatgoticeggetogtatgtigtptseaattzigag-gzataacaatttc DENTR-R
cctattgttaaag BpmI

atccgtgggetocgaaatsigasatacgasggocgageatacaacacaccttaacact

\ Kan-R, +2

I lac promoter -3 _lac eperator - BspOL,+1
source =t
T T T T T T T
19 28 3a 42 58 L] 78 Earl
Nsil
+4
+2
1
acacatactagagaasgaggazasatacts +2
tegtptatgatctetttctectetttatga e
Nsil
PFIMI
stre.. @) > XhoI
& = source 5 Tlil
PspXI
T T T T T T T L
2 88 1@ 118 120 132 148 Fackal
[CURRENT FRAGMEMNT: ASSEMBLED PREVIEW l OVERALL ASSEMBLY
taacg (5w actag —a Change [l I
= Ly P tgatc il
PRIMER

PSBIK3
26 kb- 78310 104

@ B

RACES 3277 | START 7R ENMINA 1ENGTH IRO0R RCARRTE | MEITING TEMP 7R R T

Fuente: Autor

Fotografia 23. Seleccion de inserto (aeBlue por ejemplo)

36

BstBI,BseRI
AcceSI,+3
Btgl, +4
BsiHKAI
Pshal

Peil, Nspl
Ecil
DrdI
BciVI,Ecil
Hzell,Bse¥I,+3

Untitled Assembly

(L

+ Hide Pn

ACSEMAINY WITARN . SBLIT WORKS

v sy iEL | wpns
Bsp1286I Bsu3sl AZtII | BfuCI
BanIl Ddel Hpy188I Hp=s.
- BaeGI Hpy18BIIT Hpy 1 6611
bBseRl Tsp4s1 Myl Mbol
tEII col1e9 Ple = I Lrjc.
tagrtactagazasagagrazasatactagdtoscttcacts :S‘:“E;‘ E-oD[Z.I BFE‘: E:S?I} Hr:r' _H
TR - by Acu =pCNI Bss: spT
stgatctctttetectetttatgafaccgsagtead HohI  #spOMI  Hinfl Acul BsiUr Hay[h4IV
| Ms1E B=aBI Bs=HI| BrgZl
Af1ITI  EcoQipal H,=I Hoy 1881 | Alw:
aeBlue »: Pcil PpuML oL Pvull AlwhI Hpal HinfI
EHC Bsrl Avall B=nEI | Fru4HI Avall | |PFLFI HinPJL FNU4HI
T T T T T T seRI Kf1I HpHI BanI | Fgul B34BI Ajul Apol
18 28 L ) = 78
188 280 380 409 B 508 788
——
Ht t —t—+ +
— ——t——1—
Ms1I
zaazaaggcatztecateqazategaceatzgaagzasca tcaccatttoaagtetetagzaz b aeBlue
aatt‘ttttctgta cgtaptitttactgctaccttecttgticatittgoccagtgetaaagtteacacatecte b il ]
<8
[CURRENT FRAGMENT: ASSEMBLED PREVIEW OVERALL ASSEMBLY
Untitled Assembly
ATEEC (wses by 33L33 2 = !
FHCCE wonmmns ttatt i =
pSB1k3 BBa_K1033928-aeblue i
256 kb - 783 to 104 699 bp - 62 to 760 + FIEEG]
ASSEMBLY WIZARD -  SPLIT WORK!

BASES 760 | START62 END760 LENGTHG99 GC4678%  MELTING TEMP78.2°C

Fuente: Autor
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Fotografia 24. Nombramiento de plasmido y ensamblaje final

—A —— : :
L i 1
T T LIS
3EESE
tcote
OVERALL ASSEMBELY

+ Locks Ike evenything checks out | DsB1K3. aeBlue

oy

Fuente: Autor

Fotografia 25. Assembly completo de pSB1K3-aeBlue

HincIl,Hpal,Ajul,Btgsl rraB T1 terminator, T7Te terminator,Bmrl,Psrl
AlwMl,BsaBl, Zral AatLl, Fspl, +3 /BlnBriq:k suffix,+5
Btgl, Sacll PFIFI, Tth1111 // Ladq@

avalLPwll ¢ | | BsrBI

LAFLILIL Peil
Bsu36l # Eecil
BapEl |
Apal BaeGl +1 Hpy99l
Econ189L < Drdl
PapoMl | |
Avall =4 )|  Beivl
A 8 - Eeil
B=tEIL . 7 Haell
Mall ™.
*2 . T - Bzefl
*2. T - Apall
2 < BaeGL
+1 - el
o w ol
1 'i .
pSB1K3-aeblue-real -
] — 3294 bp
+5 .
EcoRT - |
1~
+1 -
Iral,+1 —
PaeRTL,+3 —
Beobl, +2 —
Bsrll — —
pENTR-R —— - PaeRTL
Bpnl — “Papxl
Kan-R,Banll ——— Tlil
Wrul — Khal
Bap0I,clal
PFIML

Earl ™ —
Baml,Barf 1, Sspl, Ecoll,Baml, +6

T HindLIl
Msil,Ajul,BeoDI, BsmAl BsnBI, Espdl, AsiSI, Pvul”

Fuente: Autor
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3.1.3 Seleccién de primers atraves de benchling

Materiales

e Laptop Lenovo Intel(R) Pentium(R) CPU 5405U @ 2.30GHz 2.30 GHz
e Plataforma Benchling

Al tener los plasmidos ya totalmgente ensamblados, se ingreso a la plataforma
Benchling, luego se procedio a clicar dentro del plasmido de interés (pSB1K3-
aeBlue), luego click en la ventana “assembly parameters”, la fotografia 26 hace
referencia, seguidamente se clico en la opcién “copy primers”. La fotografia 27
hace referencia, Este mismo procedimiento descrito anteriormente, se repitiod
para cada parte biolégica BBa_K1033928 (aeBlue) y BBa_ 592012(eforRed).
(Rojas, C. A. et al., 2023)

Fotografia 26. Dentro de la ventana “ASSEMBLY PARAMETERS”

it Primers

Tpwhale T ennesl T &F  pinding Owerhang  Self AG

Primer {"C) °C) (C) bp) {bp) (keal)  Mispriming
62.2 51.2 0.50 20 20 15
63.2 507 Q.50 25 20
619 504 07 2 20
631 50.6 o7 25 20

Mismatches Introduced
Positlon Parent Original Base New Base

Mo mismatches with parent sequences have been introduced.

Design Parameters

Parameter Value

Min T, for primer's binding bases 50°C

Min T, for whole primer 60°C

Max T, diff for primer pairs 5 ‘

Fuente: Autor
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Fotografia 27. Copiando secuencias de primers de interés para su posterior uso

E
F
I
i
K

I

m

T,  Binding Owverhang Self AG

Primer ("C) {bp) (bp) {kcal)  Mispriming
SBIK3F 20 20
SB1k3 RE 5 25 20
BBa_K103392B- 619 =04 017 21 20

BBa_K1033928- 631 50.5 017 25 20

Fuente: Autor

3.1.4 Verificacion de eficiencia de primers a través de un PCR virtual
utilizando las plataformas benchling, bionformatics y NCBI

Materiales
e Laptop Lenovo Intel(R) Pentium(R) CPU 5405U @ 2.30GHz 2.30 GHz
e Plataforma benchling
¢ Plataforma Bionformatics
¢ Plataforma NCBI

NCBI conocido como Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI),
es una Plataforma online versatil y actualizada, que apoya de manera esencial
en la investigacién de las areas de genética, biologia molecular, gendmica,
biomedicina y entre otras areas. Dentro de sus principales funciones se puede
mencionar: una enorme base de datos publica se secuencias de DNA y RNA,
Pubmed, que es una herramienta de base de datos biomédicos, Blast, la cual
sirve para la comparacion de secuencias de DNA o RNA, El sistema Entrez, que
facilita la busqueda y recuperacién de datos e informacion biomédica y bioldgica,
PubMed Central, base de datos de articulos gratuitos de biomedicina y de
ciencias de la vida. (Wootton, R. 2014, NCBI,2023)
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Bioinformatics, es una plataforma comunitaria que facilita en la investigacién de
la bioinformatica y biologia computacional, dentro de sus principales funciones
se encuentra: Una comunidad de bioinformaticos para facilitar la colaboracion ,
trabajo en conjunto e intercambio de conocimientos, enlaces y recursos
educativos en linea de bioinformatica, recursos bioinformaticos gratuitos que
apoyan en el andlisis y simulacion de datos biolégicos, foros de discusion,
anuncios de conferencias y eventos relacionados a la biologia computacional en

todo el planeta. (Bioinformatics, 2023)

Para conocer que tan eficiente serian los primers, dentro de la plataforma
benchling se selecciond el plasmido completo (pSB1K3-aeBlue por ejemplo), la
fotografia 28 hace referencia, seguido de click derecho sobre la secuencia para
copiar la secuencia completa, la fotografia 29 hace referencia. Esta secuencia
completa se peg6 dentro de la plataforma bioinformatics (PCR virtual), se volvié
a la plataforma benchling y dentro del plasmido completo, se dio click en la
opcion “copy primers” y se seleccioné los primers FWD y REV de la pieza de
bioldgica, la fotografia 30 hace referencia. Seguidamente se pegd en la
plataforma bionformatics (PCR virtual) en la casilla correspondiente de cada
primer, se escogio la opcién “circular’ y se dio click en “submit”, la fotografia 31
hace referencia, el resultado obtenido, la fotografia 32 hace referencia, se utilizé
dentro de NCBI. Al ingresar a NCBI se clicko en la opcion “BLAST”, la fotografia
33 hace referencia, luego en la opcién “Nucleotide BLAST”, la fotografia 34 hace
referencia. Ya al haber ingresado se activa la opcion “Align two or more
sequences”, en la parte superior en el cuadro llamado “Enter Query Sequence”
se pego la secuencia que fue obtenida como resultado del PCR virtual, en la
parte inferior en la opcidon “Enter Subject Sequence” se pegod la secuencia de la
pieza biologica de interés (BBa_K1033928 -aeBlue por ejemplo), la fotografia 35
hace referencia. Se optimizo a través de seleccionar la optimizacion para “Highly
similar sequences” (megablast) y se finalizé dando click en la opcion “BLAST”.
Se repetio el proceso descrito anteriormente, para cada uno de los plasmidos
completos de interés. (NCBI,2023)
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Fotografia 28. Seleccién de plasmido completo pSB1K3-aeBlue

ALwNI,B=aBI,+5 | T
Pvull, =4 | | Vs Ldd4a
Avall | | ! BsrBI
+1, ' Ecil
1,0 +1
+4 )

+1

+1
-1
4
BspDI _ ¥hel
CviQL+2 CPFIMI
Nsil
Bsml, Bsrfl,+& “HindIII

MalT AT DanlT DoamhT o4

Fuente: Autor

Fotografia 29. Copiando secuencia del plasmido completo

Copy special

The following bases were coig e sequence.

Click the sequence type you woul

DNA sequence DNA reverse complement.

atcagcgttattattagtgatgeecta
atttactcggtgecgectcacagtaac
ggegccaccgetgactegtatigttcat
aaaatttaccttgttcagctttcaaaa
tcteaatgegatgatocccasastgaa

AA translation AA reverse translation

SASVDRY*SQASNKTKGSVERLGLSFY
LLFVGERSLLESHWLTFGWAFLRLYTS
SGRCSPAKKGKVSPPCPFSLKPKRLLR
VMQASSLTDSLRSYVRLRRAVSAHSKA
VIRLSTESGDNAGKNM*AKGQOKARNR

RNA sequence

AgUECUAZUEUAZaUCECUACUSEAET
caggcaucaaauaaaacgaaaggeuca
gUCgaaagacuggeccuLUCguuULaU
CUgUUgUUUZUCEEUZaacgcucucua
CUagagUCacacuggCUcaccuucggs

ISVIISDALIYSYPPHSNGPPLTRIVH
KIYLVQLSKSQCDDPONEIPAC:LHWM
ACENDR*CAGGTSDDCHQCISGPSGSD
HTGRRPADKASQRTVPIQLFFSASRDR
LOGSWHRH* L *K*NYYPEGSCPGVI=

RNA reverse complement

aue Juaut igeecua

auuuacucggugecgooucacaguaac
gggccaccgeugacucguauuguucau
3aaauuuaccuUgUUCagcuUUCaaaa

L JgauCCCC igaa

Fuente: Autor
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Fotografia 30. Copiando secuencias de primers BBa_k1033928-aeblue FWD y
BBa_k1033928-aeblue REV

Thmole o anneal AT Binding Overhang Self AG

Primer (C) ) C) {bp} (bp) (keal}] M

pSB1k3 FWD 62.2 51.2 20 20 A5
63.2 507 0.50 25 20 (4]
619 504 o pra 20 0.3
631 0.6 o7 25 20 13
Mismatches Intreduced
Positicn Parent Qriginal Base New Base

Mo mismatches with parent sequences have been introduced.

Fuente: Autor

Fotografia 31. Secuencia de plasmido completo, primers BBa_k1033928-aeblue FWD y
BBa_k1033928-aeblue REV, insertados dentro de la plataforma bionformatics, PCR virtual

Sequence Manipulation Suite:
PCR Products

PCR Products accepts one or more DNA sequence templates and two primer sequences. The program searches for perfectly matching primer annealing sites that can generate a PCR
product. Any resulting products are sorted by size, and they are given a title specifying their length, their position in the original sequence, and the primers that produced them. You can
use linear or circular molecules as the template. Use PCR Products to determing the product sizes you can expect 1o see when you perform PCR in the 1ab.

Paste the raw sequence or one or more FASTA sequences into the text arda

ttattttcassgttaatgtcatcggtgccaacttocctgcaaacggtcccgtgatgcagas =
azaascagctggatgggaaccgigcgtigagatgctitatccgcgggacgscgtactgtat
getcagagcctgatggccctgasatgractgatggeaateatctgacgtcccacctgcgea
ctacctatcgttctcgeaagecatccaatgeagttaacatgecggastttcattttgggga
tcatcgeattgagattttganagetgaacanggtasattttatgaacaatacgagtcageg ©
g ccgttactgt, g

below. Input limit is 200,000,000 characters.

fMection. Degenerate sites can be represented using IUPAC DNA characters.

FWD ggagaaatactagatgge

™0 2 direction. Degenerate sites can be represented using fJPAC DNA characters.

Enter the name of the second primer, followed by its se
REV cactagcactatcagegttattattagto

suEm\! !ear Reset
« Treat sequences as molecules

“This page requires JavaScript. See browser compatibility.
“You can mirror this page or use it off-line.

new window | home | citation

Fuente: Autor
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Fotografia 32. Resultado obtenido después del PCR virtual

L] Sequence Manipulation Suite - Google Chrome

(@ aboutblank

PCR Products results

>729 bp product from circular template Untitled, base 2586 td
agaaagaggagaaatactagatggcttcactggttaaaaaagacatgtgcatcaaaatga
cgatggaaggaacagtaaacggtcaccatttcaagtgtgtaggagaaggecgaaggcaaac
catttgaagggacccaggtggaaaagatacgcatcactgaaggtgggcccttaccatttyg
cgtatgatattttggccccttgttgecatgtatggocagtaaaaccttcattaagecatgtgt
cgggtattccggattactttaaggagtcttttcctgagggectittacctgggaaagaacac
aaatcttecgaggatggecggectatctcaccatacaccaggacacgagecttcagggtaata
attttattttcaaagttaatgtcatcggtgccaacttocctgocraacggtcccgtgatge
agaaaaaaacagctggatgggaaccgtgocgttgagatgectttatcogogggacggecgtec
tgtgtggtcagagcctgatggoccctgaaatgecactgatggcaatcatcoctgacgtcccacco
tgcgcactacctatecgttctocgcaagoccatccaatgecagttaacatgoccggaatttcatt
ttggggatcategeoattgagattittgaaagotgaacaaggtaaattttatgaacaatacy
agtcagcggtggcoccegttactgtgaggocggcaccgagtaaattagggcatcactaataat
aacgctgat

Fuente: Autor

base 3304

(FWD - REV) .

Fotografia 33. Pagina principal de NCBI para la realizacion de un BLAST

welcome to NCBI | g ]

The Mational Center for Biotechnology Information aaﬂr‘ ces science and health by providing access to

biomedical and genomic information.

About the MCEI | Mission | Organization | NCEI Mews & Blog

Submit Download Learn
Deposit data or manuscripts Transfer NCBI data to your Find help documents, attend a
inte MCEB| databases computer class or watch a tutorial

Fuente: Autor
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Fotografia 34. Pagina principal del BLAST para nucleétidos

Basic Local Alignment Search Tool

BLAST finds regions of similarity between biological sequ
program compares nuclegtide or protein sequences to se
databases and calculatgs fhe statistical significance.

Web BLAST

Fuente: Autor

Fotografia 35. BLAST de secuencias de nucleétidos

Enter Query Sequence
Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) 6 Clear Query subrange @
imctacmhctcacaagccatccaatgcagltaacamccgg aalﬂcggmu 23 Eraim

ftggggatcatcgeatigagatittyaaagetgaacaaggtaaatittalgaacaatacy =
53&%9&%]\%%0&99 agtaaattagggeatcactaataat
aacgclgal

Or, upload file Ninguno archivo selec. @

Job Title | |

iptive fitle for your BLAS rch e
Align two or more sequences @

Enter Subject Sequence

A To

Enter accession number{s), gi(s), or FASTA sequence{s) @ Clear Subject subrange @
tecaatgeagitaacaty thcatitiggggateategeatigagatitt 1g ggtaa “
atittat . " atgg gg gagtaaatiagggcateact
a gtagatcg g tcazata ggcicag B
el

Or, upload file Ninguno archivo selec o

Program Selection

Optimize for Highly similar sequences (megablasl!l
() More dissimilar sequences (discontiguous megablast)
O Somewhat similar sequences (blastn)
Choose a BLAST algorithm e

_—__, |

| BLAST ﬁh nuclectide sequence lsing Megablast (Optimize for highly similar sequences)
| S—— Show resifelin a new window

Fuente: Autor
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3.2 Metodologia experimental
3.2.1 Preparacion de medio liquido LB

Materiales

10 g de triptona a peptona bacteriologica
5 g de extracto de levadura

9 g de Nacl

15 g de Agar

1 L de agua destilada

Micropipeta de 10 uL y 100 uL
Punteras 10 uL y 100 uL autoclavadas
Vidrio de reloj

Barra magnética

Espatula

Frasco de reactivode 1.5 L

Bequerde 1L

Provetade 1L

Placa calefactora

Cabina se seguridad bioldgica
Mechero de Bunsen

Balanza semi-analitica

Se preparo 1 L de medio liquido LB por lo que las cantidades fueron calculadas
para 1 L de LB. Se coloco 1 L de agua destilada en una probeta de 1 L,
transfiriendo 500 mL del agua destilada para un bequer de 1L. En una balanza
semi-analitica y con apoyo de un vidrio de reloj se peso6 10 g de triptona, 5 g de
extracto de levadura y 10 g de NaCl, se transfirieron al bequer. Se vertié los 500
mL de agua de la probeta sobre el vidrio de manera que todas las sustancias
pesadas sean vertidas en el bequer. Se coloco en el fondo del bequer una barra
magnética y el bequer se posiciono sobre un agitador magnético, se encendié la
agitacion con una temperatura aproximada de 30°C, Se esper6 hasta que el
medio se disolvio completamente, se vertié en un frasco de vidrio de 1.5L, se
cerrd, se identifico, se aflojo un poco la tapa, se transfirié para la autoclave. Antes
de iniciar la autoclave se verifico que el nivel del agua este correcto, se inici6 la
esterilizacion de 20 minutos a 121°C, Al finalizar la esterilizacion, con el apoyo
de un guante térmico se retird6 el medio de la autoclave y se dejé sobre la
bancada para que se enfrié, ya estando el medio frio se almaceno a 4°C.
(Synfronteras, 2021)
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3.2.2 Preparacion de medio solido (LB)
Materiales

10 g de triptona a peptona bacteriologica
5 g de extracto de levadura

9 g de Nacl

1 L de agua destilada

Micropipeta de 10 uL y 100 uL
Punteras 10 uL y 100 uL autoclavadas
Vidrio de reloj

Barra magnética

Espatula

Frasco de reactivode 1.5 L

Bequerde 1L

Provetade 1L

Placa calefactora

Cabina se seguridad bioldgica
Mechero de Bunsen

Balanza semi-analitica

Se preparo 1 L de medio liquido LB por lo que las cantidades fueron calculadas
para 1 L de LB, Se coloco 1 L de agua destilada en una probeta de 1 L,
transfiriendo 500 mL del agua destilada para un bequer de 1L. En una balanza
semi-analitica y con apoyo de un vidrio de reloj se peso6 10 g de triptona, 5 g de
extracto de levadura, 10 g de NaCl y 15 g de agar, se transfirieron al bequer. Se
vertié los 500 mL de agua de la probeta sobre el vidrio de manera que todas las
sustancias pesadas sean vertidas en el bequer. Se coloco en el fondo del bequer
una barra magnética y el bequer se posiciono sobre un agitador magnético, se
encendié la agitacion con una temperatura aproximada de 30°C. Se esperdé hasta
que el medio se disolvié completamente, se vertié en un frasco de vidrio de 1.5L,
se cerro, se identifico, se aflojo un poco la tapa, se transfirid para la autoclave.
Antes de iniciar la autoclave se verifico que el nivel del agua este correcto, se
inicié la esterilizacion de 20 minutos a 121°C. Al finalizar la esterilizacion, con el
apoyo de un guante térmico se retird el medio de la autoclave y se dejo sobre la
bancada para que se enfrié, ya estando el medio frio se almaceno a 4°C.
(Synfronteras,2021)
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3.2.3 Reactivacion de bacterias E. coli DH5a, DH10b (pSB1K3), DH10b
(pSB1C3-BBa_K608008), DH10b (pSB1C3-BBa_k592015) y DH10b
(pSB1C3-BBa_K523023)

Materiales

e Escherichia coli DH5a preservada en glicerol 50%
e Escherichia coli DH10b (pSB1K3) preservada en glicerol 50%
e Escherichia coli DH10b (pSB1C3- BBa_K608008) preservada en glicerol

50%

e Escherichia coli DH10b (pSB1C3- BBa_K592015) preservada en glicerol
50%

e Escherichia coli DH10b (pSB1C3- BBa_K523023) preservada en glicerol
50%

e Tubos de ensayo com meédio LB liquido (com o sin antibiético)
¢ Antibiético kanamicina

¢ Antibidtico cloranfenicol

e Placas de petri con medio liquido solido (con o sin antibiotico)
e Micropipeta de 2 uL ,1000 uL

e Punteras autoclavadas de 2 uL ,1000 uL

e Hielo

e Mini heladera

e Flujo laminar

e Shaker

e Mechero de bunsen

Inicialmente se colocd hielo en una nevera pequefia seguidamente se retird del
refrigerador -80 muestras preservadas de E. coli DH5a y DH10b (pSB1K3) y se
colocaron en el hielo. Paso seguido se transportaron para el flujo laminar, dentro
del flujo, se encendio el mechero de bunsen, se prepararon 4 tubos de ensayo
auto clavados, conteniendo cada uno 3 mL de medio liquido LB y 2 de los tubos
de ensayo también se les afadié 6 uL de kanamicina, luego se abrié el tubo
eppendorf que contenia las E. coli DH5a y se extrajo 1 uL (2 uL en total, uno
para cada tubo de ensayo) del medio en proceso de descongelamiento, al tener
el medio en la puntera, se solté la puntera junto al medio dentro del tubo de
ensayo con medio LB, posteriormente también se abrié el tubo eppendorf que
contenia las E. coli DH10b e igualmente se extrajo 1 uL del medio en
descongelamiento por cada tubo de ensayo (2 en total), Al tener el medio en la
puntera , se soltdé la puntera en cada tubo que contenia LB y Kanamicina.
Terminado el proceso de transferencia se dejaron incubando los 4 tubos de
ensayo en el shaker overnight 37 °C a 250 RPM. Se prepararon igualmente 4
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placas de Petri con 20 mL de LB solido por placa y a dos placas se les afiadio
40 uL de kanamicina. En el dia siguiente habiendo transcurrido el tiempo de
incubacion de las E. coli, se preparo e higienizo el flujo laminar, se encendié el
mechero de bunsen y se transportd hacia el flujo las 4 placas (2 con kanamicina)
con medio LB solido conjuntamente a los 4 tubos de ensayo que fueron retirados
del shaker. Se flambeo la alza de siembra y se colocé en el cultivo (dentro de un
tubo de ensayo) y rapidamente se realizd un estriamiento de agotamiento en la
placa, se realizé una duplicata para DH5a y DH10b, al finalizar se llevaron las
placas de Petri a la estufa y se incubaron a 37 °C overnight. En el dia siguiente
se realizé un nuevo cultivo para ambas E. coli (DH5a y DH10b) de forma inicial
se higienizo el flujo laminar, se encendio el mechero de bunsen y se retiraron las
placas de la estufa y se colocaron dentro de la cabina, se preparé de igual
manera 4 tubos de ensayo (previamente auto clavados), 2 contenian solamente
5 mL de LB liquido y los otros 2 contenian 5 mL de LB liquido y 10 uL de
kanamicina. Con puntera fina auto clavada (de micropipeta de 10 uL) se retird
una colonia aislada (DH5a) de la placa y se solt6 la puntera dentro del tubo de
ensayo que contenia solamente LB liquido, se realiz6 duplicata. De igual manera
se retird una colonia aislada (DH10b) de la placa y se solt6 la puntera dentro del
tubo de ensayo que contenia antibidtico kanamicina y medio LB liquido. Se
duplico el proceso, realizado el proceso de transferencia de las 4 placas para los
4 tubos de ensayo, se dejé en incubaciéon dentro del shaker overnight 37 °C a
250 RPM. Todo este procedimiento se repitid con las bacterias DH10b (pSB1C3-
BBa_K608008), DH10b (pSB1C3-BBa_k592015) y DH10b (pSB1C3-
BBa_Kb523023), con la unica diferencia que se utilizé antibiético cloranfenicol.
(Synfronteras, 2021)

3.2.4 Preparacion de Células bacterianas quimiocompetentes a través del
Metodo Inoue

Materiales

e Medio LB solido

e Medio Lb liquido

e 2 erlenmeyer de 250 ulL (con tapadera de algodén)
e Micropipetas de 200 uL y 1000 uL
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e Placas de petri

e Tubos de ensayo (con tapadera de algodén)
e Tubos falcon de 50 mL

e Microtubos de 1.5 mL

e Solucion de Inoue

e DMSO

e Flujo laminar

e Shakera 30°C

e Hielo

e Centrifuga refrigerada de tubos Falcon
e Espectrofotdmetro y cubetas

o Filtros para esterilizar jeringas

Solucién 1 (0.50 M PIPES (pH 6.7)

Para iniciar se disolvio 3.2 g de PIPES en 16 mL H20 de MilliQ / UltraPure, se
adiciono gotas de KOH 5M para ajustar el pH a 6.7, seguidamente se completo
el volumen de H20 hasta alcanzar 20 mL de H20 y se esterilizo con filtro.

Seguidamente se prepararon 10 alicuotas de 2 mL en microtubos y se almaceno
a -20°C. (Sambrook, J. et al.,2006)

Solucién de Inoue

En un Becker de 100 mL se agreg6 1.088 g de Mg (NO3)2 *4H20, 0.23 g de
CaCL2 *2H20, 1.87 g de KCI, 2 mL de solucién PIPES (anteriormente preparada)
y se completé de H20 destilada hasta alcanzar 100 mL de volumen final, en la
secuencia se esterilizo con filtro y se dividié en alicuotas de 12 mL en tubos
falcén de 15 mL, para finalizar se almaceno a -20°C. En la fotografia 36 se

observa la solucién. (Sambrook, J. et al.,2006)

3.2.5 Preparacion de células bacterianas competentes

En el dia 1 se inoculo células bacterianas DH5a en 5 mL de LB liquido a 37 °C a
250 RPM y se dejo overnight, en el dia 2 se estrié una placa de LB sodlido y se
dejo en la estufa a 37 °C overnight, en el dia 3, se retir6 una colonia aislada de
la placa y se pre-inoculo en 5 mL de LB y se dej6 overnight a 30 °C a 250 RPM.
Ya en el dia 4, inicialmente se transfirié 0.5 mL del pre-inoculo para 50 mL de LB
liquido en un Erlenmeyer de 250 mL, hasta que OD600 alcanzo una lectura de
0.5 (aproximadamente el proceso tardo 3:30 horas en alcanzar esa
concentracion), en la fotografia 37 se observa la concentracién alcanzada, luego

enseguida, se colecto las células por medio de centrifugacion a 2900xg por 10
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min (frio) , se descart6 el sobrenadante, acto seguido se lavo las células con 20
mL de solucion de Inoue helada, nuevamente se colecto las células por
centrifugacion a 2900xg por 10 min, seguidamente con 2 mL de solucién de Inoue
helada se re suspendieron las células, se adiciono 0.15 mL de DMSO vy se
mezclo. Para finalizar se dividio en alicuotas de 100 uL y se almaceno a -80°C.
(Sambrook, J. et al.,2006)

Fotografia 36. Preparo de solucién 1 (0.5M PIPES, pH 6.7)

Fuente: Autor
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Fotografia 37. Momento en el que se alcanzé OD600 de 0.5

Fuente: Autor

3.2.6 Transformacion de células quimi competentes a través del método
INOUE

Se coloco en hielo dos alicuotas de células competentes por método de Inoue,
en dos microtubos se anadié 100 uL de células competentes y 5 uL de DNA
plasmidial (pSB1K3). Seguidamente se coloc6d los dos microtubos en hielo
durante 30 min, después se realizé bafio maria a 42°C durante 90 s, luego se
transfirid las dos alicuotas a hielo durante 2 min, se afadié6 900 uL de medio
liquido LB a cada microtubo y se incubo en el shaker a 37°C, 250 RPM por 1
hora. Al finalizar la incubacion se hizo 3 diluciones ( 103, 10% y 10%) para cada
microtubo, en la fotografia 37 hace referencia a las diluciones que se prepararon,
Como paso final se plaqueo en placas de Petri las diluciones correspondientes,
posteriormente se dejo en la estufa las placas a 37°C overnight. (Sambrook, J.
et al.,2006)
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Fotografia 37. Diluciones de las células competentes

Fuente: Autor

3.2.7 Extraccion de DNA plasmidial por medio de lisis alcalina

Materiales
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3 placas de Petri con cultivo
1 placa de pSB1K3

1 placa de AMIL gfp

1 placa aeBlue

Medio LB liquido (100 mL): (autoclavado y pH 7)
0.5 g de extracto de levadura

1 g de NaCl

1 g de triptona o peptona

95 mL de agua destilada

Solucién | :(100 mL, pH 8)

5 mM Sacarosa (0.179)

50 mM Tris HCI pH 8.0 (0.69)

10mM EDTA pH 8.0 (2 mL sol. 0.5M o 0.292g)
RNAse A en concentracion final de 10 mg/mL

Solucion 1l (10 mL): (se prepard en el momento del uso)
NaOH 0.2N (0.2 sol. 10 N)
SDS 1% (1 mL sol. 10%)

Solucion 111 (100 mL, pH 5.5)
Acetato de potasio 3m (PM: 98,15 g/mol)
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Al inicio en el primer dia, se coloc6 una bacteria isolada de una placa de petri
(DH10b-pSB1K3, por ejemplo) dentro de un tubo de ensayo con 5 mL de LB
liquido con el antibiotico que le corresponde (kanamicina en este caso
especifico), se dejo en el shaker overnight a 37 °C a 250 rpm. En el segundo dia,
se transfirio 1 mL de cultura a un microtubo de centrifugacién; se centrifugo por
5 min a 12.000 rpm, se extrajo el sobrenadante, posteriormente se resuspendio
el pellet con 350 uL de solucién | y se agregdé 2 uL de solucion de RNAse.
Rapidamente también se agregd 350 ul de solucion Il (se preparo en la hora del
uso), se mezclé con mucho cuidado y se incubo por 5 min en hielo, al terminar
la incubacion de agrego 400 ulL de solucion Il y se mezclé por inversion,
enseguida nuevamente se centrifugo por 10 min a 12.000 rpm y 4°C. Luego fue
transferido el sobrenadante para un nuevo microtubo, evitando el material
insoluble de color blanco. Habiendo terminado la parte de la precipitacion de
proteinas se mezcléo y se adiciono 1 mL de etanol absoluto helado, en la
secuencia se incubo en el congelador -80°C por 10 min. Por tercera vez se
centrifugo por 10 min a 12.000 rpm y 4 °C. Terminada la centrifugacion se
descarto el sobrenadante y se lavo el pellet con etanol 70%; se realizé la ultima
centrifugacion por 1 min a 12.000 rpm y 4 °C. Finalizado, se removi6 el
sobrenadante y se dejo secando el pellet. Acabado todos estos procedimientos
se coloco 50 uL de TE y se pipeto hasta la total disolucién del pellet. Este tipo de
extraccion de DNA plasmidial descrito anteriormente, también fue repetido para
las piezas biolégicas aeBLUE y AMILgfp. (Birnboim, H, C. et al.,1979)
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Fotografia 38. Microtubos con extraccion de DNA plasmidial de AMIL gfp y aeBlue

Fuente: Autor

3.2.8 Lectura de DNA plasmidial en espectrofotometro UV-Vis

Materiales:

e Espectrofotometro UV-Vis Nano Drop One

e Micropipeta de 2 uL

e Punteras de 2 uL

e Agua libre de nucleasas

¢ DNA plasmidial de pSB1K3, AMIL gfp y ae Blue
e Becker para descarte

o Papel

Para iniciar lo primero que se realizo fue encender el espectrofotdmetro, paso
seguido se extrajo de la heladera -20°C los DNAs plasmidiales (pSB1K3, AMIL
gfp y ae Blue). Al tener ya los DNAs plasmidiales junto al espectrofotdmetro, se
selecciond la opcion “lectura de DNA bicatenario” en el espectrofotometro.
Siguiendo la secuencia se colocé 2 uL de agua libre de nucleasas, para cerar el
programa de lectura de DNA plasmidial, luego se limpio el sensor con papel, se
agregd 2 uL de DNA plasmidial de la muestra de pSB1K3 y se registro el

resultado. Se repitié el proceso, se limpid el sensor y se agregé 2 uL de DNA
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plasmidial de la muestra de AMIL gfp y se registro el resultado. Ya para finalizar
se limpié nuevamente el sensor del nanodrop y se agrego 2 uL de DNA plasmidial
de la muestra. (Rojas, C. A. et al., 2023)

3.2.9 Re suspensioén de Primers

Materiales:

e 8 microtubos con primers (EXXTEND)
e Centrifuga

e Micropipeta de 1000 uL

e Punteras de 1000 Ul autoclavadas

e Elution Buffer

Lo primero que se realizo fue colocar los 8 microtubos que contienen los primers
en la centrifuga y dar un spin de 1 min a 12000 RPM. Luego se le adiciono 430
uL de Elution Buffer a cada microtubo. Se cerraron los microtubos y se dejaron
15 min con agitacion up y down para disolver completamente, pasado este
tiempo se transfirieron a la refrigeradora -20°C. Las fotografias 39, 40 y 41 hacen

referencia a el procedimiento. (Rojas, C. A. et al., 2023)

Fotografia 39. Materiales para re suspension de primers

Fuente: Autor
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Fotografia 40. Insercion de primers en centrifuga para microtubos

Fuente: Autor

Fotografia 41. Insercion de primers en centrifuga para microtubos

Fuente: Autor
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3.2.10 Dilucion de Primers
Materiales:

e Flujo Laminar

e 8 microtubos primers (previamente resuspendidos)
e Micropipeta de 10 uL

e Micropipeta de 2 uL

e Punteras de 10 uL y 2 uL autoclavadas
e 4 microtubos de 1.5 mL autoclavados
¢ Mini heladera

e Hielo

¢ Cinta blanca

e Marcador

e Elution Buffer

Al comienzo lo primero que se realizo fue la higienizacion del flujo laminar
pequeno del laboratorio G008 del Jardin Universitario, al término del ciclo de
limpieza, se colocé cinta blanca en cada microtubo; seguidamente se escribié en
cada uno de los 4 microtubos, el nombre del par de primers, como se observa
en la fotografia 43, (SB-BL.FOR y SB-BL.REV por ejemplo) que tendria,
siguiendo la secuencia, se colocaron todos los microtubos ( con primers y sin
primers) en la mini heladera con hielo, se agregé 8 uL de Elution Buffer en cada
microtubo, luego se agregd 1 uL de cada primer (BL.FOR por ejemplo) en su
microtubo correspondiente para completar su par de primers (BL.FOR y BL.REV
por ejemplo), este paso se repitié hasta completar los 4 pares de primer en cada
microtubo, al finalizar, rapidamente se transfiero tanto los primers como las
diluciones de mixes de pares de primers a la refrigeradora -20°C. en la fotografia
44 (EXXTEND, 2023)
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Fotografia 42. Materiales para realizar diluciéon de primers

Fuente: Autor

Fotografia 43. Mix de par de primers SB-BL.FOR y SB-BL.REV

Fuente: Autor
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Fotografia 44. Mixes de pares de primers

Fuente: Autor

3.2.11 Extraccién de piezas de DNA (AMIL gfp y aeBlue) de kit plate 6 de

IGEM
Materiales
e kit plate 6
e bandeja

e agua destilada

e punteras de 10 uL

e Micropipeta de 10 uL
e hielo

e 4 microtubos de 2 mL
¢ Cinta blanca

e Marcador

o Beacker para descarte

De manera inicial lo primero que se realizd, fue colocar hielo en la bandeja, acto
seguido se extrajo del refrigerador -20°C del laboratorio G008 el kit plate 6, como
se observa en la fotografia 45 y se colocd sobre el hielo, luego se identificé el kit

plate 6 enumerando las columnas y con letras las filas, de la misma manera se
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colocd cinta blanca en 4 microtubos de 2 mL y con marcador se identificaron 2
microtubos para cada pieza biolégica (AMIL gfp y aeBlue). Después se
identificaron los pozos 9N y 9H en los el kit plate 6, rapidamente con una puntera
de 10 uL se realizé un agujero en el pozo 9N y un agujero en el pozo 9H, como
se observa en la fotografia 46. En la secuencia se colocé 10 uL de agua destilada
en el pozo 9N vy se realizé up y down 5 veces, de la misma forma se coloc6 10
uL de agua destilada en el pozo 9H y se realiz6 up y down 5 veces,
posteriormente se dejaron reposar ambos pozos (9H y 9N) por 8 min para
asegurar que el DNA se re suspenda totalmente, al finalizar ese tiempo se extrajo
5 uL del pozo (9H) y se colocé en el primer microtubo. Nuevamente se repitio la
extraccion de 5 uL del pozo (9H) y se colocé en el segundo microtubo, de manera
similar se realiz6 la extraccidén del pozo (9N) colocando 5 uL en cada microtubo,
como se observa en la fotografia 47. Para finalizar se transfieron los 4 microtubos
con los DNAs (AMIL gfp y aeBlue) de interés hacia el refrigerador -20°C del
laboratorio G008 para su preservacion. (IGEM, 2021)

Fotografia 45. Kit plate 6 con las piezas de DNA de interés

Fuente: Autor
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Fotografia 46. Abertura de pozos en kit plate 6
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Fuente: Autor

Fotografia 47. Extraccion de muestras de DNA (AMIL gfp y aeBlue) de kit plate 6

Fuente: Autor
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3.2.12 Transformacién de Escherichia coli quimio competente con DNA
plasmidial por choque térmico

Materiales:

e Flujo Laminar

e DNA plasmidial de pSB1K3 AMIL gfp y aeBlue
e Células competentes PTI

o Células competentes NEB

e Células DH10b

e Células competentes EGE

e Microtubos auto clavados

e Shaker a 37°C 250 RPM

e Bano maria a 42°C

e Placas de Petri con LB sdlido y antibi6tico cloranfenicol
e Medio LB liquido auto clavado

e Solucion Outgrowth Medium B9035S
e Estufaa 37 °C

e Mini heladera

e Micropipeta de 1000 uL

e Micropipeta 100 uL

e Punteras de 100 y 1000 uL

e Alza drigalski

e Hielo

e Alcohol 70%

e Cinta blanca

e Marcador

En el inicio del procedimiento lo primero que se realizo fue la higienizacién y
limpieza del flujo laminar, acto seguido se encendio el bico se bunsen,
seguidamente se identificaron 2 microtubos para cada tipo de célula bacteriana
competente (4 microtubos para AMIL gfp y 4 microtubos para aeBlue). Se
extrajeron del refrigerador -80 °C y - 20°C, los 4 tipos de células competentes
como los DNAs (AMIL gfp y aeBlue) y se transfirieron para hielo dentro de la mini
heladera de isopor. Luego se anadié 20 uL de celulas competentes PTI( un tipo
de célula competente, por ejemplo) para cada microtubo (de los 2 microtubos
correspondientes, uno para cada pieza bioldgica) ademas se agrego 1 uL de
DNA (AMIL gfp) para un microtubo y 1 uL de DNA (aeBlue) para el segundo
microtubo. Se repitid este mismo procedimiento con los otros tipos de celulas
competentes, como se observa en la fotografia 48 con las células competentes
NEB, se uso las mismas cantidades (tanto de células competentes como de
DNAs). Ahora bien con las otras 2 tipos de células competentes restantes, se
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repitid de igual manera con la unica variacidbn que las células competentes
DH10b y las células competentes EGE se utilizé 100 uL para cada microtubo, en
cuanto a la cantidad de DNA se utilizdé la misma cantidad (1uL por microtubo).
Luego de esta parte meticulosa se agito con 4 a 5 golpes suaves todos los
microtubos. Seguidamente se deja 30 min en hielo; secuencialmente se dio un
choque térmico colocando los 8 microtubos en bafo maria 42°C, 30 seg.
Rapidamente se coloco los 8 microtubos en hielo por 5 min, finalizado los 5 min
se anadié 980 uL de solucion Outgrowth Medium B9035S para los microtubos
que contienen las células competentes PTI y NEB. También se afiadié 900 uL de
solucion Outgrowth Medium B9035S para los microtubos que contienen las
células competentes EGE y DH10B, posteriormente se incubo en el shaker los
microtubos a 37°C, 250 RPM por una hora, como se puede observar en la
fotografia 49. Mientras que pasaba ese tiempo se etiquetaron con sus
respectivas caracteristicas las 8 placas de petri con LB solido (conteniendo ya
antibidtico cloranfenicol) y se dejaron en la estufa a 37°C, al terminar la hora de
incubacion, se retiraron del shaker los 8 microtubos y se dio una inversién 5
veces para mezclarlos. Se descartd6 50 uL de todos los microtubos;
posteriormente se centrifugaron todos los microtubos 1 min a 5000 RPM,
finalizada la centrifugacion se descart6 850 uL del sobrenadante de los 8
microtubos. Ya casi para finalizar se usé 100 uL de cada microtubo y se plaqueo,
cada placa de petri (las 8 en total) con el alza drigalski hasta secar, para finalizar

se dej6 en overnight.( Synfronteras,2021)
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Fotografia 48. Distintos tipos de células bacterianas competentes
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Fuente: Autor

Fotografia 49. Microtubos listos para incubar en shaker

Fuente: Autor
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3.2.13 Reaccion en cadena de Polimerasa (PCR) para piezas biolégicas
AMIL gfp y aeBlue

Materiales:

e H20 destilada

e DNA plasmidial de AMIL gfp y aeBlue
e Mix de primers BL.REV y BL.FOR

e Mix de primers AM.REV y AM.FOR

e 2x Master Mix PCR

e Micropipeta de 2 uL, 10 uL y 100 uL
e Punteras de 2 uL, 10 uLy 100 uL

e Termociclador

e DNAs de AMIL gfp y aeBlue extraidos de kit plate 6
e Heladera de isopor

e Hielo

e Microtubos de 0.5 mL

Se inicio colocando hielo en la heladera; continuando, se colocaron en el hielo 2
muestras de DNAs plasmidiales de AMIL gfp y aeBlue, como también los 2 Mix
primers (BL.REV y BL.FOR, AM.REV y AM.FOR). Ademas también se preparo
una alicota con 60 uL de 2x Master Mix PCR que fue colocado igualmente dentro
del hielo, como se observa en la fotografia 50 seguidamente se nombraron (Ac,
A1, A2, Bc, B1 y B2) 6 microtubos de 0.5 mL,la fotografia 51 hace referencia.
En la secuencia, se coloco 8.9 uL de agua destilada en los 6 microtubos, luego
se agrego 0.1 uL de DNA AMIL gfp en el microtubo Ac y 0.1 uL de DNA aeBlue
en el microtubo Bc. También se agregé DNA plasmidial de AMIL gfp a los
microtubos A1 y A2, como DNA plasmidial de aeBlue a los microtubos B1 y B2,
en la secuencia se adiciono 1 uL de mix de primers (AM.REV y AM.FOR) a los
microtubos A1 y A2 y se adiciono de igual manera 1 uL de mix de primers BL.REV
y BL.FOR. Al tener los 6 microtubos con la reaccién lista, se colocaron los 6
microtubos dentro del termociclador, se puede observar en la fotografia 52.
Luego se programo los ciclos del PCR, al inicio se colocé 1 min a 95°C, seguido
se colocé un ciclo con loop de 35, en donde se programo la primera parte a 45
seg y 95°C, la segunda parte del ciclo con 45 seg y 55°C vy la tercera parte se
colocé 45 seg a 72°C. Al finalizar el loop 35 se programd un ultimo momento que
consto de 3 min a 72°C, la fotografia 53 hace referencia al finalizar toda la

programacion se cerrd el termociclador, asegurandose que la compuerta del
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termociclador presione los microtubos y se comenz6 el PCR. (Rojas, C. A. et al.,
2023)

Fotografia 50. DNAs plasmidiales, mixes de primers y 2x Master Mix PCR

Fuente: Autor
Fotografia 51. Microtubos de 0.5 mL identificados para PCR

Fuente: Autor
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Fotografia 52. Microtubos con las reacciones de PCR listas dentro del termociclador

Fuente: Autor

Fotografia 53. Programacion de los ciclos del PCR en termociclador

E_ Heal Force

Total time

Has Run 0:00:12
Remain time 00:01:00

Fl:Disable

Fuente: Autor
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3.2.14 Electroforesis en gel de agarosa

Materiales:

e Agarosa
e TBE10X

e Balanza semi-analitica

e Cuba de electroforesis

e DNA Ladder 500 pb y 100 pb
e Micropipetade 2uLy 10 uL
e Punterasde 2uLy 10uL

e Vidrio de reloj

e Espatula

e Parafilm

o Erlenmeyer

e Muestras de DNA de AMIL gfp y aeBlue resultado de PCR
e Probeta de 100 mL

e Espatula

e Colorante Loading Diamond

e Xyleno cyanol

e Microondas

e Transiluminador

Antes de comenzar se revisé que se contase con todos los reactivos en las
concentraciones adecuadas, posteriormente se agregé 40 mL de TBE 10 X y
en la secuencia se transfiri6 para un erlenmeyer, la fotografia 54 hace
referencia. Posteriormente se pesé 320 mg de agarosa y se transfirié para el
erlenmeyer, se agito y se calentdé dentro del microondas hasta su total
homogenizacion, la fotografia 55 hace referencia. Se dejo6 enfriar por algunos
instantes (1 min aproximadamente) y se vertio el gel dentro del molde. Luego
se espero a que se enfriara, después que se seco el gel se removid el peine
y se posiciono el gel dentro de la cuba electroforética. En la secuencia se
agrego TB 10 X hasta cubrir el gel, posteriormente en un parafilm se coloco
1 uL de colorante diamond por muestra de DNA (6 en total), de igual manera
se coloco 1 uL de xileno cyanol por DNA (6 en total) y también se adiciono 5
uL de cada muestra de DNA. Para su total homogenizacion se hizo up y down
en las 6 muestras, la fotografia 56 hace referencia. Teniendo ya todo

homogenizado se adiciono 7 uL de las muestras en los pozos centrales del

Versdo Final Honol ogada

09/ 11/ 2023

06: 14



69

gel y en los pozos de las extremidades se adiciono 7 uL de Ladder de 500 pb
y de 10 pb. Posteriormente se cerro la cuba electroforética, se encendidé y se
esperdé 30 min, la fotografia 57 hace referencia. Finalizada la corrida, se
extrajo el gel y se llevo al transiluminador para su analisis, para finalizar se

hizo registro del resultado. (Synfronteras, 2021)

Fotografia 54. Transferencia de TBE 10 X para probeta de 100 ml

Fuente: Autor
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Fotografia 55. Homogenizacion de agarosa y TBE 10 X

Fuente: Autor

Fotografia 56. Muestras homogenizadas y listas para corrida electroforética

Fuente: Autor
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Fuente: Autor

Fotografia 57. Inicio de corrida electroforetica

3.2.15 Extraccion de DNA (AMIL gfp) de gel de agarosa

Materiales

DNA Gel extraction kit

Micropipeta de 1000 uL y 100 uL
Punteras de 1000 uL y 100 uL limpias
Isopropanol

Bafio maria a 55°C

Centrifuga

Transiluminador

Navaja

Balanza semi-analitica

Gel de agarosa con DNAs corridos
Microtubos de 1.5 mL

Microtubo de coleccion de 1.5 mL

71

Para iniciar la extraccion, se pesaron 2 microtubos de 1.5 mL y se registro el

peso, la fotografia 58 hace referencia. Enseguida se colocé el gel de agarosa

dentro del transiluminador y con apoyo de luz UV se cort6 la parte donde se tenia

el DNA de interés (3 muestras de AMIL gfp), la fotografia 59 hace referencia. La

parte de gel cortado se dividié en 3 pedazos (1 muestra de DNA por pedazo) y
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se colocd en un microtubo de 1.5 mL (3 en total) para cada pedazo. Luego
enseguida se pesaron 2 de los 3 microtubos, ya con el pedazo de gel adentro y
se registro el peso. El tercer microtubo con el gel se preservo en la heladera -
20°C. Sabiendo el peso del gel de los 2 microtubos, se adiciono 300 uL de
Binding buffer G a cada microtubo y se incubaron a 55 °C por 10 min( a cada 2-
3 min, con cuidado se agito up y down para total disolucion del gel), la fotografia
60 hace referencia. Al terminar la incubacion se agregé 100 uL de isopropanol
para cada microtubo, se dejo reposar, en la secuencia se ensamblaron 2
columnas a 2 microtubos de coleccién y se transfirié a estas 2 columnas, la
disolucién de los microtubos, la fotografia 61 hace referencia. En la secuencia
se centrifugo por 1 min a 8000 RPM; se descarto el liquido que paso a través de
la columna y se volvid a ensamblar la columna en el tubo de coleccion. Se agregd
500 uL de wash solution A y se centrifugo 1 min a 1200 RPM, de nuevo se
descart6 el liquido que paso por a través de la columna. Se re ensambla
nuevamente la columna en el microtubo de coleccién y se dio otra centrifugacion
de 2 min a 12000 rpm (para secar la columna). Terminada la centrifugacion se
ensamblo la columna en un microtubo de 1.5 mL; se adiciono 50 uL de Elution
Buffer en el centro de la columna; se dejé reposar 1 min a temperatura ambiente;

ya por ultimo se centrifugo 2 min a 12000 RPM.

Fotografia 58. Pesaje de microtubo de 1.5 mL

Fuente: Autor
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Fotografia 59. Gel de agarosa con corte en las piezas de interés

seauir as instrucoes de limpe

Fuente: Autor

Fotografia 60. Incubacion de microtubos a 55 °C

Fuente: Autor
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Fuente: Autor

Fotografia 61. Transferencia para microtubo de coleccion

3.2.16 Preservacion de Bacterias transformadas en glicerol
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Materiales:

Glicerina

Agua destilada

Cultivo de bacterias transformadas con DNA AMIL gfp
Micropipeta

Punteras de 1000 uL autoclavadas
Tubo Falcon de 15 mL

Microtubos 1.5 mL autoclavados
Proveta de 10 mL

Autoclave

Refrigeradora -20 °C
Refrigeradora -80 °C

Flujo laminar

Pipeta
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De manera inicial para preparar el glicerol 50%, se coloco 5 mL de glicerina y se
adiciono 5 mL de agua destilada, se homogenizo haciendo movimientos up y
down con una pipeta, en la Fotografia 62 hace referencia. Completada la
homogenizacion se transfirié para un tubo falcén, se identificé y se auto clavo a
121 °C por 30 min, en lo que se estaba en el ciclo de auto clavado, se higienizo
y limpio el flujo laminar. Al terminar el ciclo de auto clavado, se espero a que se
enfriara el tubo falcon, en la secuencia se llevaron los cultivos de las bacterias a
ser preservadas para el flujo laminar. Estando ya en el flujo laminar se encendié
el mechero de bunsen, en la secuencia se identificaron 6 microtubos con el
nombre de la pieza bioldgica “AMIL”. Seguidamente de agrego 500 uL de glicerol
50% para cada microtubo (6 en total) y 500 uL de cultivo de bacteria para cada
microtubo. Finalizado este procedimiento se llevaron los 6 microtubos a la
refrigeradora -20°C y se dejaron por una hora, al finalizar ese tiempo, se sacaron
los microtubos y se colocaron en el refrigerador -80°C, la Fotografia 63 hace

referencia.(Synfronteras,2023)

Fotografia 62. Homogenizacién de glicerol y agua

Fuente: Autor
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Fotografia 63. Preservacion de piezas de DNA AMIL gfp

Fuente: Autor

3.2.17 Bioarte con Jeroglifos Mayas

Materiales:
e Tubos de ensayo con cultivo de bacterias (que expresen colores)
e Placas de petri con medio LB sdlido y antibiético especifico
(cloranfenicol, kanamicina)
e Asa de siembra descartable (una por cada tipo de cultivo)
o Papel
e Tijera
e Lapicero Bic Azul
e Cinta blanca o transparente
e Flujo laminar
e Estufaa 37
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Lo primero que se realizo, fue higienizar y limpiar el flujo laminar, luego se recorté
circulos de papel con un tamafo de 7.5 mL(tamafio de placa petri), luego se
disefid con lapicero en cada circulo un jeroglifico (“POLAW” por ejemplo),la
fotografia 64 hace referencia. Posteriormente dentro del flujo laminar, se coloco
2 pedazos de cinta blanca atras del disefio de papel y se aseguré atras de placa
de petri, en la secuencia se encendid el mechero de bunsen dentro del flujo
laminar. Al tener ya el mechero encendio, se coloco la placa de petri lo mas cerca
posible, se introdujo un asa de siembra dentro de un tubo de ensayo con cultivo
y se agito para pegar bacterias. Paso seguido se uso el asa como “lapicero” y se
comenzé a disenar el jeroglifico (siguiendo el molde que se disefié en el papel),
por cada trazo que se fue realizando, se volvié a introducir el asa de siembra al
tubo de ensayo (se repiti6 este paso hasta terminar el disefio) y se agito
nuevamente para pegar bacterias, pegando ya bacterias se siguio disefiando el

glifo, al terminar el glifo se cerr6 la placa de petriy se incubo en la estufa a 37°C.

Fotografia 64. Logograma de Polaw (“Mar”) en papel, disefiado por Caterine

Hernandez, de la carrera de Licenciatura en Letras, espafol y portugués como idiomas

extranjeros, UNILA

Fuente: Caterine Hernandez
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4 RESULTADOS
4.1 Parte computacional
4.1.1 Obtencion de Plasmidos completos

Para evaluar la mejor forma y de qué manera, serian construidos los primeros
circuitos biolégicos, que sean capaces de expresar cromoproteinas dentro de
Escherichia coli, se realizé ensamblaje de piezas bioldgicas dentro de plasmidos,
con la técnica Gibson, por medio del software Snap gene y la plataforma
Benchling, que permitieron determinar la viabilidad de cada plasmido luego de

ser montando el inserto AMIL gfp (por ejemplo) dentro del vector pSB1Ka3.

En el grafico 1, puede observarse de abajo para arriba, el ensamblaje del inserto
hasta el final de ensamblaje. Es posible apreciar, que tipo de antibidtico utiliza el
plasmido pSB1K3, el terminador que posee, el origen de replicacion, el numero
de pares de base, como también en donde especificamente se amplifico el vector

tanto como el inserto.

A partir de las enzimas que contiene el plasmido pSB1K3, fotografia 65 hace
referencia, se permitié determinar que no era posible hacer ensamblaje a través
de la técnica de ensamblaje de biobricks, siendo que no contiene las enzimas
Spel, Xbal y Pstl. Resultados similares se obtuvo con el inserto aeBLUe,
fotografia 66 hace referencia, siendo que el vector seria el mismo, el plasmido

pSB1K3, por lo que se corroboro que Gibson era viable para ensamblaje.
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Gréfico 1. Ensamblaje de inserto AMIL gfp dentro de pSB1K3 por medio de técnica de

ensamblaje Gibson

GIBSON|
|ASSEMBLY|

Insert between DNA ends
1.. 2635

P
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Vecton REV
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Fuente: Snap Gene
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Fotografia 65. Plasmido pSB1K3- amil gfp completo

psB1k3-amilGFP (3294 bp)
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Fotografia 66. Plasmido pSB1K3- aeBlue completo
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4.1.2 Determinacion de la eficacia para amplificacion de primers de piezas
biolégicas AMIL gfp y aeBLUE mediante PCR virtual

Con el intuito de saber que primers era los mejores para amplificar las
secuencias de interés. Se realizo una comparacién entre las secuencias
genéticas de primers que amplifican las piezas bioldgicas AMIL gfp y aeBlue. Las
cuales fueron obtenidas en la plataforma Benchling como las que fueron
obtenidas en el software Snap gene, con el propésito de poder determinar que

primers tendrian un mejor % de identidad, y un mejor % de query cover.
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Cuadro 1. Comparacion de % de query cover e identidad obtenida en BLAST

82

%

%

query % query %
name Snap gene cover | identidad Benchling cover | identidad
agtgaagccatctagtatttctcctcttictctagt
vector(pSB1k3).REV -- -- tttttaaccagtgaagccatctagtatttctcctctttctctagt -- --
catcactaataataacgctgatagtgctagtgtagatcgc
vector(pSB1k3).FOR -- -- aattagggcatcactaataataacgctgatagtgctagtg -- --
ctatcagcgttattattagtgatgccctaatttactcggtge
100 100 cactagcactatcagcgttattattagtgatgccctaatttactc 95 100
gaaatactagatggcttcactggttaaaaaagaca
100 100 agaaagaggagaaatactagatggcticactggttaaaaaa 95 100
vector(pSB1k3).REV acctgcttaatcactgacatctagtatttctcctctttctctagtatgtgtga -- -- acctgcttaatcactgacatctagtatttctcctcttictctagt -- --
vector(pSB1k3).FOR cgctgccgaaggctctcccataacgcetgatagtgctagtgtagatcge -- -- cgctgccgaaggctctcccataacgcetgatagtgctagtg -- --
cactagcactatcagcgttatgggagagccttcggca 100 100 cactagcactatcagcgttatgggagagccttcggcagceg 100 100
agaaagaggagaaatactagatgtcagtgattaagcaggtaatgaagacc | 100 100 agaaagaggagaaatactagatgtcagtgattaagcaggtaatgaagacc | 100 100
ttgaataagacatctagtatttctcctctttctctagtatgtgt
vector(pSB1k3).REV -- - ccatgctttgaataagacatctagtatttctcctctttctctagt - --
gttaaataataataacgctgatagtgctagtgtagatcgce
vector(pSB1k3).FOR -- -- cctttgaaggttaaataataataacgctgatagtgctagtg - --
) actatcagcgttattattatttaaccttcaaagggttaacatgagcc
Fragment(amilGFP).REV 100 100 cactagcactatcagcgttattattatttaaccttcaaagggttaac 100 100
) gagaaatactagatgtcttattcaaagcatggcatcgt
Fragment(amilGFP).FOR 100 100 agaaagaggagaaatactagatgtcttattcaaagcatggc 100 100

Fuente: Benchling, Snap gene y BLAST.
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En el cuadro 1 se observa, de izquierda a derecha, las secuencias genéticas que
se usaron para amplificar los DNAs de interés, por medio de la técnica de PCR
virtual (2 PCR por cada pieza biologia). Al lado derecho de las secuencias, se
encuentra los resultados de los porcentajes de identidad y de query cover, que
se obtuvieron al finalizar el Blast (2 por cada pieza biologica). Lo que permite

tener una idea mas clara de que primers son los ideales para mandar a sintetizar.

Con base en los resultados del cuadro 1, se permitié determinar que para la pieza
biolégica AMIL gfp, tanto primers generados en Snap gene como en Benchling,
tienen un valor de100% en identidad y en query over, por lo que cualquiera de
las 2 opciones de primers tienen alto potencial de amplificar a AMIL gfp. En el
caso de la pieza biologica aeBlue, los resultados obtenidos de identidad tienen
un valor 100%, la fotografia 67 hace referencia. Sin embargo, los resultados
obtenidos de query over, con las secuencias generadas en Benchling el valor es
de 95%, la fotografia 68 hace referencia del valor. Los resultados obtenidos en
Snap gene el valor es de 100%, por lo que la opcién de primers, que tienen un
mayor potencial de tener eficiencia en la amplificacion de aeBLue, serian los

primers que se obtuvieron por medio del software Snap gene.

Ya con estos resultados se consiguié determinar, que las secuencias genéticas
para los primers generadas por Snap gene, serian los mas indicados para enviar
a sintetizar con la empresa Exxtend Biotecnologia. Se hizo el pedido de la
sintesis los primers con la empresa Exxtend, se adjunto las secuencias de DNA

para la sintesis de primers de interés, en el cuadro 2 se puede observar.

Cuadro 2. Secuencias para sintesis de primers que se enviaron para la empresa Exxtend

‘ catcactaataataacgctgatagtgctagtgtagatcgc
agtgaagccatctagtatttctcctctttctctagt

‘ gaaatactagatggcttcactggttaaaaaagaca

‘ ctatcagcgttattattagtgatgccctaatttactcggtge

SB-AM.FOR gttaaataataataacgctgatagtgctagtgtagatcgce

SB-AM.REV ttgaataagacatctagtatttctcctcttictctagtatgtgt

AM.FOR gagaaatactagatgtcttattcaaagcatggcatcgt
AM.REV actatcagcgttattattatttaaccttcaaagggttaacatgagcc

Fuente: Autor
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Fotografia 67. Identidad 100% para secuencias de primers que se generaron para pieza
biolégica aeBlue dentro de la plataforma Benchling, se amplificaron por medio de PCR virtual y
se compararon a través del BLAST de NCBI

Sequence ID: Query_31131 Length: 699 Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 699 Gra,

“Gaps. Strand

695/638(100% 0/659(0%) Plus/Plus

Query 21 ATGECTTCACTAGT TAAAAAAGACATGTGCATCAAAATGACGATEEAAGEAACAGTARAL &8

; ILCERL R LR LR R ERRE PR L R TR LR
sbjct 1 ATGGCTTCACTGGTTAAAAAAGACATGTGCATCAAAATGACGATGGAAGGAACAGTAAAC 60

Query 81 TTTCAAGTGTGTAGEAGAAGGCGAAGGCAAACCATTTGAAGEEACCCAGGTG 148
] IIIIIIIIIIIIIIIIIIIII\III\III\III\IIIIIIIIIIIIIIII

shjct 61 CAAGTGTGTAGEAGAAGGLGAAGGLAAACCATTTGAAGGGACCCAGGTE 128

Query 141 ATACGCATCACTEAAGETGEGCCCTTACCATTTGCGTATGATATTTTBGCCCCT 260
PLEEELEERELELE E LR DL RLELRE T ey

sbjct 121 ATACGCATCACTGAAGGTGGGCCCTTACCATTTGCGTATGATATTTTGGCCCCT 18

Query 281 TGTTGCATGTATGGCAGTAAA. CCTTCATT-\)GC-\"GTG’CGG THTTCCGGDTT-\CTTT 268

sbjct 181 TCTTGEATG TATGGC AGTnAn«ECTT ATT-«AGC-«\GTG CGGGE ThTT CGGATT-\ETTT 242

Query 261 TCTTTTCCTRAGEGCTTTACCTGGGAAAGAACACAAA 220
y IIIIIIIIIIIIII|III|IIIIIIIIIIII\III\III\III

Shjct 241 AAGGAGTCTTTTCCTGAGEECTTTACCTGGGAAAGAACACAAA 260

Query 321 TATCTCACCATACACCAGGACACGAGCCTTCAGGGTAATAATT 230
) TELCELLEREEERLLERLLREEERE L et

shict 3e1 TA LT CALCATACALLAGEACACBAGLLT T CAGGET ARTAATT 250

Query 381 GTCATCGATGCCAACTTCCCTGCAAACGETCCCGTGATGCAGa23aaaCAGETGEA 448

|||||||||||||'||||||'|||.||||||||||||| [LLELLLELLTL
sbjct 381 ATCGETECCAACTTCCCTGCAAACGGTCCCGTRATGCAGAARAARACAGCTGEATGE 428

Query 241 GAACCGTGCGTTGAGATGLTTTATCCGCGGEACGGLGTCCTATETGATCAGAGCCTEATE 508

111
Sbjct 421 GAACCGETGCGTTGAGATGCTTTATCCGCGGEACGECETCCTGTETGETCAGAGCCTEATE 438

Query 581 GCCCTGAAATGCACTGATGGCAATCATCTGACGTCCCACCTGCGCACTACCTATCGTTCT 56
i ||||||||||||||I|||||||I|||I||||\||| LLLELLLELLETRLL I TnI ol
shjct 481 GCCCTGAAATGCACTGATGGCAATCATCTGACGTCCCACCTGCECACTACCTATCGTTCT 548
Query 561 COCAAGCCATCCAATGCAGTTAACATGCCGRAATTTCATTTTGGGGATCATCGCATTEAG 620
; 11T III IIII II|III'IIII‘III\III ILLLLLLEELTTLLTEn
Sbjct 541 CGCAAGCCATCCAATGCAGTTAACATGLCGGAATTTCATTTTGGGGATCATCGCATTGAG 688
Query 521 ATTTTGAAAGCTGAACAAGGTAAATTTTATGAACAATACGAGTCAGCGSTGGCCCGTTAC 68
] TLLEEEEERE R RRETREE TR TR e e
shict 681 ATTTTGAAAGCTGAACAAGGTAAATTTTATGAACAATACGAGTCAGCGGTGGCCCGTTAC 660
Query 681 TGTGAGGCGECACCGAGTAAATTAGGECATCACTAATAA 719
) PULCELLEERLCERLERRELRELLEE i ey
sbjct 661 TGTGAGGCGGCACCEAGTAAATTAGGECATCACTAATAA 639

Fuente: BLAST, NCBI

Fotografia 68. Query cover de 95% para secuencias de primers que se generaron para la
pieza biolégica aeBlue dentro de la plataforma Benchling, se amplificaron por medio de PCR
virtual y se compararon a través del BLAST de NCBI

Graphic Summary Alignments Dot Plot

Sequences producing significant alignments Download ™ Selectcolumns *  Show 2]
select all 1 sequences selected Graphics
. 2 E Per. | Acc.
Desc@)hon Scientific Name i Ident s Accession
- v | -

Mone provided | S 0.0  100.00% 699 Query_31131

Fuente: BLAST, NCBI
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4.2 Parte laboratorial
4.2.1 Re clonacién de plasmido pSB1C3-BBa_k1033931 (AMIL gfp)

Era necesario tener una mayor cantidad de plasmidos, que contenian el DNA
plasmidial de la pieza biologica AMIL gfp, que se extrajo del pozo 9N del kit 6
IGEM, por lo cual era categorico poder re clonar y asi aumentar la cantidad de
plasmidos. Para posteriormente tener la cantidad de DNA necesario y poder

hacer ensamblaje de la pieza bioldgica dentro del plasmido pSB1Ka3.

Se realizo transformacion de 20 uL de E. coli comercial NEB DH10b con 1 uL de
DNA AMIL gfp, por medio de choque térmico. Por medio de esta re clonacién se
consiguio insertar los plasmidos pSB1C3-BBa_k1033931 (AMIL gfp) dentro de

las E. coli comerciales.

En la fotografia 69, puede observarse en la parte superior, como la placa con LB
solido que contiene el antibidtico cloranfenicol, es notable el crecimiento de
varias colonias de color blanquecinas, lo que demuestra que se realizé una re
clonacion exitosa, ya que las bacterias en la cuales fue inserido el plasmido

tienen la resistencia hacia el antibiético y pueden crecer.

Obteniendo este resultado, se permitié determinar que las bacterias comerciales
NEB DH10b, fueron eficientes para la re clonaciéon del plasmido pSB1C3-
BBa_k1033931 (AMIL gfp). También se consigui6é determinar que realmente el
plasmido que se extrajo del pozo 9N ciertamente presentaba resistencia al
cloranfenicol lo que también demuestra de manera paralela la eficiencia para
preservacion de DNA por parte del kit 6 de IGEM, Al mismo tiempo se consiguio
probar la eficiencia del antibiético al poder brindar solamente crecimiento a las

bacterias que tenian la resistencia a cloranfenicol.
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Fotografia 69. Placas de petri con transformaciones exitosas para AMIL gfp y aeBlue

Fuente: Autor

4.2.2 Re clonacion de de plasmido pSB1C3-BBa_k1033928 (aeBlue)
De la misma manera se era necesario el aumento del numero de plasmidos, que
contuvieran el DNA plasmidial de la pieza biologica aeBlue, la cual se extrajo del

pozo 9H del kit 6 de IGEM, motivo por el cual era de vital importancia aumentar
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la cantidad de plasmidos por medio de la clonacion, para poder después
expresarlo a través del plasmido pSB1K3. Se realizo transformacion de 100 uL
de E. coli DH5a preparada anteriormente, para quimiocompetencia mediante
método quimico y se uso igualmente 1 uL de DNA de aeBlue, esta transformacion
de igual manera se realizd6 por medio de choque térmico. A través de este
reclonado se logré insertar y aumentar los plasmidos pSB1C3-BBa_k1033928

(aeBlue) dentro de las E. coli DH5a quimiocompente mediante método quimico.

En la fotografia 69 hace referencia, en la parte inferior, la placa con LB solido
mas antibidtico cloranfenicol, junto a las células E. coli DH5a, se observa el
crecimiento de pocas colonias comparadas a las de la pieza AMIL gfp, este
crecimiento de colonias, demuestra que la reclonacién fue exitosa, ya que
nuevamente las bacterias que crecieron contienen la resistencia al cloranfenicol

presente es los plasmidos pSB1C3.

Al percibir este crecimiento, se pudo determinar que las bacterias E. coli DH5a
quimiocompentes mediante método quimico presentaron la eficiencia requerida
para la re clonacion del plasmido pSB1C3-BBa_k1033928 (aeBlue), se consiguid
evidenciar que el plasmido extraido del pozo 9H, presentaba resistencia al
cloranfenicol y que realmente se encontraba preservado dentro del pozo del kit
5 de IGEM. Otro resultado interesante fue, que esta transformaciéon demostré
que la preparaciéon de E. coli para quimio competencia mediante el método
quimico, en las condiciones laboratoriales de UNILA es totalmente factible y tiene

eficiencia para re-clonar piezas bioldgicas provenientes de kits de IGEM.

4.2.3 Comparacion de la eficacia de transformacién de 6 distintos tipos de
células bacterianas Escherichia coli

Para poder conseguir re clonar los plasmidos, pSB1C3-BBa_k1033928 (aeBlue)
y pSB1C3-BBa_k1033931 (AMIL gfp), era necesario tener células competentes
que presentasen una eficiencia de quimi competencia de por lo menos 107. Se
realizaron 4 transformaciones distintas con 4 tipos distintos de bacterias
competentes, obteniendo solamente 1 transformacién exitosa para el plasmido
pSB1C3-BBa_k1033928 (aeBlue) y 1 para pSB1C3-BBa_k1033931 (AMIL gfp).
Se realizaron transformaciones con , E. coli comerciales de PTI, E. coli DH10b

preservadas en glicerol (50%) en la heladera -80°C , E.coli comerciales NEB
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DH10b preservadas en glicerol (50%) en la heladera -80°C y Células E. coli

DHb5a quimio competentes preparadas mediante método quimico en UNILA.

En el cuadro 3, se puede observar, comenzado por la primera columna de lado
izquierdo que contiene, los nombres de los plasmidos que se usaron en las
distintas transformaciones que se realizaron. Al lado derecho de la primera
columna, por cada columna se observa el nombre de cada tipo de E. coli
competente y el resultado que se obtuvo al finalizar cada transformacién que se

realizo.

A partir de los resultados obtenidos, se logré hacer una comparacion de la
eficacia de transformacion de 6 distintos tipos de células bacterianas Escherichia
coli y se pudo inferir que. Las transformaciones realizadas con las primeras E.
coli comerciales de PTI no fueron exitosas ya que no consiguieron ni tener
107(valor comunmente utilizado como punto de partida) de células bacterianas
competentes para realizar la re clonacion de los plasmidos pSB1C3-
BBa_ k1033931 (AMIL gfp) y pSB1C3-BBa_k1033928 (aeBlue), en el caso de
las, las segundas E. coli DH10b preservadas en glicerol (50%) en la heladera -
80°C, el resultado obtenido es similar debido a que no se consiguié ninguna
transformaciéon. Con las terceras E. coli comerciales NEB DH10b preservadas
en glicerol (50%) en la heladera -80°C se consiguié demostrar que, por lo menos
tenian eficiencia de transformacion de 107, ya que se consiguié re clonar el
plasmido pSB1C3-BBa_k1033931 (AMIL gfp) y el plasmido pSB1K3. Ademas,
que esta transformacion demostré que los plasmidos presentaban al menos una
calidad minima para poder ser re clonados, también se concluyé que las
condiciones de transformacion fueron eficientes para poder obtener resultados
de esta indole. Por ultimo, con la cuarta E. coli DH5a quimio competente, que se
prepararon mediante método quimico en UNILA, se consiguié demostrar que al
menos una alicota que se utilizd, tenia la eficiencia minima de transformacion
107, al exitosamente conseguir re clonar el plasmido pSB1C3-BBa_k1033928
(aeBlue). Se infiero que debido a que con los otros 3 tipos de E. coli competentes
que se habia intentd, la transformacion (re clonacion) no habia sido exitosa, para
el plasmido pSB1C3-BBa_k1033928 (aeBlue), esta transformacion con la cuarta

E. coli demuestra que el plasmido pSB1C3-BBa_k1033928 (aeBlue) presentaba
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la calidad minima requerida para su re clonacion y que se consiguio facilitar las

condiciones minimas que se necesitaban para esa transformacion acontecer.

Cuadro 3. Los distintos tipos de E. coli que se usaron para las distintas transformaciones y los
resultados obtenidos

gfp)

pSB1C3-BBa_k1033931 (AMIL

Tipos de E. coli
células células células células células células
tipo de plasmido comerciales PTI DH10b comerciales NEB EGE INOUE DH5a
pSB1K3

Fuente: Autor

4.2.4 Eficiencia de extraccion de DNA plasmidial

Para determinar, si las 2 transformaciones que se realizaron, fueron exitosas y
realmente el DNA plasmidial de interés estaba presente, que seria utilizado para
la construccion de los circuitos biologicos, se realizd la extraccion de DNA
plasmidial para los plasmidos pSB1C3-BBa_k1033928 (aeBlue), pSB1C3-
BBa_ k1033931 (AMIL gfp) y pSB1K3 mediante lisis alcalina, lo que permitié

saber la cantidad, calidad y pureza de cada del DNA plasmidial.

En la fotografia 70, se puede observar, lo remarcado de color azul, lado derecho
de la fotografia, los resultados de las lecturas que se hicieron al DNA plasmidial
pSB1C3 -BBa_k1033931 (AMIL gfp), utilizando el espectrofotémetro.

Con base en los resultados de las lecturas de pSB1C3 -BBa_k1033931 (AMIL
gfp), con una concentracién media de 171.63 ng/uL de DNA plasmidial, una
pureza media de 1.53 (A260/A280) y la presencia de algun contaminante, con
una media de 1.34 (A260/A230), se determiné que la extraccion de DNA
plasmidial para AMIL gfp, presento una cantidad de DNA adecuada para aplicar
en PCR, una pureza relativamente aceptable, con apenas 0.27 que podria ser
proteinas (partiendo con 1.80 como numero comun de punto de partida) .
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También se observé presencia de contaminantes con un 0.66 que podrian ser
sales, contaminantes organicos o restos de reactivos de la extraccion o
purificacion por la cual fue sometido (de la misma manera partiendo con 1.80

como punto de partida).

En la fotografia 71, se puede apreciar, en el lado derecho de la fotografia, los
resultados obtenidos de las lecturas que se realizaron al DNA plasmidial de
BBa_k1033928 (aeBlue).

Ya con los resultados de las lecturas de pSB1C3-BBa_k1033928 (aeBlue) con
una concentracion media de 197.4 ng/uL de DNA plasmidial, seguido de una
pureza media de 1.71 (A260/A280) y la presencia de varios contaminantes, se
dio una media de 1.61 (A260/A230), se determin6 que la extraccion de DNA
plasmidial para la pieza aeBlue, demostré una cantidad de DNA adecuada para
la realizaciéon de PCR. Con una pureza aceptable y aun mejor que con la pieza
AMIL gfp, con apenas 0.09 que podria ser la presencia de proteinas (tomando
1.80 como valor de punto de partida) y presencia de contaminantes de 0.19 que
podria tratarse de contaminantes organicos, sales o restos de reactivos que se

utilizaron en el proceso de extraccion y purificacion.

Juntando ya los dos resultados obtenidos de la extraccion de DNA plasmidial se
consiguio determinar, que el método de lisis alcalina para la extraccion y
purificacion de DNA tiene bastante eficiencia para obtener DNA de interés. Se
determiné igualmente que entre el DNA plasmidial de aeBlue y el de AMIL gfp, el
DNA que mayor concentracion presento fue el aeBlue como también mayor

pureza y menos contaminacion.

Este resultado nuevamente, demostré la eficacia en la preservacion del kit 6 de
IGEM para los plasmidos pSB1C3-BBa k1033928 (aeBlue), pSB1C3-
BBa_ k1033931 (AMIL gfp) fue eficiente ya que se demostré la presencia de DNA
en las lecturas con picos marcados en la longitud de onda de 260 (nm), las

fotografias 70 y 71 hacen referencia a las curvas mencionadas.
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Fotografia 70. Lecturas de DNA plasmidial de AMIL gfp
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Fotografia 71. Lecturas de DNA plasmidial de aeBlue
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4.2.5 Amplificacion de DNA plasmidial de pieza biolégica pSB1C3-
BBa_k1033931

Para determinar si el PCR de amplificacién de las piezas biologicas pSB1C3-
BBa_k1033928 (aeBlue) y pSB1C3 -BBa_k1033931 (AMIL gfp) fue satisfactorio,
ya que serian los insertos que se debian introducir en los plasmidos pSB1Ka3,
para la construccion de los circuitos bioldgicos, capaces de expresar
cromoproteinas, Se realizo corrida de electroforesis en gel de agarosa, lo que

permitié determinar la eficiencia de amplificacion.

En la fotografia 72, puede observarse, de izquierda a derecha, a partir del lane
10 hasta el 12 (resaltado con un cuadro rojo), las corridas de gel la pieza
biolégica pSB1C3 -BBa_k1033931 (AMIL gfp). En el siguiente orden: lane 10
muestra de DNA de pieza biolégica pSB1C3-BBa_k1033931 (AMIL gfp), extraido
del kit plate 6 (control), en los lanes 11y 12, muestras de DNA plasmidial extraido

por lisis alcalina para la pieza bioldgica.

En base a las 3 corridas de la pieza AMIL gfp, se permitié determinar: (1) que el
gel de agarosa se encontraba con las concentraciones y condiciones 6ptimas
para la corrida de DNAs; (2) se colocaron los voltios precisos y correctos para
hacer la corrida electroforética; (3) la re clonacion del plasmido pSB1C3-
BBa_ k1033931 (AMIL gfp) mediante la transformacion de E. coli comerciales
NEB E. coli DH10b realmente funciono, ya que las bandas que se observa en la
corrida, se encuentran dentro de la regién esperada (699-750 pb); (4) La
extraccion de DNA por medio de lisis alcalina fue eficiente y extrajo el DNA
plasmidial de interés, el cual tiene un tamafo de 717 pb, (5) las 2 amplificaciones
que se realizaron mediante PCR para la pieza bilégica AMIL gfp, tienen una alta
probabilidad de haber aumentado la cantidad de secuencias de DNA de la pieza
biolégica AMIL gfp; (6) se comprueba la efectividad de los primers para amplificar
AMILgfp, esto a su vez comprueba la eficiencia por parte de plataforma Snap

gene, en la generacion de primers mediante analisis
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computacional, como también el alto potencial para sintetizar primers por parte
de la empresa Exxtend biotecnologia.

Fotografia 72. Gel de agarosa dentro de transiluminador, con los resultados de muestras de
DNA linearizadas y amplificadas por PCR

—
-
-
—
-
-
-

Fuente: Synfronteras

4.2.6 Bioarte y jeroglifos mayas

Para evaluar como seria y de qué manera, serian disefiados los primeros
jeroglifos mayas, en placas de petri con medio solido LB y antibiotico, Se disefo
inicialmente con un alza de siembra (haciendo la funciéon de herramienta para
dibujar) y con las E. coli coloridas (haciendo la funcion de biotinta), haciendo el
uso de la técnica de esgotamiento, que se utiliza para la siembra de bacterias.
Solo que, en este caso especifico, el esgotamiento va siguiendo un molde de un
jeroglifo que se dibuj6é anteriormente y sirve como guia, por debajo de la placa
de petri.
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En la fotografia 73, se puede observar, el jeroglifo Polaw (“mar”), ya con las
bacterias E. coli expresando color rojo, el cual es visible para el ojo humano sin
necesidad de usar instrumentos de alta tecnologia para poder observar. Ademas,
es posible observar el tamafo del grosor de la linea que define el jeroglifo (el

cual esta determinado por colonias E. coli coloridas)

Partiendo de los jeroglifos disefiados en placas de petri se consiguioé determinar:
(1) en aproximadamente 72 horas promedio después de disefiar en la placa de
petri, las bacterias E. coli expresan su color; (2) fue posible disefiar los primeros
jeroglifos en placas de petri dentro de UNILA; (3) es totalmente viable utilizar
bacterias coloridas como “biotintas” para el disefio de jeroglifos; (4) se determiné
que biodisenar jeroglifos mayas en placas de petri tiene un alto potencial para
ser una propuesta transdisciplinar, nunca antes vista; (5) se comprobd que la
mezcla de bioarte y jeroglifos mayas trae una nueva didactica para la divulgacion
y descentralizacion de la biologia sintética como de la escritura jeroglifica maya’;
(6) se propuso al medio solido LB y N/A dentro de las placas de petri, como un
nuevo “soporte” para la divulgacion de la escritura jeroglifica maya, a partir de
las herramientas con las que se cuenta dentro de un laboratorio de biologia
molecular; (7) se inicid la creacion de un nuevo espacio que posibilita la
transicion entre las galerias/espacios de arte y laboratorios de biologia
molecular; (8) se promovio por primera vez a la biologia sintética como una
nueva forma de preservar y compartir el funcionamiento basico de la escritura

jeroglifica maya’.
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Fotografia 73. Logograma POLAW (“mar”) con bacterias E. coli, después de mas de 72 horas
de crecimiento, disefiado por Caterine Hernandez, de la carrera de Licenciatura en
Letras, espafiol y portugués como idiomas extranjeros, UNILA

Fuente: Autor
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5 DISCUSION

Para poder realizar la construccion de circuitos biolégicos en la parte laboratorial,
es imprescindible entender la viabilidad de diferentes técnicas que existen para
el ensamblaje de piezas bioldgicas, como a la vez conocer y entender las partes
bioldgicas que se pretenden ensamblar, ya que a partir de este analisis se podra
saber por qué y que técnica podria ser mas eficiente, para el ensamblaje de
piezas biolégicas. Hoy en dia este analisis se torna un poco mas facil ya que
existen herramientas de disefio DNA como Benchling y Snap gene, que facilitan
el disefio y la planificacion de construcciones genéticas, haciendo mas rapido y

eficiente el proceso. Como a la vez ahorrando gastos econdémicos y tiempo.

En el caso de los plasmidos pSB1K3-AMIL gfp y pSB1k3-aeBlue, que se lograron
ensamblar de forma eficiente por medio de una simulacion, se debe a la
utilizacién de herramientas de disefio de DNA que se utilizaron y el uso de la
técnica Gibson, que es una técnica conocida y ampliamente utilizada de forma,
laboratorial como computacional, demostrando ser versatil. (uOttawa, IGEM
team, 2019), (AISSU_Union, IGEM Team, 2021).

Estos mismos analisis computacionales por herramientas de disefio de DNA
fueron clave, para descartar la utilizacion de ensamblaje de la técnica de
biobricks siendo que la ausencia de 3 enzimas esenciales Spel, Xbal y Pstl en el

plasmido backbone (pSB1K3) no viabilizo su utilizacién.

De la misma manera los primers utilizados para la amplificacion de la pieza
biolégica AMIL gfp, mediante el PCR que se realizd, respalda que la utilizacién
de plataformas computacionales (Snap gene y Benchling), para el analisis y
construccion de circuitos biologicos, son herramientas potentes que aumentan
las posibilidades para. La planificacion y disefios de construcciones genéticas,

en las diversas areas de aplicacion.

Por otro lado, la validacion de los 8 primers, de los plasmidos pSB1K3-AMIL gfp
y pSB1k3-aeBlue, para asegurar, que los primers realmente sean especificos
para las piezas biolégicas y que exista una eficacia en la amplificacién de DNA,

es un analisis crucial y de mucha importancia. Este analisis fue posible ya que
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se realiz6é un alineamiento para validar |la especificidad, mediante la herramienta
BLAST, dentro de NCBI, este permitié un buen resultado en la comparacién de
las secuencias de los primers de interés con las secuencias de nucleétidos con
los que cuenta en su base datos NCBI, Incrementando asi las chances de tener

una mayor eficiencia de la PCR. (Rozen y Skaletsky, 2000)

Aun para tener una mayor precision, es relativamente comun dentro del campo
de la investigacion de biologia molecular, la utilizacion de la configuracién
(megablast), que permite la busqueda y refinamiento de secuencias genéticas
altamente similares dentro de la herramienta BLAST. Lo que es crucial cuando

se busca tener una altisima especificidad en la amplificacion. (Zhang et al., 2000)

Uno de los desafios mas grandes que se presentd durante el desarrollo de la
este trabajo, fue, el poder conseguir alta eficiencia de transformacion con los 4
tipos de células bacterianas con las que se trabajo, ya que tener células
competentes adecuadas es, una de las partes mas fundamentales y cruciales
del desarrollo de cualquier investigacion, que envuelva biologia molecular y

biologia sintética. (Hanahan,1983)

Otra consideracion importante es que, durante el desarrollo de las
transformaciones, en conjunto al equipo de Synfronteras, se cotizo precios para
compra de células bacterianas competentes, se obtuvo la cotizacién por parte la
empresa Mendel Science and Health-Itda, para células competentes Escherichia
coli DH5a y Escherichia coli DH10b. Sin embargo no fue posible adquirirlas
debido a: (1) el precio excesivamente caro, en la fotografia 74, en la esquina
inferior derecho, se puede observar el valor total del presupuesto, con relacion
al presupuesto con lo que se contaba y ; (2) la fecha de prevision, de llegada de
las celulas Escherichia coli DH5a y Escherichia coli DH10b a UNILA era, 60 dias
después de la compra, 6sea practicamente era inviable su uso, siendo que las
células llegarian aproximadamente si caso se compraran, a finales del mes de
noviembre del calendario gregoriano. Por lo que se recalca, que para futuras
investigaciones, es de vital importancia tener células competentes eficientes y

asi garantizar una alta eficiencia en la transformacion.

Versdo Final Honol ogada

09/ 11/ 2023

06: 14



98

Ademas, que con los resultados obtenidos se puede determinar que, dentro de
las células competentes, con las que se cuenta dentro de UNILA, existe una alta
variabilidad en la eficiencia de la transformacion. Obteniendo, primeramente, a
las células competentes E.coli comerciales NEB DH10b, como las mejores con
las que se cuenta, ya que consiguieron transformar 2 plasmidos distintos.
Segundo, las células competentes E. coli DH5a quimio competentes preparadas
mediante método quimico en UNILA, consiguieron transformar 1 plasmido,
porque lo que. Se determin6 que la preparacion de estas células por medio de
método quimico, puede ser efectivo para el la clonacién, por lo tanto, se podria
proponer para futuros trabajos de biologia molecular, aumentar la eficiencia de
produccion de células E. coli DH5a quimio competentes preparadas mediante

método quimico.

Otro de los factores que se debe resaltar para la eficiencia en las
transformaciones llevadas a cabo, es que, en gran parte el éxito de la re
clonacion de la piezas bioldgicas aeBlue y AMILgfp se le puede atribuir, a los
plasmidos pSB1C3 que transportaban las piezas, que con certeza tienen altas
probabilidades de tener buena calidad e integridad, ya que esto es fundamental
para la transformacion o expresion de plasmidos, y si los plasmidos estuviesen
deteriorados o defectos, no hubiese sido posible ninguna de Ilas
transformaciones que se llevaron a cabo, utilizando los plasmidos pSB1K3 y
pSB1C3. (Dionisio F. et al., 2019)
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Fotografia 74. Cotizacion de células competentes, realizadas por empresa Mendel

Science and Health-Ltda

Mendel Science and Health-Ltda
CNP.J: 24 183 437/0001-76

Avenida Mari Amélia de Amorim Dael Olio, 328 (D 5) - Residencial Portal

dos Oitis - Araraquara/SP

(16)99993-1770 - (19)99191-9866

contato@mendelsh.com.br
www.mendelsh.com.br
Vendedor: MENDEL

SYNFRONTERAS

AVENIDA PARATI, 1404 - ITAIPU A

Foz do Iguagu/PR

synfronteras@gmail.com

ORCAMENTO N® 20236525
Muito obrigado por consultar a Mendel SH!
VALIDADE DA PROPOSTA: 10 DIAS
DADOS DO CLIENTE
T CLUBE DE BIOLOGIA SINTETICA .
Razdo social: SYNFRONTERAS Nome fantasia:
CNPJ/CPF: 50.100.656/0001-54 Enderego:
CEP: 85860-450 Cidade/UF:
Telefone: (45) 9806-9537 E-mail:
PRODUTOS
ITEM NOME UND.
1 DHS-alpha Chemically Competent E. coli Cells 5x50 uL - UNI
GOLDEIO
2 DHS-alpha Chemically Competent E. coli Cells 5x100 ul - UNI
GOLDEIO
3 DH10B Chemically Competent E. coli Cells 5x50ul - GOLDBIO UNI
4 DH10B Chemically Competent E. coli Cells 5x100uL - GOLDBIO UNI
TOTAL
OBSERVAGOES

Empresa optante pelo Simples Macional.

QTD.

1,0000

1,0000

1,0000
1,0000
4,0000

VR. UNIT.

1.180,0000

1.975,0000

1.180,0000
1.975,0000

21/09/2023

SUBTOTAL

1.180,00

1.975,00

1.180,00
1.975,00
6.310,00

VALOR DOS PRODUTOS: 6.310,00
VALOR DO FRETE: 11.300,00
TOTAL DO ORCAMENTO: 17.610,00

Os pregos s3o validos para aquisigio integral desta cotagdo e mediante disponibilidade do estoque na confirmagae da compra.

Faturamento minimo: RS 200,00
Pagamento: 14 dias apds a enftrega.
Frete: a combinar

Fuente: Synfronteras

La PCR dentro de la biologia molecular tiene una vital importancia, ya que es un

paso critico en la construccidn de circuitos bioldgicos, con los resultados que es

obtuvieron de la electroforesis en gel de agarosa, se determiné que la PCR de
amplificacion de la pieza biolégica pSB1C3-BBa_ k1033931 (AMIL gfp) fue
exitosa y que se obtuvieron fragmentos de DNA dentro de lo que se esperaba.
Ahora en el caso de la PCR para la pieza biolégica pSB1C3-BBa_k1033928

(aeBlue), la fotografia 71 hace referencia, no se consiguié obtener la banda

dentro del rango esperado, esto se pudo deber a varios factores. Por lo que se

puede observar en el lane 13 (aeBlue control), parece que existidé un problema

en la corrida del gel, ya que se visualiza, un poco torcida la banda que aparecio,
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en el caso de los lanes 14 y 15, visualmente, se ven muy extrafnos, por lo que se
propone, repetir la corrida electroforética, para realmente tener certeza. Si la
amplificacion por PCR de la pieza biologica aeBlue, fue satisfactoria, y no se
consiguio determinar en la corrida, o si realmente el PCR de amplificacidén no fue
exitoso, por ende, una gran probabilidad de que plasmido de interés, no se
consiguié re clonar de forma satisfactorio, como lo esperado. Estos dos
resultados de PCR, 1 que fue exitoso para la pieza biologica AMIL gfp y el otro
que no fue para la pieza aeBlue, confirma nuevamente, el grado de complejidad
y lo tan critico que es la PCR para amplificacion de piezas de interés, dentro de
las investigaciones de bioldgica molecular, en cualquier area de aplicacion.
(Mullis y Faloona, 1987)

Algo que es importante analizar y que aporta bastante al desarrollo de
investigaciones de biologia molecular dentro de UNLA, es el hecho de que, la
amplificacion exitosa de la pieza pSB1C3-BBa_k1033931 (AMIL gfp), confirma
lo vital e importante que es hoy en dia, adherir analisis computacionales y
simulaciones para, los distintos procesos biolégicos (construcciones de
plasmidos, BLAST, PRC virtual), ya que para la pieza biolégica AMIL gfp, se
realizaron , previamente varias simulaciones que, confirmaron que , las
herramientas de analisis genético, juegan un papel fundamental y traen
bastantes beneficios para futuras pesquisas, que involucren el uso de

herramientas como Benchling, Snap gene, NCBI y BLAST.

Con los resultados obtenidos, que involucro una propuesta fuera de lo comun,
que es la creacion de jeroglifos mayas, utilizando E. coli coloridas en placas de
petri, como medio de preservacion de un conocimiento milenario. Ademas, abre
otra dimension a la interseccién de las culturas milenarias, arte y biologia
sintética, Ya que se esta proponiendo una nueva forma de arte, la cual utiliza
microorganismos como medio de expresion, haciendo que la obra de arte este
viva. (Catts y Zurr, 2007)

Entretejer el arte a la biologia sintética es una forma poderosa que puede servir
para descentralizar y compartir la escritura jeroglifica maya’, lo que seria una
nueva forma, a partir de las herramientas que se tienen hoy, para la divulgacion

cientifica y cultural. Ademas, la idea de utilizar a las placas de petri como
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“soporte” para la escritura de jeroglificos mayas y la divulgacion en si, es una
propuesta transdisciplinar desafiante que une campos de investigacion, que
generalmente nunca se interligan, El hecho de interconectarse, automaticamente
se crea un nuevo espacio transdisciplinar, en donde cientificos y artistas pueden
trabajar en conjunto, y cada quien, pueda ir aportando desde de su vision, para

un fin en comun. (Hockfield, 2009)

Conforme la globalizacion avanza, se tiene una tendencia, cada vez mas hacia
la desvalorizacion y falta de importancia sobre las culturas y los conocimientos
milenarios, por lo que se podria sugerir, que esta propuesta, es pionera en el
campo del bioarte junto a la biologia sintética, dentro de Latinoamérica, la cual
visa descentralizar espacios y valorizando los conocimientos antiguos y nuevos,
Para que a partir de este encuentro de mundos y conocimientos distintos, pueda
crearse nuevas formas de expresion donde no exista division entre la biologia

moleculary el arte, sino que la complejidad de la biologia molecular sea arte vivo.

6 CONSIDERACIONES FINALES

Se puede inferir que los resultados obtenidos en el presente trabajo demuestran
que es totalmente viable y posible, la utilizacion de la biologia sintética para un
fin bioartistico y a la vez de preservacion cultural. Mediante el poder aprender el
funcionamiento basico de la escritura jeroglifica maya, utilizando placas de petri,
como nueva superficie para disefiar jeroglifos, y asi a su vez trayendo un nuevo

espacio pionero, el cual se tiene mucho para realizar y profundizar.

Se debe considerar para futuros trabajos que el presente trabajo, solamente es
el punto de partida para la creacion de E. coli recombinantes que puedan
expresar colores mediante cromoproteinas, con el fin de crear dentro de UNILA

una “paleta de biocolores”.

Al ser un trabajo pionero en Latinoameérica se debe considerar, que hay muchas
variables, en las cuales se puede profundizar siendo que se esta haciendo arte,
con seres que estan vivos, por ende, existen bastantes variables, las cuales se

desconocen.
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