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RESUMO
A diversidade da vida ® gigantesca, em toda
e ao |l ongo da exist°ncia da esp®cie human

culturas existexiamcienmt@mbi nhnédmni dade de moc
exi sttemagwema rica diversidadeemubl guml p |
moment o, em r e@ aYaebia" Aon®o i A" ) e outras regi
processos de coloniza-«0 e domina-«o foran
gr upostueenrtaimmi bi r a odulvteusplelsaalrr de todas as
i mpost aass cul turas antigas, cada uma no f
desenvolveram diferentes tipospade esotdreat ®¢
transsnudi sabedoria " s pr-xesnasatgRgiaas» eisncll
transmirsasl«,0 pr 8ti cas adulntewnrvaisx bgreemit |tsia a s ,
preserva-«o da fleireghntegem,i pos de express»es
materiai s musicais e audiovisuaisjetmwioto n
propor a bi odoogliaddiosoidnati®t d acd sErsicdher i ¢hi a Col
como uma noatar afvo&rsmadegamnicsmpos pa&i &aopPreser val
di fundir o fAojer Mayib' &z ' chbaadOEassi tnau hh
f or ma de sanaritpeenaat i go entrel a-ada com
modi ficados, sendo uma express«o intersemi
conheci mentos a n tOisg o r i ethel irgolooesof so. s mai as f ol
desenhadod@an bactE®rcihas i ¢ DiH&Ep SBI-KMBRFP1 e
Escheri clhHlaoph8B1-88Ba_ k608008 em placas de Pe
s-lido LB e N/A.

Pal avrhaasv Estr at ®gi as de Preserva-«o, Escr i
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RESUMEN

La diversidad de | aenvitdadaess fgghidqgtamd £ s dae
expresyadruseant e toda | aesemxecsiteenlturmanda naoa ha
excepci - -nhamnwaexqiusseti do y siguen existiendo
i nfinidaddaeesegxdyfmmasggue ha |l evado a una ri ca
pl aneduwe,i ae nmoariegygm r egi ones c o(nba Meémpiyaado )Y a l
otras regli ompe e enhvai,venirodkcsesdbe col oni zaci
domi naci - n, por parte de ciertos grupos qu
humanaA pesar de todas | as laidmrasant ¢ésasi ompd ¢
mi |l enari as, cada una en su contexto y real
de estrategias de preservaci-n, para poder
generaciones. Estas estrategias ilnalrayers | a
secr eAMlasme ntvaecsit-inmenta propi a, preservaci-n
tipos de expresiones art2sticas, c¢creaci-n d
y m8s. En este trabajo se pretende proponer
re@l i zadma cctoefldsicabser i cchic@aomdoluna nueva f or ma
preservar yojdeirvuMagya(rlEGedtra Giuhmé d@€Conghddfioca M
as? una nueva forma de sentipensar arte mil
modi ficadoasénsai eeaxd@r esi - n inter semi -tica
valoriza conoci mi entSedcsi saenfta rgauro slJogsg bpuréiemesr. o s
mayasutili dacde Esaveri chDidBp SEBIL-MBRFP1 y

Escheri chhHlagphsB1-8B8a6R@88008 en placas de petr
solido LB y N/A

Pal abras ECGtawaeéegi as de Preservaci - n, Escr
Transdisciplinariedad, Bi ol og2a Sint®tica,
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ABSTRACT

The diversity of i fe is I mmense, in all
throughout the entire existence of the huma
There have been and continue to be many <cu
being and é&dxXistihmg | ed to a rich planetary

some point, i n regions | i ke Abdéyad Yal ad ("
processes of colonization and domination h
groups t hat have i Bt t enhputmeadn tdo ven&i ty. De
di sseminating impositions, ancient cultures
have unfolded di fferent types of preservat.
wisdom to the next genenat udeas.or@ahegdge ant m
secret cul tur al practices, uni que <cui sines
forms of artistic expression, creation of
mor e. I n this work, the aim is btiocoaprto puoss engs
Escher i cbhaicat eGoilai as a new | iving form to pr
Mayi bo tz~oi hbdo" (Mayan Hieroglyphic-Writing
old art intertwined with modifiedeimbvinong or
transdisciplinary expression thalthevaliuwest a
Mayan glyphs wer Esdéaei ¢ Oélibp SBAKIBFP1 and
Escheri cdDHlaphs®1-88a_ k608008 bacteria in petr
and N/ A solid medium.

Keywor dBr eservation Strategi es, Mayan H

Transdisciplinarity, Synthetic Biology, Bio
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RESUME

a diversit® de | a vie est immense, dans to
et tout au |l onyg'eéspl'cexhsmanoe,deela n'a pa
Il y a eu et il continue d'y avoir de nombr
d'"°tre et d'exister. Cela a conduit ° wune r
un moment donn®, chamse dAdD yra®giYanad (" Am®r i q
parties de |l a plan te, des processus de co
v®cus par certains groupes qui ont tent® d
toutes | es I mpositi ons adnicsise®miensat rcihcaecsu,n el eds:
propr e contexte et real i t ®, ont d®pl oy ®
pr®servation afin de transmettre | eur sageée
strat ®gies incluent l a transmissioheoral e,
Cui sines uniques, |l a pr®servation des | anc
artistique, |l a cr®ation de mat®riaux music
Dans ce travail, | " objectif est de proposel
avec | aatbiloasratnt Hsecsh ebraiccchBimrameG&Goulnie nouvel | e
vivante pour pr®server et diffuser | "'"®crit
tz>oi hbo" . Cela cr®e ainsi une nouvelle for.
organi smes Vii®santde vneondai nft ainsirssUmetéexpees
ansdisciplinaire qui valorise lLéegsconnai

tr

premiers glyphes mayas ont ®tEs chariushiean wd
DHBp SB1-KiIBFP1E®¢her i DHilephs®1B8Ba k608008 dans
des bo" " tes de P®tri avec un milieu solide L

Mot s cb®sat ®gi es de pr ®servation, ®critu
transdisciplinarit®, biologie synth®tiqgue,
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M p

1 INTRODUCCIEN Y JUSTI FI CACI CN

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 estd 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 regi-n de Abbéyad vy a@llaasekcep¢idin AangRe ¢oc & O ) no
avance de | os europeos por Aconqui star vy
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 Traves de la imposicion del

idioma, la religion, la idea de estado-nacién, la introduccion del dinero, la
demonizaci - n de l a forma de sentipensar
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genocidios jamas antes visto en la historia de la humanidad (Yéasnaya Aguilar
2023).

A pesar de toda la invasidn 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 afios para preservar las distintas formas

propias de sentiexpresarse, se puede mencionar:

1) La transmision del conocimiento a través de la oralidad de generacion a
generacion (Ak d6abal , Hu mb2rla cealizach® @eB fiande reko
(habitos/practicas de vivir) culturas ancestrales (aunque la mayoria de veces de
manera secreta para no sufrir represion); 3) la creacién 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 unidon de practicas
fespiritual eso, dada entre | a uni-n

las préacticas que se introdujeron; 7) El uso de fonemas de idiomas de la region,
dentro de los idiomas que fueron impuestos; 8) creacion 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 ( Q6 aj o m t z BO)creacipn d@ ceritrés)de

Versdo Final Honol ogada

09/ 11/ 2023

06: 14

de



estudios auténomos indigenas,;11)transcripcién de conocimientos orales a libros
Akbdabal, Hu mbl¢ elabavacion HO apliggciones 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 colonizacién hasta hoy en dia, la mayoria, comparten un
c-ctel de genes que | es haceesrosbogyg

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

regi-n AAbEyaE yalaE (AAmM®ricao).
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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 comprensién y manipulacion de
seres biologicos con el proposito de suplir algunas necesidades que se hayan
detectado para facilitar la vida al ser humano y que los sistemas biol6gicos sean
m8s f8ciles de fdAcontrol ar y mani pul ar o, c
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 la

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 antigiiedad, 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

I ndo, posiblemente | a | sl a rdiec@®@)c(@ula. @. @ AAlaf
2010; V.G Erik 2020).

ARAnawako siendo un 8rea geogr8fica que cuen

para el desarrollo de muchos sistemas de escritura dentro de los cuales se puede

Versdo Final Honol ogada
09/ 11/ 2023 06: 14



M ¢

mencionar: Escritura Olmeca, Zapoteca, Epi-olmeca, Nuine, Mixteca, Nahuatl,
Mixeca, Maya, entre otros (V. G. Erik 2020).

El Aojer Mayibd tzoihboéo (sistema de Escrit
escritura m8s complejo que se desarrol | - d
sistema de escritura funciona de forma basica 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

jerogl2fica Mayabo, datan aproxi madamente e
mur ales art?2sticos en | a denominada Estruct
en San Bartolo, Pet ®n Centr al , Al x i(Kkettundne/ Weélmké " Gu at en

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
y divulgar |l a Aoj er laMmigni de da biblagia isintétidao , crea
(conocimiento nuevo) y |l a Aojer ,8badpi bd t z 0O
como resultadouna nueva ex p(RieemiCusicanquiy Silviax 2089)
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.
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2 OBJETIVOS

2.1 General

T Construcci - n de |l os primeros circuito

cromoprote2nas coloridas akterdtiro de bacte

2.2 Especificos

1T Cremropuéestamsdi sciplinarias dentro de UN
entretejer | as ci enciiermsexhaisntaansa.s como | as
T Cremuwevas queeasescolonicen | as ciencias ¢
i ntroducci -n de sentipemssaaes que parten

T Cremmuegspacmondea posi alberqdien rbiiocos og?2 a
mol ecpll@edan sef gabpbacdm@tse de que /|l as gal
espadieoarte puesiamahbtoarnadtdo®@m besg2 a mol ecul

T Promer una nueva did8ctica para |l a divul
escr i tuoagMayhaomatambién una nueva didactica y forma de
divulgacion de la biologia sintética.

T Proponer al medi o de cultivo solido en
superficie parjeegloafescritura de

T Propiciar | a descentralizaci-n de | a bi
jerogl 26ica maya

T Proponer acdmo bumarnweva y moderna f or ma
y transmisi - nj @reodMeRyfeisma i t ur a

T Utilizar a | a biolog2a sint®tica como
cienteéblitctaral

T Promoverbiaol 6@da ®t i c a cC omo una nueva h

empdoer ami ento para el conoci miento milen
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3 METODOLOGI A
3. MetodolCognpataci onal

3. 1Sell eccipireditben| - gi cas IdGEM os ki ts
Material es:

f Laptbemolvrot el (R) Pentium(R) CPU 5405U @ 2
T Exc2022

Para | a selecci-n de utaisl opgi-edzoacsu nteinalo-sg idcea sl
(Il GEM go2l)xonltasenginezas biol  -gicas disponil
realpira - meramente ingresand&xablgaoacdmendtaamdbdo
click en | a ospecliecoc ifoBmasrédbat ogr af 2 al wWeghoace r
di gitando | a cpharl carba par,od &b bfiener el resul
b%“squeda, se clico en toda | a fila de | a cr
de relleno para su miesmaccpr ocddiemirerptid i p aree

cromoprote?sgas (bgnin®@BLE)®Tr as,

Fotogr BfY2sagyu®.da de piezas biol-gicas de inter ®s

Busear y reemplazar ? x

Butcar Eeemplazad

| Busear: chromagrotein " |
Ogcianes = >
Buscar todes | Buscar siguiente Cerrar
Libra Haga Hombre Celda Valar Fdim..,
2021 Kit Fiste Galss 2027 Kit Plate & SPS100  ipidPink pink chromaprotein @nd RES)
2021 Kit Piste Galsx 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 Piate Exlss 2027 Kit Plate & SPE122  aeBlue blue chromopratein find RES)
2021 Kit Piste Golsw 2027 Kif Plate & SP3124 amilklP blus/purple chromoprotein find RES)
2021 Kit Piste Galex 2021 Kit Piate & SP3126  amilGFP yellow chromopiaten find RES)
2021 Kit Piste Gualix 2027 Kit Plate 6 $P5153  Condtitutively expresied diromoprotein efarRed
2021 Kit Plate Baxlsx 2021 Kit Mate & SPE164  Constitutively expressed chromoprotein amilGFP
20210 it Plate Bxlsx 2021 Kit Plate & SPE1GE  Comstitutively expressed chromoprotein gillue
2020 Kit Plate Bxlsx 2027 Kit Plate & SPE1EE  amillP blue chremoprotein with strong promoter

31 raldafcl sncantoadac

Fuent e: Aut or

Fotogr &&fede®ck.i -n de cromoprote2?2nas de inter ®s
16
enerator 4 NO sequence Imo FOFD -» CI (434) |2V Iob)
2

Reporter No sequence info asPink pink chromaprotein (incl RBS J23110)
poeratn aauence infn PoPS ) (41A71

enerator No sequence Info HokS —> Tetk [S0
Reporter No sequence info aeBlue blue chromoprotein (incl RBS)
123/0K Regulatory Mo sequence info Promoter (cinR and HSL regulated RBS+)

No sequence info amilCP blue/purple chromoprotein (incl RBS)
No sequence info

Reporter
Promoter (Penl requlated
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3.1.2 Construccion de pladsmidos dentro de las plataformas benchling y
Shapgene

3.1.2.1 Construccion de plasmidos dentro de la plataforma Snapgene

SnapGene es gnesboBtwasefladpil@aava suglizaci
mani pul aci -n de secuenca asu dwe A DOfNesgafA{RN , e Ic o
Siunadi st iextpes i meeltaosi onados con | aElbi ol og?
softwar ewutyi |l deadoo |débolras ori os de .¥Ya ol og? a
gue adem8s de steer pneurymivteer ss8ut iult i | i zaci -n co
1 mesn todas | ashabr hicImea@&ean &,a2s0 2 3)

Materiales:

T Laptop Lenovo Intel (R) Pentium(R) CPU 514
1 Programa Snap gene
1 Plataforma Benchling

Dentro de aplicacién Snapgene secrebun nuevo Afiled se clicko en
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 copi6 la secuencia aeBlue (por ejemplo), fotografias 3 y 4 hacen referencia. Se

vol vi - a Snapgene y en |l a opci-n ACreate a seqg
(aeBlue por ejemplo), se le coloco un nombre (aeBlue) a la secuencia y se clico en

fi c r ®dat fetagrafia 5 hace referencia. En la secuencia se clico en la opcion

i Se qu e nc sefieccignd toda la secuencia de DNA (aeBlue en este ejemplo), la
fotografia 6 hace referencia. Segui damente se <clico en fAFeatur
Featured se nombr - como aeBI udasfotdbgaftag dDy8 e | e co
hacen referencia. Al término de este proceso se volvié a la plataforma Benchling, se
seleccion- el p | 8§SBhK3)dy e diddoasgd knbfarynma &enlbapk.(gb),

nuevamente se volvio al program Snapgene, sedioclicken | a opci -n fAOpen Fi
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 opcién

AAct isemud do en fAGi bson Amssserntb | Frdafotogehfiat®0g,0 en 1l
hace referencia, | o si gui ente fue que se seleccion:- den
secuencia que se quiso extraer, la fotografia 11 hace referencia, consecutivamente en

|l a ventana fAFragmentcth ovasyese kelecconbeh hHPIi kase aeBl
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(para este ejemplo), la fotografial2 y 13 hacen referencia. En la tercera ventana
AProducto se clico en | a oPdmersh WiChewosel Ouveir -l ra
opci-n Al1l5 to 25 overh a@ipo mgyge HRAfetmymba 1fbasece cl i co
referencia, ya para su finalizacion se le coloco nombre pSB1K3-aeBlue y se clico en

i As s e nds foegrafias 15y 16 hacen referencia. Este mismo procedimiento descrito

anteriormente, se repiti6 para cada parte biolégica de interés. ( Roj as,etC.al A.
2023)
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Fotografia 2. Inicio de Plataforma Snapgene

Ooen Files.. Crl+0
Open Becent File -
Chaser Ciil+W .
Chaca All Ctrl+Shift+W ' SnapGen
£ Version 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 Cl+Q
= Master the basics of Snapliene with wideo tul

Brief Tour of
SnapGene

Use Actions to
Plan and Predict

~ Cloning tutorials

I Get Started

Fuente: Aut or

Recent files
E5 Open File.,

torials

How to Create, Opal
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

vigl Y
I
BspCNI BmtI
Rial MNhel BzeRT
tag-tactagagasagagzazasatactagitegcttcacts
*gtta at. atga'tEtctttctcctctttatga‘tFtactgaagtgaci
|
- aeElie &
BBa_123119 | Br
T T 1 T T Hh
50 Bsj
Rs
o
Tsp4sL Bee
A
Bsrl Ms1I Sty
gitasasaagqatstecatogaaataczatzaasea scggtoaccatitcsagtgtotaggas bl
aattttttctgtacpacgtagtitttactgctaccttecttgtiatittgecagtgetaaagttcacacatecte S:;;
» -» »
==1
» azBlue s
i BBa_K8564481 «f
T T T T T T T
20 L 188 118 128 138 142
4
Bspl12B61
anll
Eco0188I 2eGL
Poumt I
Fuente: Autor

Honol ogada

[

is

Ms
Af1
Pei

Bsrl
seRT

by
198

BBa_K1033928-acblue (760 bp)

Dpnl
Sau3al
Apol
PagCL
BspMI
Tagod Bfual
MboIT HhaI | DpnII
Bsp12861 Bsu3sl Aztll fuCL
BanII Ddal Hpy188I HpsIl
BaeGI Hpy188IIL Beeal | Hpyl66IL
T=pd5I  Apal N:}lyl' BsaHI RspIl  Hbol
BStEII Eco01091 |Plel BssSal [Tth111]  HirelI
Hmﬂsﬁll \Acul Bpptlfll BssSI Séac.[} Zral :HspI Taul
HphI BSpOMI  Hinfl Atul BSEUL HpyCHAI Plel
11 BsaBI Hpy{ 188111 Btel BsaHI|Btezl MlyT
III EcolipSI  HpsII |Tayl Hgal Hpy188T | AlwlBanl
1 ppuMI sl | Taql Pvull AIwNI| Hpel  HInfI
BsgED | FriudHI Awall | [PFIFIHinF|I FnudHI
BsaWl |HphI  Banl  Faul BSaBI Ajdl Apol
I Ll ul L L il L]
208 kL 480 1] (] 700

asBluz

BBa_K864491




Fotografia 4. Secuencia completa de

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

Fuent e: Aut or

DNA aeblue dentro de Benchling

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

1 New Sequence
Eile Edit Miew Enzymes Features Primers Actions Jools Window Help
©|  NewSequence x| +
o foldar opened : _
i sublclders wil be New DNA file
© Create 3 sequence

atggottcactggttaaaaaaga
catgtgcatcaaaatgacgatgg
aaggaacagraaacggtcaccat
ttcaagtgrgtaggagaaggona

) Reverse complement

18 Detect common festures

7 Create 3 sequence with multiple N’y

© Create a placenokder Tile with o sequence

O Single-Standed

opoloay
© Circular © Linesr

Start (0)

aeBlucidna

Fnd (653

V’ Get Started

Fuent e: Aut or
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Fotografia 6. Seleccion de secuencia completa DNA aeBlue
(% aeBlue.dna O I
®- C | K O O 2 8
Save U edo | Cut Copy Paste Window  Print
Selected: 1..699 = 699bp  [47% GC] = 699 bp (DNA)
b4
=t 10 20! 30 40 S0 60 70! 80
= Pail
Start (0) AfIIIL MslI BstEIL
= \
" 51 ®~alil:ggcttcactggttaaaaaagacatgtgcatcaaaatgacgatggaaggaacagtaaacggtcaccatttcaagtgtgt
L I + t + + + + + t + t + t + t + + 80
i 37 taccgaagtgaccaattttttctgtacacgtagttttactgctacctteccttgtcatttgeccagtggtaaagttcacaca
== Apal
i BanII
BaeGI
KflL Bspl2861
arg. leuMI PspOMI |Bme15801
Ala
= aggagaaggcgaaggcaaaccatttgaagggacccaggtggaaaagatacgcatcactgaaggtgggcccttaccatttg
b + + t + t t + t + t 160
= tcctecttccgeocttecgtttggtaaacttccctgggtccaccttttctatgegtagtgacttccacccgggaatggtaaac
BspEL
lBsan
cgtatgatattttggeccctrgrtgecatgtatggcagtaaaaccttcattaagcatgtgtegggtattccggattacttee
+ t + t + t + t + u + + + t + + 240
gcatactataaaaccggggaacaacgtacataccgtcattttggaagtaattcgtacacagcccataaggcctaatgaaa
|Bsu3GI
aaggagtcttttcctgagggctttacctgggaaagaacacaaatcttcgaggatggcggctatctcaccatacaccagga
+ + + } + + + + + + + + + + t + 320
ttcctcagaaaaggactcccgaaatggaccctttecttgtgtttagaagectcectaccgecgatagagtggtatgtggteet
Unique 6+ Cutters (Nonredundant)
B Map Sequence Enzymes Features Primers  History () Description Panel
Fuente: Autor

Fotografia 7. Afadiendo caracteristica a la pieza biol6gico aeBlue

¥ seBluedna* (Linear / 699 bp)

o
L
file Eoit \iew Epzymes in
b e ] — |
= - | |
No folder opened Duplicate Feature.. cuteshinet | O o
Project fles and subfolders will [Bemove Feature g
shawn here |
Create Feature Segment.., El
ey o
Merge Feature Segments.. | 20 ol 40 =0l 6ol 70 80
Open Fi Add Cleayage Site... Peil
AfILLL Msil BstEll

Remaove Cleayage Site.
Feature Color...

Intrers

Codong

Read our dogs

Snow or Hide Features

Impart Features
Egport Feature Data..

Detect Comman Features..
Add to Commen Features..
Browse Commen Features

Add Eeature Type.
Manage Feature Types..

Features Tutorial Video

baltaaauayacatgtgcamaaaatgacgatgpaagqunag taucggtcaccat ttcaagtutet

i
i Ecaattttttctut acacgtauttttactqctaccttccttntcatttgccagtgntauuttcauca

Apal

Banll

BaeGL
Kill Bap12861
PpuMI PspOMI lnmelsam

kﬂggc aaaccatttgaagggacccaggtggaaaagatacge ntcactgaﬂggtg‘ggccctr_ﬂncﬂttt¥

Ltccgtttggtmmct tcccigggtccacctitictatgogtagtgacttccacccgggaatggtaaac

BspET
BsaWl

ttggccccttgttgcatgtatuccagtaaaaccttcattaagcltgtgtcnuptat tccguattacttt

geatactarasaaccggggaacaacgracataccgreatttrggaagtasticgracacageccataaggectaatgaaa

BEUIGT

aaggagtet tttcctqagqgctttacclgggaaagaacacaaatcttcgagoatqgcggctatclcaccatacaccagqa

ttectcagaaaaggactcocganatggacectitottgtgtt tagaagotoctaccgocgatagagtggtatgtygtost

1® Get Started B Map  Sequence

FuenAwt:or

Honol ogada

Unique &+ Cutters (Nonredundant)
Enzymes

Features  Primers  History

c =l

Window  Print

= 699 bp (DNA)

320

(T Description Panel



Features Primers Actions

Fotografia 8. Seleccion de color azul para aeBlue

Tools Window Help

ald

@ (¥ seBluedna
®- O = £ 8
bt . Feature: aeBlue )
Selected: 1.. 699 : 699 bp {DNA)
. g- ] (] Transtate this feature in Sequence view  Feature Translation Option: E “70! a0
= [ 699 bp / 1 segment Split Feature... -
. - . B 1 €99 B
P 5 e fcaccatttcaagtgtgt -
) < B ol Sacinit igtggraaagttcacaca
elete Segment
== [re— Apal
ey ation ize (bp) Color BanIT
wl 5 l 2 = oo . y k e £
- | | Bspl2861
g oMI Bme 15801
i |
= |
= | tgggcccttaccattrg b
cea : acccgggaarggraaac
= [note =
- BspEl
|IlsaWI
tattccggattacttt
2= 240
o= ataaggccraargaaa
() Prioritize display of this feature in maps oK 0
TEd ha g, T VA Mo
_ Unique 6+ Cutters (Nonredundant) | - —
E Map  Sequence Enzymes Features  Primers  History ] Description Panel
Fuente: Autor

Fuent e:
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Fotografia 9. Descarga de pSB1K3 en formato Genbank

LINEAR MAP P RELEVANT ITEMS DESCRIPTION
- - + Copy CreatePDF %+ Q | — + ¢ — > Create PDF @+ Q
BsrBL
B N S E e S 1S SRS I S S F S TR CL R S EEEEia e
ELEEgELCCgaasLElgaaatacgaagECCgagcatacaa cttascactogcctatigtiassg Blosrick prefix, +7 lac promoter,lac operater,+3
I lac prosoter b | lac cperator rBfforEce <1 Hincll, Hpal,Psrl,+5
T w Dralll,PacRTl,+8 Avall,ahdl
8srDI, BooDI, +1 Pfol, Pfal
, T T T T T T EENTR-R AFLIII
1@ 28 1 4 s L] T8 7 e
Kan-R, +2 AccBSI,+3
BSpOL, +1 BtgL +4
BseRI BeiHKAT
acacatactagagaaagaggagasatac ctrcctocgaagacgitateassgagttes
tgtEtatgatet toctetttatg ttetcasgt Pl
18 1 3
EREEYEEY R
- E Data Genbank { g v
- ~ xport enbank { gbj
T T T
a2 22 108 112 120 132 Export Feature Colors
Convert Non-Standard Annotation Types
Hincll
fpaI  PsrI  BstBI Bael  ByiWI
paagricgratggaagartecgt faacggioagagtgaaatcgagatgasgg T ICRTCqELacE
Tticasgcatacciiccsaggcadiigcagtactcassgittagottccacttdiactticoagoagzcatsy

NS 1 B c SN - RS - 15 : B c B - 1

Aut or
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Fotograf ia 10. Inicio de Gibson assembly dentro de Snap gene

% psbika.gh® (Circutar 3273 b

= =] *®
Sle Edit Yeew Enymes Featupes Erimers Tools Mindow Help
B | (E seBived striction and Insertion Claning [ Wl 4
T Linear Ligation..
o fokder opened : &~ ben & =2 a8
P Save ' i Windew  Prnt
P:c]nd:.ns and subloldars will be POR Tutarial Videa
P Overdap Extersion PCR.. O 3273 bp (DNA)
X Mutagenssis.. Cil+l 3 features are not displayed
: i etic DNA ~ [ | Confirmed expenmentaliy
e Fle (] I Gibson Assambiy® L3 r Labaoratory Host I
= ” T 1 (214)
= In-Ewsion® Cloning * Asserniile Multiple Fragments.. ahd.[ (284)
- H Bactenial Transformatson Strain:
- NEBuidder® H.|F| DA Assembly L Gibson Assembty® Tutorial Video RsrIT (501) Unspacied
)- TA or GC Claning Bigl - Neol - Styl (523)
JEROR N PShAI (513) Methylation
. ST Msll (645) = 3 £
& Linearize.. ) BSEXT (647) Dam™ Dem” Ecokl Change..
Convert to Single-Stranded...
| i SarAl (771)
{2 = £faes rmE T1 terminator Descriplicn:
LrEw]] Make RNA. Bmrl [855) For course in “"Synthetic Biology: A Lab
- Make Pratein._ P Manual
cen (2551) Smal = Spel (343)
0 a0y TspMI - Xmal - Pstl [967) Created: Last Moditied:
{(2512) EcoNI = e o 25 de jul de 2023 25 de jul de 2023
" (2500) Sspl : his operon terminator
[2427) AsiSI - Pyul ILa440 Accession Numben Code Numben
[240%) BsmBI - Esp3l Pail (1160)
"Mspl [L164)
DrdI [1268) Sequence Author:
BoVl (1363]
HaeTl (1208]

Comments:

Imported wsing the Genbank imperter. Fila
name: addgene-plasmid- 118082~
sequence-252166.gbk

Rie ferenc s

Bse¥l [1454)

A PspFI (1458)
Apall (1474)
BaeGl - Brnel>B01 (1478)
AlwNI [1576)
unique 6+ Cutters (Nonredundant}
l‘ Get Started 3 B Map Seguence Engymes  Feauwes  Primers  History
Fuente: Autor

B Description Fanei

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

I' Gibson Assembly®: Insert Fragment

ile Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help
I >[ Vector JFragment Product

Selected: MRFPL (105.. 782 = 678 bp) [so% GC]

v T T 7 Tipus vy
\ | / 7 BsiWI (214) 3 features are not displayed
= | /
L= pBRforEco) . | | S AhdI (284)
~ 3 |
(3024) Aatll - e TR X [ Py
= (3022) Zral— ~. |2 "N.;rtnltszi)l oot
= (3021) BsaHI— gl - Ncol - Styl (523)
- (2958) Dralll . P;hAI (5153))
- (2935) BsrDI
o (2844) BpmI ~ =
¥ (2774) Banll —__—
(123 (2768) Nrul : 1 terminator
(2732) BspDI - Clal —~Bmrl (365)
(2609) Earl _spel (949)
(2551) Smal ~ BioBrick suffix
(2549) TspMIL -Xmal =~ V—
(2512) EcoNI - 4 PstI (967}
(2500) Sspl / ~ his operon terminator/
(2427) AsiSI - Pvul - 14440

(2405) BsmBI - Esp31 ~ pdil (1160)
" Nspl (1164)

DrdI (1268)

T BaivI (1363)
" Haell (1408)

Bse¥I (1464)

Unique 6+ Cutters (Nonredundant) |

Q Map Sequence  Enzymes  Primers
Primer 1: v
5 9
[ 5 Phosphorylated Reverse Complement
Primer 2: ¥
& 3
[ 5 Phosphorylated Reverse Complement
Fuente Aut or
Versdo Final Honol ogada

09/ 11/ 2023 06: 14

© 3273 bp ‘

Vector:
psb1k3.gb
© Linearize by PCR
() Linearize with restriction enzymes
Use directly as the linearized Vector

Polymerase for making linearized Vector:
Creates Blunt Ends b

W Fragment Size (bp)

. PspFI (1468) |
ybrdzaton PSR =

-

To choose PCR primers
automatically:

1. In the Vector tab, select the site
of insertion or the region to be
replaced.

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

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

Please specify two primers.

Create product: 8 and close this window
Assembled.dna

Assemble Cancel



Fotografia 12.

bson Assembly &: Insert Fragment

dle Eoit View Epzymes Featufes Primers Actions Jools Window Help
Praduct
-
E . To choose the source file for the Fragment, either:
g
5 * Use the menu at the right.
* Drag the source file into this box.
® Click here.
Msp  Sequence Enzymes Primers
Primer 1:
5
(] 5' Phosphorylated everse
Primer 2:
5
(] 5' Prosphorylated Reverse

Fuent e: Aut or

Fotografia 13. Fragmento aeBlue seleccionado

1" Gibson Assembly®: Insert Fragment

lle Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window Help

r4
. _ I-Banll - BaeGI - Bsp12861 - Bme15801
2 (145) PspOMI
) (110) KAII - PpuMI Zral (512)
1) (61) BstEIL (412) PE) AlwNI ‘AFaui g;;;
! sp]
(34 MsIT ‘ (321} BesSL - Bessal (”5?3.‘5':;{ | BfuAT - PaqCI - BspMI (527)
(23) Pail - AfITIT (254) Bsu36L (448) SacII | || Hpal - HincIT (s61)
(0) Start (325) BspEL - BsaWl (445) Bra1 | Bigzl (574) __End (699)
| ] 1l 11 |
2007 2001 5001

aeBlue
699 bp

Unique 6+ Cutters (Nonredundant) |

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

5-

() 5° Pnosphorylated

Furet Aut or
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= 699 bp

3

Reverse Complement

H ¢

Seleccion de fragmento(aeBlue) para insercion en pSB1K3

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

Fragment Size (bp)

Please choose a source file.

g+ Ceateproduct: 8 and close this window
Assembled.dna

Cancel

Source of Fragment
aeBluedna b

© Use as a template for PCR
() Use directly as the Fragment

Polymerase for making -
Creates Blunt Ends v

W Fragment Size (

To choose PCR primers
automatically:
1. In the Vector tab, select the site

of insertion or the region to be
replaced.

choose the onentation.

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

Please specify two primers.

Create product: 18 and close this window
Assembled.dna

Cancel




Fotografia 14.

¥ Gibson Assembly€ ert Fragmer

Eile Edit View Enzymes Features Primers Actions Tools Window

Eleccién de cantidad de overlapping bases

Help

Vector

Fragment

Choose Overlapping PCR Primers...
-
L" - Bacterial Transformatiji Strain:
= Unspecified
o=t Linearized Vect
=" ¥' Choose Overlapping PCR Primers x Source: p“ﬂkth
8. Regions to amplify:
B Vector: 783..104 = 2595 bp
Fragment 1.699 = 699 bp o
: -l Source: aeBlue.djs
Target T,,, for PCR primers: = °C Set as Default MY
Make file
Fragment.dna
Overlapping ends:
() 40 % overlapping bases A
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
4 <z i
Map Sequence Enzymes Primers
— |
Create product: @ and close this window
.dna
Cancel
Furet e: 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 MslT ¥ 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) b A
5 PIFT - Tth111I (558) kel et oihecles
(2572) Smal
b (2570) TspMI - Xmal = Fspl (627)
(2533) EcoNI BfuAl - BspMI - PaqCI (631) Fragment 721 bp
- &
(2521) Sspl . _HinclI - Hpal (665) Source: aeBlue.dna
(2488) BsrFI psl!:l.]lg 42’5"‘2 = BtaZ1 (678)
(2448) AsiSI - Pyul e

(2426) BsmBI - Esp31

(2324) HindIII

(2188) PfIMI

() Make file:

B T1 terminator
Bmrl (886)
Spel (970)
BioBrick suffix
PstI (988)

Unique 6+ Cutters (Nonredundant)
QU Map

his operon terminator
L4440/
T rnnn

Hybridization Parameters

Ready for Gibson Assembly ®
Product: 3294 bp

Sequence  Enzymes  Primers
24bp
Ta = 50°C
=
Furet e Aut or
Versdo Final Honol ogada
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psB1k3.




Fotografia 16. Plasmido pSB1K3-aeBlue completo

aeBlue.dna * (T psblkd.gb psB1k3-aeBlue.dna |+
B = O~ oy 4} a
Save Window  Print
© 3294 bp (DNA;
e Uiy sice 1av uperawr P )
b, q i s i 3 features are not displayed
- (3166) Xbal strong bacterial ribosome binding site (Elowitz - yee
g (3151) EcoRI FragmentFOR (95 .. 132)
(= bacterial terminator \ | BseRI (105)
= BERTGEE Vector.REV (80 .. 115
= (2980) Dralll
- (2956) BsrDI Mail(138)
- BstEIT (165)
(2865) BpmI X i KfII - PpuMI (214)
)- | g PspOMI (243)
(2789) Nrul Vo Apal (253)
7 (2753) BspDI - Clal . 0 3 BspEI (332)
Bsu361 (358)
3 [ Btgl (549)
am (2630) Earl SacllI (552)
% ac PHFL - Tth1111 (558)
I (2572) Smal -
i (2570) TspMI - Xmal Fspl (627)

(2533) EcoNI BfuAI - BspMI - PaqCI (631)

cea (2521) Sspl — HincII - Hpal (665)
- (2488) BsrFI — e BgzZI (578)
(2448) AsiSI - Pvul — = E T~ Vector.FOR (792 .. 831
(2426) BsmBI - Esp31 ~Fragment.REV (774 .. 815

o s
.d_g
&
g
D psBik3-aeBlue
3294 bp
| &

B T1 terminator
(2324) HindIII

Bmrl (886)
Spel (970)
BioBrick suffix
(2186) PfIMI Pstl (988)
his operon terminator
L4440
DrdI (1289)
BciVI (1384)
Unique 6+ Cutters (Nonredundant) Haell (1429)
QB Mao Seauence Enzvmes Features Primers Historv || Descriotion Panel
Furet e: 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: disefiar 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

f LLaptop Lenovo Intel (R) Pentium(R)
GHz
1 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 biol6gicas 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

Versdo Final Honol ogada
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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 seleccion- |l a opci - n
en MAset ,fenla {prografia 22 se hace referencia, después se seleccioné el
i nserto, se clico en fi lacsiandlapiezabiolagicadeinterésk i zqui e
e seguidamente se clico en set fragment, en la fotografia 23 se hace referencia, se
finaliz6 dandole un nombre al plasmido (pSB1K3- aeBlue por ejemplo) y clicando en
i As s e nds foegrafias 24 y 25 hacen referencia. Este mismo procedimiento descrito

anteriormente, se repiti6 para cada parte biolégica BBa K1033928 (aeBlue) y
BBa_592012(eforRed). ( Roj aset Cal A023)

Fotografia 17 . Importe de nueva secuencia de DNA

-1
Craate — + € > CreatePDF ©~ Q

Folder

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

ol Pfol
AF1III
+2
Protoco T T T +4

a9 12 sa

Entry i
& promoter
source

DNA / RNA seguence

AA sequence 5 .
': 1 f {f -1
=’ +9 |

Oligo ID Vv = 118 pSBl k3 =
- = \ - 3273 bp 2

-1 b

CRISPR +1

M | 1

e Bulkimport DNA/RNA T -
i ' ) <2
Ecil
Drdl
BciVI, Ecil

I HaeIT,BseYT, +3
.- ALWNI

caag ‘
§
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Fotografia 18. Importacion de pSB1K3

Create DNA / RNA sequence

UPLOAD FILES IMPORT F SELECT CHROMOSOMAL REGION
Sequence
https:/iwww addgene.org/ 118082/
{'}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*

DNA RNA

Set folder® Set schema

M piezas IGEM Select a schema...

Furet e: Aut or
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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
_—
o | |
Description
-
aeBlue, blue chromoprotein (incl RBS, J231H0] [
Tr——
Set nucleotide type*
DA | RMA
Set folder* Set schema
I piczas IGEM Select a schema...
[ .
| |
| |
Furet e: Autor
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op

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 BtgL, +4
BsiHKAL
Pshal
Earl +4
Nsil BsaXI
+4
+2 Azel
+1 +1
22 pSB1k3
+5 | +1
3273 bp T/“‘-I,ﬂl +2
Nsil ~ +5
3-,1,2c ,L_/ﬂ ‘J +Ffst1
=
PFIMI s“”“"' o / Bsral
XhoI Af1IIT
T1iI Peil, Nspl
PspxI Ecil
PaeR71 1500 DrdI
BeiVI,Ecil
Haell,BseYI,+3

T

x

peBIK3-asblue

o
i | ASSEMBLY WIZARD - [EPLIT WORK:

Aut or

Furet e:
Fotografia 21. Seleccién del método Gibson assembly

Pick Assembly Strategy

7 Digest and Ligate

® Glbson

() Golden Gate
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Furet e Aut or

Fotografia 22. Seleccion 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

Furet e: Aut or

Fotografia 23. Seleccién de inserto (aeBlue por ejemplo)

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

Furet e: Aut or
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3EESE
tcote

Fotograf 2Nomb4 ami ento de pl 8smido

— e -
!

OWVERALL ASSEMELY
+ Locks Ike evenything checks out | DsB1K3. aeBlue

oy

Furet e: Aut or

Apal,Baetl, +1 '

EcoRl - .|

PaeR7L+3 —

y

ensambl aj

FotograAsdaem@bly compl eateBldiee pSB1K3

HincIl,Hpal,Ajul,Btgsl rraB T1 terminator, T7Te terminator,Bmrl,Psrl

AlwNI,BsaB1, Zral, Aatll, Fspl, +3 \ BicBrick suffix+5
Btgl, Sacll,PFIEL, Tthilll e
Avall Peull ¢ | | BsrBL

Bsu36l # Eecil
BapEl |
Ecob189l
PapoMl | |
Avall =4 )|
b,y
B=tEIL .
Msll
27 \'
e -
+2 \
*1
1
.

pSB1K3-aeblue-real 'i
3294 bp

Y —
+5 .

#1— ]

+1 -
Iral,+1 —

Beobl, +2 —
Bsrll — —

Kan-R,Banll ——
Wrul —
Bsphl,clal —

Earl — — e e
Bsml, Barfl, Sapl EcoNl Bsml, +6 T HindIll
Mail, Ajul,BoobI, BamAl,BsnB1, Eap3l, AziST, Pyl

Furet e: Aut or
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ry
A

© Haell

LAFLILIL Peil

Hpyool
< Dbrdt

Brivl

Eeil

- Bzefl

- hpall

-

“—— BaeGl

~ 41
.+l



3.1S8l ecci -n de
Material es
f Laptop Lenovo

T Pl ataf cc mhi Beg

oy

pri mecrhd iantgr aves de be

I ntel (R)

Penti um(R)

CPU 514

Al tener | os plg&rstme derss ysad ltimdgadens - a | a pl a

Bewchl ingsel pegoedi

aeBl ue) , | uego

click

referemvguadament e

hace

Fent e:
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S e

a

cl
en

c |

i C

| a,

co

ar

den$SBXK3- del pl

vlean t faontao giraasfs2eamb2

ehal a&obpgrah?2 ac.

r e f Este enisngoi peocedimiento descrito anteriormente, se repitio
para cada parte biolégica BBa_K1033928 (aeBlue) y BBa 592012(eforRed).
(Rojas, C. A. et

al

Fotograbémt 26.de |

Y n=
A [

m

it Primers

Primer {"C)

62.2

Mismatches Introduced

Positlon Parent

anh:'e T,onn =al

o)
51.2
507

S04

50.6

a

2023)

vent ana

Binding Owerhang Self AG

Tn:‘-f
C) (bp)
5 20
5 25
7 21
7 25
Original Base

Mo mismatches with parent sequences have been introduced.

Design Parameters

Parameter

Min Tp, for primer’s binding bases

Min T, for whole primer

Max T, diff for primer pairs

Aut or

50°C
60°C

5°C

{bp)

{kcaly

New Base

Mispriming

Value

AASSEMBLY PARAMET




Fotogra€Cé pi &dedcou e n cp raisntklieat ra®s su PoHet eri or

Assembly Primers

f o T,  Binding Owverhang Self AG
Primer G C) ("C) {bp) (bp) {kcal)  Mispriming
pEB1KE FWD 62.2 1.2 0.50 20 20
nSB1k3 REV 63.2 507 0.50 25 20
BBa_K103392E 619 =04 017 21 20
BBa_K103392B- 631 50.6 25 20

Furet e: Aut or

3.1.4 Verificacion de eficiencia de primers através de un PCR virtual
utilizando las plataformas be nchling, bionformatics y NCBI

Materiales
T Laptop Lenovo Intel (R) Pentium(R)
9 Plataforma benchling
i Plataforma Bionformatics
9 Plataforma NCBI

NCBI conocido como Centro Nacional de Informacion de Biotecnologia (NCBI),
es una Plataforma online versétil y actualizada, que apoya de manera esencial
en la investigacion 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 recuperacion de datos e informacion biomédica y biologica,
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 investigaciéon 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 bioinforméticos gratuitos que
apoyan en el analisis y simulacion de datos biologicos, 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 seleccionoé 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

opcién fcopy primersd sg selecciond los primers FWD y REV de la pieza de

biolégica, la fotografia 30 hace referencia. Seguidamente se pegé en la

plataforma bionformatics (PCR virtual) en la casilla correspondiente de cada

primer, se escogio |l a opci - n,ldfotograftalBl ar 0 y ¢
hace referencia, el resultado obtenido, la fotografia 32 hace referencia, se utilizé

dentro de NCBI. Al ingresar a ,N@Bgrafise cl i cKk
33 hacereferencia,| uego en | a opci - nlafotdbgaital3ehadei de BL A
referencia. Ya al haber ingresado se activa | a opci - n AAl i gn two
sequencesdO, en |l a parte super EnterQuennSequénceouadr o |
se pego la secuencia que fue obtenida como resultado del PCR virtual, en la

parte inferior SwnbjleactopIa ganelasEmencesde la

pieza biologica de interés (BBa_K1033928 -aeBlue por ejemplo), la fotografia 35

hace referencia. Se optimizoatravésde sel ecci onar | &ighdypt i mi z a
similar sequenceso(megablast) y se finalizdando <c¢cl i ck en | a opci
Se repetio el proceso descrito anteriormente, para cada uno de los plasmidos

completos de interés. (NCBI,2023)
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Fotografia 28. Seleccion de plasmido completo pSB1K3-aeBlue

AlwNI, B=aBI,+6
Pwull, fdl

Furet e:
Furet e:
Versdo Final Honol ogada
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Copy special

1,

T
BspDI

Aut or

Fotografia 29. Copiando secuencia del plasmido completo

The following bases were coig

Click the sequence type you woul

Avall «

Cvigl+2z
Nsil
BsmI BsrFI, +6

MalT AT DanlT DoamhT o4

DNA sequence

accttcggg

AA translation

SASVDRY*SQASNKTKGSVERLGLSFY
LLFVGERSLLESHWLTFGWAFLRLYTS
SGRCSPAKKGKVSPPCPFSLKPKRLLR
VMQASSLTDSLRSYVRLRRAVSAHSKA
VIRLSTESGDNAGKNM*AKGQOKARNR

RNA sequence

AgUECUAZUEUAZaUCECUACUSEAET
caggcaucaaauaaaacgaaaggeuca
gUCgaaagacuggeccuLUCguuULaU
CUgUUgUUUZUCEEUZaacgcucucua
CUagagUCacacuggCUcaccuucggs

| I

DNA reverse complement.

atcagcgttattattagtgatgeecta
atttactcggtgecgectcacagtaac
ggegccaccgetgactegtatigttcat
aaaatttaccttgttcagctttcaaaa
tcteaatgegatgatocccasastgaa

AA reverse translation

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

RNA reverse complement

aue Juaut igeecua

auuuacucggugecgooucacaguaac
gggccaccgeugacucguauuguucau
3aaauuuaccuUgUUCagcuUUCaaaa

L JgauCCCC igaa

HindIII

Aut or




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

]
1

LIMEAR M

sl

Al

PLASMID I £S5

&

Primers

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.

Furet e: Aut or

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

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

ttattttcassgttaatgtcatcggtgccaacttacctgcaaacggtcccgtgatgcagaa
azaascagctggatgggaaccgigcgtigagatgctitatccgcgggacgscgtactgtat
getcagagcctgatggccctgasatgractgatggeaateatctgacgtcccacctgcgea
ctacctatcgttctcgeaagecatccaatgeagttaacatgecggastttcattttgggga
tcatcgeattgagattttganagetgaacanggtasattttatgaacaatacgagtcageg ©
g ccgttactgt, g

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\! ! lear || 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

Furet e: Aut or
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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

Furet e: Aut or

base 3304

(FWD - REV) .

Fotografia 3 3. 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
Furet e: Autor
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Popular Rezources
FubMed

Bookshelf

. SR
I ELAST

Hucleonde
Genome
SMP
Gene
Protein

PubChem



Furet e:

Furet e:
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Fotografia 3 4. Pagina principal del BLAST para nucle6tidos

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

Aut or

Fotografia 3 5. BLAST de secuencias de nucleétidos

Enter Query Sequence

Enter accession number(s), gi(s), or FASTA sequence(s) 6 Clear Query subrange @
imctacmhctcacaagccatccaatgcagltaacamccgg aalﬂcggmu o 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
Enter accession number{s), gi(s), or FASTA sequence{s) @ Clear Subject subrange @

tgcagttaacaty thcatitiggggateategeatigagatitt 1g ggtaa “

f t t I 09 gagtaaattagggeateact =
gtagat g tcazata ggcicag

)

Or, upload file Ninguno archivo selec o

A To

Program Selection

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

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

Aut or



3. Metodolexgp?®ai ment al
3.2.1 Preparacion de medio liquido LB

Materiales
1 10 g de triptona a peptona bacteriologica
1 5 g de extracto de levadura
1 9 gde Nacl
1 15gde Agar
1 1L de &gua destilada
1 Micropipeta de 10 uL y 100 uL
1 Punteras 10 uL y 100 uL autoclavadas
1 Vidrio de reloj
1 Barra magnética
1 Espatula
1 Frasco dereactivode 1.5L
1 BequerdellL
1 ProvetadellL
1 Placa calefactora
1 Cabina se seguridad biolégica
1 Mechero de Bunsen
1 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 encendio la

agitacion con una temperatura aproximada de 30ACSe esper - hasta qu
medi o se disol vi - completamdaet gj dseovdeti:
cerr-, se identific-, se aflojo un poco | a
de iniciar | a autoclave se verifico que el
esterilizaci-n deABO nmilmnuztbbi ma®idt®C, con el
de un guante t®rmico se retir: el medi o d
bancada para que se enfri ®, ya estando el

(Synfronteras, 2021)
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3.2.2 Preparacion de medio solido (LB)
Materiales

10 g de triptona a peptona bacteriol6gica
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

Espétula

Frasco de reactivode 1.5 L

Bequerde 1 L

Provetade 1 L

Placa calefactora

Cabina se seguridad biologica
Mechero de Bunsen

Balanza semi-analitica

A A2 _2_9_9_9_9_9_9_°2_-°9_-°2_-°_-1-°

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
vertio 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

encendio la agitacién con una temperatura aproximadade30AC &sper - hast a
gue el medio se disolvi- completamente, se
se cerr -, se identific-, se aflojo un poco
Antes de iniciar | a alutomicvaelvedasle aguafesbDe
inici- |l a esterilizaciAhidal @ami hatesterld?
apoyo de un guante t®rmico se retir-.- el me d

bancada para que se enfrfir®o v&@ asmmamcencmoel
(Synfronteras, 2021)
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3.

2R8activaci -n H.e ddEDELOBSBLEK3)DH10Db

Ma t

-~

T o o o® d® T O QO 9 a O

c ®d® O S

=

QO T d® &€ d® O d S

=4 =4 -4 -4 -4 -8 -4 -4 -5 -2 -9

— — [—

n

S

n

(pSB1BMa_ K608008), DHBIBlab k(5p9B11G3) y DH10b
(pSB1BMaA_ K523023)

erial es

Escheri ©OMHibar eskrvada en glicerol 50%
Escherciodiil® bp SB1Kr3es erewquldiacer ol 50 %
Escherichi al c®B iECB2aHK®W 8008) emr ggd @ rcwea dd
50%

Escherichia col-BBRHBR®R 1(5prSBdemBv gldiacer ol
50%

Escheri OHiIl®dbcdIpiBBAGR302JPresenvagldiacer ol
50%

Tubos de ensayo coMmMcom®do osiLB amtgiubidot i co
Anti bkamamioci na

Antibi -tico cloranfenicol

Pl acas de petri i goamMdme soldidro anti biotico
Mi cropi petldd@dle 2 ulL

Punteras autoclavadas de 2 wulL ,1000 wulL
Hi el o

Mi ni hel ader a

Flujo I aminar

Shaker

Mechero de bunsen

cial mente se coloc- hielo enrwendeahever a
ri g0 amwestras pEes®bbpdbBl1B8R1IKD) y se
ocar on . eam oels elgitagldm s p @ratrear ofnl uj o | ami nar,
,flsuef oencendi - el snecphee plmdamduersasnyo

0 claovmtdeorsi,end @mtded ameuchioo 2djau i ldds LtBubos

ensayo tambi ®n d&e Kk aemrsamiJagoa,s & abri - el
endarfont ¢ maBa O6lBy se extrRajoeh tbhtal, u
a cada tubo de ensayo) del medi o en proc

medi o en Isallpau ngemntae r e @idenr torl baulble de

acyoon medi o LB, posteriormeoteppemtébo®h saq
ten2Ea Icaosl i e DHyOlal ment e s e extrajo 1 u
congel amiento por 2eada dit abenede ehsmgodi ¢

tera se solt- |l a punt erwKaemant.aada at ub

Ter mi naplicoeslo de transferiencawibaandl®ould®gsaden
ensayo en el shakebs 0o RPM ipgletpa3 ar A6 ag@al m



ny

pl acas de Petr.i con 20 mL de LB solido por
40ulde kanamikEdm Afai guiheambtieendo t ed#n sadpeor i do

i ncubaci En depkaeparhigienizo el flujo | amin
mechero dg bemsesipaocita el flujo |l as 4 placas
con medio LB soli do coosnjduen teannseanytoe gau e ofsu edr o r
del s.bafkleaambeo | a alyzsa odeecs-ielmboauw ti vo (dent
tubo de ensayo) y r8pidamente se realiz- un
pl aca,eadwna- dupl i RHhEya DpHIrCGahl z dri nsad il |l evaron

placas de Petri a | a37esit@efranEywhee ODhaubagane
saealuinz nuevo cul tiEvo (DoHhbiya DaHJitdOebs f or ma i ni ci
se higienizo el flujo I aminar, se encendi

placas de | a estufa y se copoempdeoni gheaalt r o
maner a 4 erusbaopsmedfei ament e aud on tcdsedMaathean)t e 2
5 nmbe LB | 3ot ddsgyont®enthiande LB luldldei do vy
kanami coi@napuntera fina auto cl aladsaet(ide mi c
una col oniDdbjdies plhadaa (y se sol t - |l a punter a
ensayo que contLeBn?3 & qsualdeaome rstee eleiad u &l- mMampd i &
s

e retir- unaD¢tlo0ma iplhaaciaslyada® colt- | a punt

~—+

ubo de ensayo que <contcdm?aa yanme diicceS LB ol kg
duplico el proceso, realizado el proceso de
4 tubos de ensayo, dendegph aledr i oawceairbraicg htn 3°
250 RAMdAdo este procedi miento DHdA QripeHB T3 con
BBa_K608008) , DHBBBh _ _k6PE2B1G3 y DH10b (p
BBa_ K5230@8n | a Yani ca udiifhenrzerbdi-a& i ¢gwe cder an
(Synfronteras, 2021)

3.2Pdeparaci-n de C®lulas bacteriada®s qui mi
Met odo I noue

Material es

Medi o LB solido

Medi o Lb | iquido

2 erl edmeyyd@carn tapadera de algod: n)
Mi cropipetas de 200 uL y 1000 wulL

E R
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=4 =4 =8 4 -4 -5_-45_-9_-9_-45_-°3_-°9

Sol

Par
adi

el

n o

Pl acas de petri

Tubos de ensayo (con tapadera de algod-n
Tubos falcon de 50 mL

Mi crotubos de 1.5 mL

Soluci-n de I noue
DMS O

Flujo I aminar
Shak & Ca

Hi el o

Centrifuga reffFiageoada de tubos
Espectrof ctu'breed tarso vy
Filtros para esterilizar jeringas

ucio-.a 1P | (PEH . (7 )

a iniciar se disolvi- 3.2 g de BEPES en
ciono gotas ajeu stiCaHp6EA M $pag @i d acnoemmptlee ts-e
vol um2@Ghade a al camdzarH220 ymLse esterilizo

Segui damente se prepararon 10 al2cuotas de

a-20ACSambrook, J. et al.,2006)

Soluci-n de I noue

En un Beckersedgr 10 0 8dleMg NO3 *24H00Q . 2 3 eg
CaCL2 *2H20, 1.87 g de KCI, 2 mL de soluci
y €e®mpldet -H20 destilada hasta alcanzar 100
secuencia se estedilviiezho -acl ?nc ufoit latsr od ey 12e mL
falden 15 mh, fpaal i zar -2s0eAEal naac efnmt oagr af 2 a
observa | §d Sambuoiokn. J. et al ., 2006)
3.2Pbeparaci-n de c®l ulas bacterianas compe
En el d2a 1 se inocullenc &l unla sdeb alLc# @& riiqaun adso
250 RPMlgjowser ni ght, en el d2dae 2L Bs es -elsitdroi -y
dej en | aA@steufnd ght37 eretdivadéal 8ni aeai sl a
| a pl apraiernyocsel o en y5 smlL deg -L B Ae&r Ri5¢h tRPav. 3 0
Ya en 4el idrfiaci aft meatft er se -iOn®cunlLo dpadr ar =20 mL
l i quido en un Erl ennpwe 6@MBe alb@nmb, uhast ac:H
0.5 (aproxi madament e el proceso tardo 3:
concenteacianjptografz2za 37 se obséwuegola co
enseguuidea colecto |l as c¢c®lulas por medio de
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pn

mi of r,i d)lescatt sobrenadante, acto seguido se
mL de soluci-n denlueavamenhted msdasolc®l ul as
centrifugaci-n a 2900xg por 10 min, seguida
hel adae sseuspelnadd ec®Inul as, se adiciono O0.15
mezcl Pa finalliivdeatri asle2 cuotas dackh@dsd y se
(Sambrook, J. et al ., 2006)

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

Furet e: Aut or
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Fotografia 37. Momento en el que se alcanzé OD600 de 0.5

Furet e: Aut or

3.2.6 Transformacion de células quimi competentes a través del método
INOUE

Se codmchielo dos al2cuotas de c¢c®l ul as comp

en dos microtubos se afadi - 100 uL de c®Il u
pl asmi 881laK3 )e($pui dameoadbkdm®se dos microtubos ¢
durant e de® pmsé®sr edlaiffnp- marR@umadtze 90 s, l ue
transfiri - |l as dos al?2cuafadiod hiLelde duerda ro

| iquido LB a yasa imncubo uboACel25s0h arkPeM paor3 7
hordAfinalizar | a incubegcjpmyps)e marza ®&ada l
mi croénmbloa fotografz2za 8di lhmcieomed eqleercs ea pr ¢

Como paso final se plaqueo emorprleascmesn diee nPted
posteriormente se dej - A@®viea neSthmbrodblas Pl
et al ., 2006)
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Fotografia 37. Diluciones de las células competentes

Furet e: Aut or

3.

2EXtracci -n de [DPNDA pmeadsinoi ddieall i si s al cal i

Materi al es

1T 3pl adas Petri con cultivo
1 placs8B8Kde p
1 placa de AMIL gfp
1 placa aeBl ue
T Medi o LB(100 (rnad)g:ocl avado y pH 7
0.5 g de extracto de | evadur a
1 g de NacCl
1 g de triptona o peptona
95 ke agua destil ada
T Soluc:(1600,] mLH 8)
5 mM Sacarosa (0.17g9)
50 mM Tris HCI pH 8.0 (o0.6g9)
10mM EDTA pHs8I1 0 025M o 0.292¢g)
RNAse A en concentracion final de 10 mg/
T Soluci -n Il lps(elpammle)l moment o del us o)
NaOH 0.2N (0.2 sol. 10 N)
SDS (% mL sol . 10%)
T Soluci-n JIpH(EO0D® mL
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Acetato de potasio 3m (PM: 98,15 g/ mol)



po

Al iemcelo prianet wmdd abadtserldaed auna pl aca de ¢
( DH1gEB K3 por ej empl o) dentro de un tubo de

l i qui do con el antibiotico gue | e corres
espec2fseodej - en el HdAak2e50 orvpem.niEnh,tela s3e7g L
se transfiri- Immer ddeulc@eIintt wun & ugawecn - n; se Ct
5 min a 12.000 rpm, se extrajo el sobrenade

el pel |l et con 350 agr eg-ustolduecisml ulciy nseae
R§pi damente ag@rmBpb@®nutede sprep@annl dalhdsa del
usp)mwmezcclon mucho cuidado y se Bhctleompoar5

|l a incubaci-n de agrego 4nbe0zcgbar denwed siicin
enseguida nuevamente se cent y4AfCuugeog op ofruel 0 n
transfedr isdlobr enadante para un nuevo microt
i nsol ubl e de adioileonrdobltaenrcrmi nado | a parte de
prote2mesgcykkese adiciono 1 mL de etanol ab
secuencia se incub8®€orelldcofhgeeé adora vez
centrpébugada0 min ay4RCeDmi mapda | a centrif uc
descatt sobr enaldawit epgl Iseet con et anol 70%; s
centrifpgrmcil-min rpmMU3AQOBal i zadeomo ed e

sobrenadadejgeyarsekco .Adalpaedd ettodos estos proc
seol 80- uL de TE y se pipetdoelheapbBesitleeltai pot dé
extracci -plasnddéal d8sblito anteriormente, también fue repetido para

las piezas biolégicas aeBLUE y AMILgfp. (Bi r nb @€ .mt .18BI 7 9
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Fotografia 38. Microtubos con extraccion de DNA plasmidial de AMIL gfp y aeBlue

Furet e: Aut or

3.2.8 Lectura de DNA plasmidial en espectrofotometro UV -Vis

Materiales:

Espectrofotometro UV-Vis Nano Drop One
Micropipeta de 2 uL

Punteras de 2 uL

Agua libre de nucleasas

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

1 Papel

= -4 —a —a -8 -9

Para iniciar lo primero que se realizo fue encender el espectrofotometro, paso

seguido se extrajo de la heladera -20A Q@ os DNAs pl SBH&3 di AMlels ( p
gfp Bl aejAédner ya | os DNAs plasmidi,slees junt
sel ecdiaonopfcliecnt ura de DNA bicatenariod en
Siguiendo | acove @eceuncide saggua | i bre de nucl ec
programa de | elcasumiad idale,DINiAumgpg o el sseensor co
agrey-uL de DNA pl asmi di ®&B K3dye slea rneugeissttrra-
resul teddroepi ti - sel | pmpe¢esce,l S e2n suoLr dye sDeN Aa g |
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pp

pl asmi di al de | a mueesd¢gient dree sAMY theadgoh pf ynalei z
sdimpi:- nuevamente ey s@gne&€onulLdele MANMopgfl ap mi
de | a mMRepasatC.alB202

3.2.9 Re suspension de Primers

Materiales:

1 8 microtubos con primers (EXXTEND)
1 Centrifuga

1 Micropipeta de 1000 uL

1 Punteras de 1000 Ul autoclavadas

9 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 -20ACL as f ot Og4rOa flé as e
referencia a ¢elRopsoe€dighi2dr2t30 .

Fotografia 39. Materiales para re suspension de primers

Furet e: Aut or
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Fotografia 40. Insercion de primers en centrifuga para microtubos

Furet e: Aut or

Fotografia 41. Insercién de primers en centrifuga para microtubos

Furet e:orAut
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3 . 2 Diluddn de Primers

Materiales:

=

Flujo Laminar

1 8 microtubos primers (previamente resuspendidos)
1 Micropipeta de 10 uL

1 Micropipeta de 2 uL

1 Punteras de 10 uL y 2 uL autoclavadas

1 4 microtubos de 1.5 mL autoclavados

1 Mini heladera

1 Hielo

9 Cinta blanca

1 Marcador

)

Elution Buffer

Al comienzo lo primero que se realizo fue la higienizacion del flujo laminar
pequefio del laboratorio G008 del Jardin Universitario, al término del ciclo de
limpieza, se coloco cinta blanca en cada microtubo; seguidamente se escribid en
cada uno de los 4 microtubos, el nombre del par de primers, como se observa
en la fotografia 43, (SBBL. FOR -BL.REYV p o roque jteadniq

siguiendo la secuencia, se colocaron todos los microtubos ( con primers y sin

(@)

primers) en la mini heladera con hielo, se agreg6 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-20ACen | a f ot ogr af
44 (EX X T E,NDBY 2
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Fotografia 42. Materiales para realizar dilucion de primers

Furet e:orAut

Fotografia 43. Mix de par de primers SBBL . FOR-ByL . RREE V

Furet e:orAut
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Fotografia 44. Mixes de pares de primers

Furet e:or Aut

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

Materiales

kit plate 6

bandeja

agua destilada
punteras de 10 uL
Micropipeta de 10 uL
hielo

4 microtubos de 2 mL
Cinta blanca
Marcador

Beacker para descarte

=2 =4 =4 -4 -4 -8 -8 4 -4 -9

De manera inicial lo primero que se realizo, fue colocar hielo en la bandeja, acto
seguido se extrajo del refrigerador-20AC del | abor at or6i,o c®mb8 el
se observa edbyl asefloamigreafeéla hi el o, |l uego se

pl ateemu@ner ancdool unmnsaosn yi etras | as filas, de | .
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ol oc - cinta blanca emo#4 micscea diodeorns? idfei c2a rnol

mi crotubos para <cada pi eza bieBpg®s a sé AMI

i

d
S
e
u
P
a
5
e
S
C
C

dentificaron ¢éwosl popzels RBINt ypPalte 6, r 8pi da
e 10 uL se realiz- un agujero en el pozo ¢
e orbvsae en | ad6.f mE logradémehd®aukede agua dest
n el pycszzo r%®N | i z-5 uvpe cyedsd oiva mi scroal dfd-r ma s e
L de agua destil aya sreemlwep - yyodowmHS5 vece
osteriormente se ds) poamwsr ¢ @Pdls ayr 9aNmb por

segurar que el DNA se re suspenda total men
ul deozyg @H)X odlocp mieme .t Wbwa ment e se repit
xtracci-n de 5 wucloldeed: - elozsoe ®mMHdo ymiser ot ub o,
i milar se realiz- |l a extracci-n del pozo (
omo se observa 74aP haffotabgraf2se transfier
on | os DNAs (AMIL gfp vy rafg@adore2DAC edeilnt er @
aboratorio G008 phGRMsSA 2preservaci - -n. (

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

Furet e:orAut
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Fotografia 46. Abertura de pozos en kit plate 6

s
=
it
=) ﬂhh&i
G e e
e s Wt W

e e o e

Furet e:orAut

Fotografia 47.Ext racci -n de muestras ddee DkNNAt (pAlMdtLe g€ p vy

Furet e:orAut
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3.2Td&@8nsformaci -n de Escherichia coli gui mi
pl asmidi al por choque t®r mi co

Materi al es:

T Flujo Laminar
T DNA pl asmidi aAAMIde gf$PBlyKFA e Bl ue
T C®lulas competentes PTI
T C®l ul as competentes NEB
T C®l ul as DH10bDb
T C®lulas competentes EGE
T Microtawbos cl avados
1T ShakerB@250 RPM
f Bafo marACa a 42
T Pl acas de Retlryidammdn bliBtico cloranfenicol
T Medi o LB |Iiquido auto clavado
T Soluci-n Outgrowth Medium B9035S
T EstufacCa 37
T Mi ni hel ader a
T MicrppthO@@ ulL
T Micropipeta 100 ulL
T Punteras de 100 y 1000 wulL
T Al za drigal ski
T Hi el o
T Al cohol 70%
T Cinta bl anca
! Marcador
En el i nicio del procedi mi entho gienpezaméer a

l i mpi eza del afcltwj oselgamidmarse encendi o el
seguidamente se identificaron 2 microtubos
competente (4 microtubos para AMI.Legfp vy
extrajeron del0 rAefoyA@Q.erlado®r4 tipos de c®Il ul
como DINAs (AMI L gy pse aaseBplaureap rhoinel bmmde@emtr o d
h
d

el adera .dieegiossporafadi - 20 uL REI awel uligpo c
e Cc®l ulentceoompedrp aerjae ntcpaldoad) mi crotubo (de | o
correspondi entes, uno padems8csadaelpivelz adebi ol

DNA (AMI L gfp) para un microtubo y 1 wulL de
mi crotaeaShoepiti - este mishmospobcedi mi potso de
competentes, comof csteo esterr acl®lsh alsacompet ent
NEB selas:- mismas tamtodddesc®( ul as competen

DNAsAhora bien <cotni poass doet rca®l w2l as cempetent
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repidtei -i gual caomanlkeaawnica variaci-n que | as
DH10b y |l as t@h&E&satciolnip@-uL para cada micr
cuanto a | a canutiidlaadz mdies ntaNAclasneb o d athi. ¢ Lot ubo
luego de esta parte meticulosa se agito co
mi crot efoas damednetjea s3e0 mi n en hieladi;osemuenc
choque t®rmico colocammmobdfPpes mMarmiacrdzAd,0s:
R§pi dameoodleos8& riosrotubos en hielo por 5 mi.|
se afadi - 980 uL de solwuci-n OQOutgrowth Med
gue conltacs®hechoargpet ent es. aPMis@®@nN MEBRJIdI - 900 ulL
soluci-n OutgrowtlpaMadilom BI9C3IDSubos que
c®l ulas competentes EGE y DH10B, posterior:t
mi ¢ r o tau b307sA C, 250 RPMcopmo s @apilrevdaer, oebns el a

fotog4d9% f eMuntr as gue pasabatiegeettairempocone
respecctairvaacst elrd st 8 cpb accaosn deB pseotd nideoy d(oc o n t

antibi-tico cloranfenicol) y se dejaron en
i ncubacsenretiraron del ghakedi bosaan8 mheeo
veces para . metelsarRrf¥®@s ul de todos |l os mi
posteri sremecnetnet ri fugaron tbdmsnl|l as 5®i06r oRPuVv
finalizada | a dest&i5f0ugleldi -snobsenadante de
mi crota¥Yoasi parasfiDfbablLzde eada microtubo
cada placa de petri (las 8 en total) con el

sedejen ove(fnsSygmftronteras, 2021)
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Fotografia 48.Di sti ntos tipos de petlarntasss bacterianas

%
~
N

"'19

..
1, P

Furet e:orAut

Fotografia 49.Mi cr ot ub o s nlciudetaw ss hpaakr ear i

Furet e:orAut
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3.2Ré8d8cci-n en cadena de Polimerasa (PCR) p
AMI L gfp y aeBl ue

Materi al es:

T H2O destil ada
T DNA plasmidial de AMIL gfp y aeBl ue
T Mi x de primers BL.REV y BL. FOR
T Mi x de AM.iREVsSsy AM. FOR
T 2x MastPGR Mi X
T Micropipetldd squd1A2O0ul
T Punteras,l10dew2100Q ulL
T Termociclador
T DNAs de AMIL gfp y aeBlue extraidos de k
1 Hel addkea ai sopor
T Hielo
T Microtubos de 0.5 mL
Se in2cio collox amalcaodnatréedn,a assedl oc ol ocar on en e

muestrBNAgepl asdnre dAMIllesgf p y aeBlue, como t
pri meBls. REV y ABILREFVAR), FORYJA M8s t ambi ®n se pr
una alicota con 60 uL de 2x Master Mix PCR
deHi edaoomo se observabe@reglua dfaontead rea f62dac nombr a
Al, A2, Bcg milcryotBizb)osadetotDnlpaakeber.enci a

En | a secueencciod oc- 8.9 wln deo sa gou ahiweergaitiul baods:
segreg-1deLDNA AMIL gfp en el mi crotubo Ac
en el mi crafMuib®m s e@NA pl alsdmi dAMI L gfp a |
mi crotlbAdMs AAomo DNA pl asmidial de aeBl ue a
en | a secuencl adlse xaptiecmeArda REV y AM. FOR) a
mi crotuboy sAédd adiAQi ono de igual manera 1 ul
y BL..FIORt ener | os 6 microtubee cohotaromat
mi crotubos dentro del termocicl ado52., se pu
luegoprsegrlaons: ciclos del PCR, al inicio se c
seol o ciclo con | oopprdegrddam:-pen meorad @ agd e
seg y 95AC, |l a segunda parte del ciclo con
col d6- saeg2ABfinal i3bamreeruarab pmomment o que

consto de 3 min a53MRaAcCe 1l eaf efroetnocgiraafala f i na

programaci -n se cerr - el termociclador, as
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termociclador presione | os nmiRojatsyb&s W.set
2023)

Fotografia 50. DNAs pl asmi di plresnerdmx xKMasder Mi x PCR

Furet e:orAut
Fotografia 51.Mi cr ot ubos de 0.5 mL identificados

Furet e:orAut
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Fotografia 52.Mi cr ot ubos con | as reacci

ones

de PCR |

Fuente:

Fuent e:
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Aut or

Aut or

Fotografia 53. Pr o gr amac ic-inc |l does |doesl

E_ Heal Force

Total time

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

Fl:Disable

PCR

en

ter moci

i sta

cl

ad
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3.2ELéctroforesis en gel de agarosa

Materi al es:

Agar osa
TBHO X

Bal anzeansadmiti ca

Cuba de electroforesis

DNA Ladder 500 pb y 100 pb
Mi cropipeta de 2 wulL y 10 wulL
Punteras de 2 uL y 10 wul
Vidrirel dog¢

Esp8tul a

Parmf il

Erl enmeyer

Muestras de DNA de AMIL gfp y aeBlue r
Probege al00 mL

Esp8tul a

Col orlama D ingmond

Xyl eenyaanol

Mi croondas

Transiluminador

ntes de caomemaser ske contase con todos |

O O > =A=AA-A-A_A_-4 -4 4 A A4 -4 -4 A4 A4 -4 49

es

0 S

oncentraciones adecuada 4P prols tdeer i ToBr Enelnlt eX

n | a secuencia seerltemmeyarr, - biphafceet awqr af
refer.Postiaar i orpnes32€® &dwm agarosa y se transf
erl enmeyer, se agito y se calent - dentro
homogeni zaci 2m5h5d me froafo@g8eagai ai ar por al gt

grergB- 10 X hasta cubrir el gel , poster:i

ec ol dculxidleenopoPMEAo(l 6 eyn ttaombal®n se adi

L de cada mueshatas tdeel DINAmogeni zaci - n se

> 0 € 0 R < O On
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nstantes (1 minyapeoxemadamehtggegdentro
espear . que se enfriara, despu®s que se Secl

se posiciono el gel dentnEod adeselcauenwch a

or

uL de col orante diamond porn gmaés tmaaeda

ci
h

n | as 6 muestr B6shaclea rfedteomprressfidaa ya t od

omogeni zado se adiciono 7 wulL de | as mues



c o

gel y en |l os pozos de | as extremipghdes se
y de .10Rpériormente se cerrsehaenydisae el ec
espedr0 mia f otwdraafez ar efemandizamada | a corri
extrajo dIll eglelt ryamseil umi nadpar @aafianali aans
hizegistro d@ElynfeomtEahse.

Fotografia 54. Tr ansf er enci a dper O'tBEe all® OX nmpar a

Fuent e: Autor
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Fotografia 55.Homogeni zaci -n de agarosa y TBE 10 >

Fuent er Aut o

Fotografia 56. Muestras homogeni zcaodasil dax tln cft @ars®tpiac a

Fuent er Aut o
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Fotografia 57.1 n2 ci o de corrida electroforetica

Fuent er Aut o

3.2E4b6raccion de DNA (AMIL gfp) de gel de a

Material es

T DNA Gel extraction kit

f Micropipeta de 1000 wuL y 100 wulL

T Punteras de 10l0iOmpmiLasy 100 wulL

T ' sopropanol

Y Bafmarad aB6

T Centrifuga

T Transiluminador

T Navaja

1T Bal anzansadmiti ca

1T Gel de agarosa con DNAs corridos

T Microtubos de 1.5 mL

f Microtubo de colecci-n de 1.5 mL
Para iniciamr, |sae epxetsraarcocni -2 mi crotubos de 1.

peslod ot ogh8Babhte ref eaBemaesiad ac odlocgel de agaro
dentro del transil umi nadorltay pcaornt eatpeooyhod el es d
el DNA de3 imuteesrt@shls( doefl m) ogbbh aéa r eflear enci a
parte de gel <cortado se dividi- en 3 peda:
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seol o

c - en un microtubo de 1.5 .mLego3 en t

enseguida se pesaronya dcenl @ed Perdiazrootdieb g,

s egieltrpelot ercer microtubo con el -gel s e

20AS8ab

Il endo el peso del gsed aci clioosn 02 3mMi0c ruo

Binding buffer & asecadnac unbiacrroont ugb oa5 c-Ad ap @r

3 min, con cuidado se agito up ¥ odowmr ad &raa

60Ohace

par a

ref éeéAemcimanar | agr elgO0uOb auwcli -dhe siesopr op

cada mideajocephemdr sesecuencia se ensaml

columnas a 2 microyubdbest dancfoilreiccianestas
di soluci - n tddéoldlomst ogorthracc e r ef mEd mcisaecuenci a

se centrifugo por 1 min a 8000 RPM; se desc
l a columna y se volvi- a ensambla8grdag<col um
500 uL de wash solution A y se centrifugo
descaretl lg2uceu | pdaosap  tproav ®s de. éSareokaomambl a
nuevameateol umna en el microtubo de col ecci
de 2 min a 12000 a pon)(wlmaan sca alra centri f uc
ensaolbd columna eo dea Ini Sremtawdb ci ono 50 ulL ¢

Buffer en edolcemndaegr edpeolslaamni n a t emperatura a
ya psbt semocentrifugo 2. min a 12000 RPM

Fuent er
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Fotografia 58. Peasjdke mi crotubo de 1.5 mL

Aut o



Fotografia 59.Gel agjear osa con corte en |l as piezas de

Fuent er Aut o

Fotografia 60.1| ncubaci -n de microtubos a 55 AC

Fuent er Aut o
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