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RESUMEN

TITULO: CONSTRUCCION Y ENRIQUECIMIENTO DE BIBLIOTECAS GENOMICAS PARA
IDENTIFICAR GENES DE LACTOBACILLUS BREVIS INVOLUCRADOS EN LA TOLERANCIA AL N-
BUTANOL."

AUTOR: JORGE LUIS RICO REYES.”

PALABRAS CLAVE: Biblioteca genémica, n-butanol, tolerancia, Lactobacillus brevis, Escherichia coli.

DESCRIPCION

El n-butanol es un biocombustible emergente y prometedor. Recientes trabajos de ingenieria metabdlica
han demostrado la posibilidad de utilizar varios microorganismos para la produccion de este compuesto.
Sin embargo, uno de los desafios presentes en la bioproduccion de n-butanol es la baja tolerancia que
presentan las cepas productoras, frente al n-butanol y otros inhibidores, lo cual implicaria bajos
rendimientos y altos costos de separacion en la produccion industrial. Lactobacillus brevis es altamente
tolerante al n-butanol y algunos inhibidores presentes en materias primas renovables de bajo costo
(hidrolizados lignocelulosicos). No obstante, este microorganismo es dificil de manipular genéticamente y
exige altos requerimientos nutricionales, lo cual podria limitar las posibilidades de alcanzar una
produccion rentable. Una de las alternativas de solucién para mejorar la bioproduccién de n-butanol es
identificar los mecanismos moleculares involucrados en los fenotipos de interés exhibidos por L. brevis y
utilizarlos en la ingenieria de un microorganismo verséatil y facil de manipular como Escherichia coli.

En el presente trabajo se construyé una biblioteca genémica de L. brevis ATCC 367 expresada en E. coli
BW25113 util para identificar genes involucrados en fenotipos de cualquier interés. La biblioteca fue
sometida a una serie de enriquecimientos en donde se identific6 que posiblemente la expresiéon de un
fragmento del genoma L. brevis cuya mayor parte corresponde a la secuencia del gen LVIS_1713 que
codifica la acetiltransferasa, puede mejorar la tolerancia al n-butanol en E. coli. Este trabajo es un aporte
para el conocimiento de los genes involucrados en la resistencia al n-butanol y el desarrollo de
herramientas moleculares en la ingenieria de microorganismos con aplicaciones industriales.

* Trabajo de grado, Pasantia de investigacion.

™ Facultad de ingenierias Fisco-Quimicas, Escuela de Ingenieria Quimica, Director: Ph. D Viviana Sanchez Torres.
Codirectores: Ph.D Katy Kao y Ph. D C Yugqi Guo.
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ABSTRACT

TITLE: CONSTRUCTION AND ENRICHMENT OF GENOMIC LIBRARIES FOR IDENTIFYING
LACTOBACILLUS BREVIS GENES INVOLVED IN N-BUTANOL TOLERANCE.*

AUTHOR: JORGE LUIS RICO REYES.”

KEY WORDS: Genomic Library, n-butanol, tolerance, Lactobacillus brevis, Escherichia coli.

DESCRIPTION:

n-Butanol is an emerging and promising biofuel. Recent metabolic engineering studies have shown the
possibility of using several microorganisms for the production of this chemical. However, these studies
highlight that one of the challenges present in the bioproduction of n-butanol, is the low tolerance of the
microbial hosts to n- butanol and other inhibitors, leading to low production yields and high separation
costs at industrial scale. Lactobacillus brevis is highly tolerant to n- butanol and other inhibitors present in
low cost renewable feedstock (lignocellulosic hydrolysates). However, this microorganism is difficult to
manipulate and need high nutritional requirements, which could limit the opportunities to achieve a
profitable production. An alternative solution for improving the bioproduction of n- butanol is to identify the
molecular mechanisms involved in the phenotypes of interest exhibited by L. brevis and use them in the
engineering of the well-studied Escherichia coli.

In this work, it was constructed a genomic DNA library of L. brevis ATCC 367 expressed in E. coli
BW25113, useful to identify genes involved in different phenotypes of interest. The library was subjected
to a serial enrichment strategy. It was found that the expression in E. coli of a genomic fragment that
included most of the L. brevis gene LVIS_ 1713 which encodes the acetyltransferase, could improve n-
butanol tolerance. This work is a contribution to the knowledge of the genes involved in n-butanol
tolerance and the development of molecular tools in the engineering of microorganisms for industrial
applications.

*Bachelor thesis, Research internship.

“Physical-Chemical Engineering Faculty, Chemical Engineering School, Director: Ph D. Viviana Sanchez Torres.
Codirectors: Ph D. Katy Kao and Ph D. C Yugi Guo.
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INTRODUCCION

La biomasa es una fuente de energia renovable que recientemente ha despertado gran
interés a nivel mundial [1], actualmente grandes cantidades son transformadas
biologicamente en etanol para su uso como combustible [2], sin embargo, este
compuesto ha demostrado no ser un perfecto sustituto de la gasolina comercial ya que
es un compuesto volatil, con bajo poder calorifico y alto contenido de agua. Por otro
lado, el n-butanol es un compuesto hidréfobo con alto poder calorifico, su presion de
vapor (4 mmHg 4 °C) es ~11 veces menor que la del etanol (45 mmHg 20 °C), es
relativamente facil de transportar y puede ser utilizado en motores sin ninguna

modificacion ya sea como sustituto o suplemento de la gasolina comercial [3].

La produccién biolégica de n-butanol se conoce como fermentacibn ABE (Acetona-
Butanol-Etanol) este proceso es realizado por varias bacterias del género Clostridium
particularmente la especie acetobutylicum (productor nativo). En la fermentacion
realizada por C. acetobutylicum también se generan subproductos indeseados (butirato,
acetona y etanol) que dificultan alcanzar altos rendimientos de n-butanol [4,5]. Por esta
razon, recientes trabajos de ingenieria metabdlica han explorado la posibilidad de
producir n-butanol en microorganismos versatiles y faciles de manipular como la
Escherichia coli [6,7]. Particularmente, se ha reconstruido la ruta metabdlica de C.
acetobutylicum para la produccion de n-butanol en E. coli [7]; en este trabajo se
demuestra que es posible aumentar la produccibn mediante la eliminacién y
sobreexpresion de algunos de los genes involucrados en la ruta metabdlica, sin
embargo, se resalta que uno de los desafios presentes que limita la rentabilidad
econdémica en la bioproduccién a gran escala, es la baja tolerancia que muestran las
cepas utilizadas frente a las concentraciones del n-butanol producido (1.5 % v/v) y

algunos inhibidores presentes en las materias primas utilizadas.
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La tolerancia al n-butanol es un fenotipo complejo que involucra multiples interacciones
producto de la expresion de diferentes genes, desafortunadamente no hay un amplio
conocimiento de los mecanismos moleculares involucrados en la respuesta de los
microorganismos frente a este inhibidor, lo cual ha limitado las posibilidades de

desarrollar cepas altamente resistentes [34].

Las bacterias acido-lacticas pertenecen a un amplio grupo de bacterias gram-positivas
tradicionalmente utilizadas en la produccién de alimentos fermentados [8]. Lactobacillus
brevis (miembro de esta familia) ha reportado ser altamente tolerante al n-butanol (3 %
v/v) [9] y otros compuestos (4cido ferudlico y furfural) presentes en materias primas
renovables de bajo costo (material lignocelulésico) [10], ademas cuenta con la
maquinaria necesaria para metabolizar las pentosas y hexosas presentes en la biomasa
celulésica [11]. Previamente, se reconstruy6 la ruta metabdlica de C. acetobutylicum
para producir n-butanol en L.brevis [12]. Esta cepa modificada es un candidato
potencial para utilizar en la bioproduccién a gran escala de n-butanol. No obstante, este
organismo carece de algunos genes involucrados en la sintesis de aminoacidos [13,14],
esto hace que L. brevis exija altos requerimientos nutricionales, lo que se traduce en
altos costos de produccion. Una de las alternativas de solucion a este problema seria la
ingenieria de L. brevis con el fin de reducir sus requerimientos nutricionales, sin
embargo, actualmente no hay métodos eficientes para la manipulacién genética de este
organismo [15]. Otra alternativa para mejorar la bioproduccion de n-butanol es la
identificacion de los genes de L. brevis involucrados en la tolerancia al n-butanol y otros
inhibidores, para luego utilizarlos en la construccion e ingenieria de cepas de E. coli

mas resistentes aprovechando la versatilidad en su manipulacion.

La hipétesis de esta investigacion es que existe uno o varios genes y/o rutas
metabdlicas en L. brevis que al ser expresados en E. coli confieren resistencia al n-
butanol y otros fenotipos de interés. En el presente trabajo se construyo una biblioteca

genomica de L .brevis expresada en E. coli ttil para identificar genes involucrados en
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diferentes fenotipos de interés industrial, particularmente la biblioteca se utilizé6 para

identificar genes involucrados en la tolerancia al n-butanol.

OBJETIVOS

General:

v Identificar genes de L. brevis que al ser expresados en E. coli aumenten la

tolerancia al n-butanol.
Especificos:
v" Construir una biblioteca genémica de L. brevis expresada en E. coli.

v' Realizar enriquecimientos para seleccionar los clones potenciales de la
biblioteca.

v' Secuenciar y analizar la poblaciones enriquecidas.
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1. MARCO TEORICO

1.1 CONCEPTOS Y HERRAMIENTAS BASICAS DE CLONACION MOLECULAR

La clonacion molecular hace referencia a un conjunto de métodos experimentales en
donde se aisla una secuencia de ADN de interés y se obtienen multiples copias de ella
gracias a la accién de una poblacién de microorganismos [16,17]. Se utilizan diferentes
equipos y tecnologias basadas en la acciébn de enzimas que realizan los diferentes
cortes, sintesis y ensambles de las secuencias de ADN con el fin de realizar la

construccion deseada.

1.1.1 Escherichia coli

E. coli es el microorganismo facultativo predominante en el tracto gastrointestinal [18], la
mayoria de las cepas no son patdgenas. Esta bacteria gram-negativa es el organismo
mas caracterizado a nivel genético a pesar de que la funcion de muchos de sus genes
aun es desconocida [19]. E. coli ha demostrado ser un microorganismo versatil y facil de
manipular, constituyéndose como un excelente huésped para la clonacion de diferentes
genes [20]. Una de las especies no patdgenas mas utilizada en ingenieria genética es
la E.coli K-12 [21]. Particularmente, en este trabajo se utilizé la cepa E. coli K.12
BW25113 (A(araD-araB)567, AlacZ4787(::rmB-3), lambda-, rph-1, A (rhaD-rhaB)568,

hsdR514) como huésped en las clonaciones realizadas.

1.1.2 Plasmidos

Los plasmidos son secuencias de ADN extracromosOmico. Estas moléculas expresan
genes que no son fundamentales para el funcionamiento de las bacterias, y pueden
replicarse de manera independiente en el interior de ellas. En ingenieria genética los
plasmidos funcionan como vectores en donde se ensamblan las secuencias de ADN

gue se desean clonar [22].Los plasmidos son faciles de manipular y su estructura
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generalmente se representa mediante un circulo en donde se resaltan los genes mas

importantes.

1.1.3 Enzimas de restriccion

Una enzima de restriccion (o endonucleasa de restriccion) es aquella enzima que puede
reconocer una secuencia de ADN en particular y cortarla selectivamente. El mecanismo
de accién de estas enzimas se focaliza en la ruptura de los enlaces fosfodiester en las
cadenas de ADN. Esta ruptura origina dos extremos que pueden ser romos o0 cohesivos
dependiendo del mecanismo de accién de la enzima (Ver figura 1) [22]. Utilizando estas
enzimas es posible cortar los pldsmidos en diferentes fragmentos deseados. Es muy
importante identificar la accion de corte de las enzimas de restriccion, pues de ello
depende en gran medida la estrategia de clonacion. Para poder ensamblar una
secuencia de ADN en un plasmido las secuencias terminales de las cadenas a
ensamblar deben ser compatibles, en general, si los terminales son romos casi siempre
son compatibles, sin embargo, si las secuencias terminales son cohesivas deben haber
sido cortadas por la misma endonucleasa de restriccion o una enzima compatible que

genere pestafias de igual secuencia [22].

Figura 1. Mecanismo de corte enzimas de restriccion. a) Mecanismo de corte de EcoRl
dejando extremos cohesivos b) Mecanismo de corte de Smal dejando extremos romos.

a) b) ;
GIAATTC CCC GGG

CTTAA'G GGG CCC

1.1.4 Reaccidn de polimerasa en cadena (PCR)

La reaccion PCR (Polymerase Chain Reaction) es una sintesis in-vitro de ADN. El
proceso consiste en la amplificacion de una secuencia de ADN gracias a la accion de la
enzima ADN polimerasa, la cual ensambla desoxirribonucleotidos-trifosfato (dNTP)

complementarios a una secuencia modelo. Esta region esta definida por los iniciadores,
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los cuales son pequefias moléculas de ADN sintetizadas quimicamente
(oligonucledtidos), que deben ser idénticas a las secuencias de los extremos de la
region que se desea amplificar. Existen 2 tipos de iniciadores el iniciador hacia adelante
y el iniciador reverso, la ADN polimerasa es capaz de reconocer estos iniciadores y
amplificar anicamente la zona definida por ellos. La reacciéon de PCR ocurre en un
termociclador donde se realizan varios ciclos de calentamiento y enfriamiento

produciendo millones de copias de la secuencia segmentada por los iniciadores. [23]

1.1.5 Pasos clave en clonacién molecular

Aislamiento del inserto. Consiste en aislar la secuencia de ADN que se desea clonar,
generalmente se utiliza la amplificacién por PCR, la digestion enzimética, o algun otro

meétodo de fragmentacion gendmica (Ej. sonicacion) [52].

Digestion enzimatica. Consiste en cortar con las enzimas de restriccion adecuadas el

vector seleccionado, y si es el caso el inserto a clonar.

Reparacion de terminales. En el caso de que el vector y el inserto hayan sido
cortados usando diferentes métodos de fragmentacion o enzimas de restriccion, se
deben reparar los terminales utilizando una enzima con actividad exonucleasa (ADN
polimerasa), que remueva o llene de nucledtidos los extremos hasta que sean romos
[24,25]. Generalmente las clonaciones en donde los terminales no son compatibles son
mas ineficientes, ya que la accion de esta enzima puede degradar excesivamente los

extremos de las cadenas de ADN [26].

Desfosforilacion del vector. En la mayoria de clonaciones se remueve el grupo fosfato
en uno de los extremos del vector linearizado utilizando una fosfatasa alcalina [25,27],
este proceso se conoce como desfosforilacion, y se hace con el fin de prevenir que la

ligasa ensamble los terminales del vector produciendo la recircularizacién del mismo.
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Ligacién. Una vez los finales son compatibles y el vector es desfosforilado, los
fragmentos son ensamblados utilizando la enzima ADN ligasa, que forma enlaces

covalentes entre los terminales de las cadenas nucleotidicas [25,28].

Transformacion. Después de la reaccion de ligacion, el producto es introducido en la
cepa silvestre mediante un proceso conocido como transformacion [22]. Generalmente
se realiza un tratamiento previo a las células que van a ser transformadas, pues éstas
deben ser competentes al método y aptas para recibir material genético externo [29],
los métodos mas utilizados en este proceso son la electroporacion [30] y la

transformacion quimica por choque térmico [31].

Seleccion. Después de la transformacion las células son incubadas en platos de agar
en presencia del antibiético codificado por el vector, aquellas células que no posean el
gen de resistencia no sobreviviran a la presencia del antibiético, por consiguiente, se
espera que las colonias resultantes sean los productos de las clonaciones realizadas.
En los experimentos de clonacion es conveniente utilizar controles para evitar los falsos
positivos del proceso, tales como la ineficiencia del antibiético, la digestion incompleta y
la recircularizacion del vector. Uno de los controles mas utilizados es transformar e
incubar el producto de una reaccion de ligacién en donde solo fue afiadido el vector
cortado y desfosforilado. Calculando la relacién entre el nUmero de colonias obtenidas
en el producto de clonacion y el control negativo es posible estimar una eficiencia de la

clonacion [25].

1.2 BIBLIOTECAS GENOMICAS
1.2.1 Que es una biblioteca genémica?

Una biblioteca gendmica es la coleccion del ADN gendmico de un organismo, en
donde éste es fragmentado y clonado en un conjunto de vectores de expresion
idénticos, los cuales pueden ser replicados y propagados en una poblacion de

microorganismos [22]. Se espera que cada vector tenga un fragmento insertado
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diferente y cada célula de la poblacion sea portadora de al menos un vector con inserto.
Una biblioteca gendmica en teoria contiene todas las secuencias del genoma de origen,
incluyendo un inserto de interés. Se puede hacer una analogia entre una biblioteca de
libros y una biblioteca genémica, cada fragmento de ADN gendmico podria representar
un libro diferente en donde se encuentra informacion desconocida inicialmente, la
coleccion de las células expresando los vectores con los fragmentos de ADN genémico

clonados, corresponderia a la coleccion de libros con toda la informacion almacenada.

1.2.2 Para qué sirven las bibliotecas genémicas?

Las bibliotecas gendmicas son generalmente utilizadas para aplicaciones de
secuenciacion. Ellas han jugado un papel importante en la secuenciacion completa de
varios organismos incluyendo el genoma humano [32]. También son de gran utilidad a
la hora de descubrir la funcionalidad de diferentes genes. Para el caso de los estudios
de inhibicién y la respuesta de los microorganismos frente a las condiciones de estreés,
las bibliotecas gendmicas son ideales, pues al someter la biblioteca frente a la accion
del inhibidor las células que sobreviven o muestran mejor adaptacion corresponden a
aguellas portadoras de los vectores expresando los fragmentos del genoma que

confieren la resistencia [33,34].

1.2.3 Cobertura de una biblioteca genémica

La cobertura indica el nUmero de veces que se representa el genoma de un organismo

en una biblioteca, puede ser calculada utilizando la siguiente ecuacion:

Ecuacion 1.
Nf=F
C= f
G

C: Cobertura, [Cantidad de genoma por biblioteca].

Nf: Numero de fragmentos = Numero de colonias por biblioteca.

G: Tamano del genoma, [pares de base por genomal.

F: Tamafio promedio de los fragmentos, [base pares de base por fragmento].
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En algunas ocasiones la orientacion de los fragmentos clonados en un vector es
importante. En este caso existiria un ~50 % de probabilidad de que los insertos sean
ensamblados en la orientacion deseada, la cobertura seria entonces la mitad del valor

proporcionado por la ecuacion 1 [35,36].

1.2.4 Enriquecimiento de una biblioteca gen6mica

Los enriquecimientos constituyen una estrategia para descifrar la informacion contenida
en una biblioteca gendmica construida y revelar la funcionalidad de uno o varios genes
contenidos. Basicamente consiste en una serie de inoculaciones en ciertas condiciones
tales que las células portadoras de los pladsmidos con insertos que confieren el fenotipo
deseado, se adaptan de mejor forma a las condiciones sometidas. El enriquecimiento
de bibliotecas gendmicas ha sido utilizado satisfactoriamente para estudiar la tolerancia
a los inhibidores (etanol y butanol) en algunos microorganismos tales como E. coli
[34,37], Sacharomiyces cerevisae [38] y C. acetobutylicum [33]. Todas estas bibliotecas
fueron construidas y analizadas utilizando el genoma proveniente del huésped de las
clonaciones. El presente trabajo se enfoca en la construccibn de una biblioteca
gendmica heteréloga, en donde los insertos de ADN provienen de un microorganismo
diferente del huésped, con el fin de descubrir genes que puedan ser utilizados en la
construccion de hibridos para combinar caracteristicas benéficas entre dos
microorganismos (L. brevis y E. coli).

1.3 SECUENCIAS GENOMICAS DE ESCHERICHIA COLI Y LACTOBACILLUS
BREVIS

Las secuencias genomicas de E. coli y L. brevis estan disponibles [21,39]. El genoma
de E. coli tiene un tamafio de 4.64 Mpb (Mega pares de bases), y contiene
aproximadamente 4400 genes que codifican proteinas. El genoma de L. brevis ATCC
367 tiene un tamafio de 2.34 Mpb y contiene aproximadamente 2300 genes

codificadores de proteinas. En adicion al cromosoma, L. brevis contiene dos mega
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plasmidos de 13.5 Kpb y 35.6 Kpb. La disponibilidad en la secuencia de estos genomas
es fundamental y hace posible el desarrollo de herramientas genémicas para el estudio
de los mecanismos moleculares involucrados en los diferentes fenotipos de interés

exhibidos por los microorganismos.

14 MECANISMOS MOLECULARES CONOCIDOS INVOLUCRADOS EN LA
TOLERANCIA AL N-BUTANOL

Estudios acerca de los efectos del n-butanol en C. acetobutylicum muestran que este
compuesto incrementa la fluidez de la dispersion de lipidos en la membrana,
interrumpiendo la habilidad de las células para regular los niveles de pH, ademés de
bajar los niveles intracelulares de ATP e inhibir la captacion de glucosa [40,41]. Algunos
genes involucrados en la tolerancia al n-butanol han sido identificados en C.
acetobutylicum y en E. coli, usando el enriguecimiento de bibliotecas gendmicas
[33,34]. En C. acetobutylicum fueron identificados 16 genes codificando reguladores
transcripcionales y algunas proteinas involucradas en el transporte de nutrientes. En E.
coli los genes enriguecidos estaban involucrados con funciones en la membrana,
transporte de aminoacidos, transporte de azucares y proteinas involucradas en la
respuesta a varios inhibidores en general. [33]. La respuesta de L. brevis al n-butanol
ha sido estudiada por analisis transcripcional, los resultados revelan que L. brevis
responde a la inhibicibn del n-butanol protegiéndose contra el estrés oxidativo,
incrementando la captacion de carbono, alterando el transporte de iones y aumentando

la sintesis de acidos grasos [42].

Teniendo en cuenta los estudios anteriormente mencionados, se espera que en el
presente trabajo sean identificados genes de L. brevis relacionados con la estabilidad
de la membrana, el incremento en la obtencién de carbono y azlcares, reguladores
transcripcionales, sistemas de transporte, transportadores de iones, y genes
relacionados con tolerancia a diferentes inhibidores en general (calor, estrés oxidativo,

presién osmatica, etanol, etc.).
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2. DESARROLLO EXPERIMENTAL

El ADN gendmico de L. brevis ATCC 367 se utilizé como base para la construccion de
la biblioteca heterdloga de ADN expresada en E. coli BW25113. En vista de que mas
del 90 % de los marcos abiertos de lectura (secuencia de ADN comprendida entre un
coddn de inicio y un codon de terminacion) en L. brevis son de 2000 pb o menos [29],
fragmentos entre 1000 y 2500 pb fueron seleccionados para la construccion de la
biblioteca. Generalmente los fragmentos de menor tamafo son clonados con mayor
eficiencia en una reaccién de ligacion [25]. Con el fin de evitar una posible polarizacion
de la biblioteca, los fragmentos fueron separados en tres diferentes tamafos, 1000 -
1500 pb, 1500 - 2000 pb y 2000 - 2500 pb, cada tamafio corresponde a una biblioteca
diferente. Adicionalmente se hizo una biblioteca combinada mezclando una porcién de
cada una de las tres bibliotecas construidas. El plasmido pYG2 se selecciond como
vector de expresion (Figura 2), este pladsmido cuenta con el promotor sintético
inducible LacO1, con el cual es posible manipular la expresién de los genes clonados
adicionando IPTG (Isopropil-B-D-1-tiogalactopiranésido) [51]. Seguido de LacO1l se
encuentra el sitio de restriccion romo Smal y luego el terminador transcripcional rrnB.
Como los niveles de expresion pueden tener efectos significativos en la fisiologia y en el
fenotipo exhibido por el organismo, se decidi6 someter las bibliotecas generadas a
diferentes concentraciones de IPTG y asi aumentar la probabilidad de encontrar genes
cuya expresion otorgue el fenotipo deseado. En la figura 3 se muestra un diagrama

general del desarrollo experimental.
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Figura 2. Mapa circular del plasmido pYG2, con sus partes mas relevantes.

Promotor Fragmentos
LacO1 ]
Genoma L.brevis
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5598 pb
Terminador
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Figura 3. Desarrollo experimental
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L. Enriquecimientos e
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2.1 CONSTRUCCION DE LA BIBLIOTECA

El ADN gendomico de L. brevis fue extraido usando “ZR FungalBacterial DNA
MidiPrep™” (ZYMO RESEARCH); posteriormente fue fragmentado por sonicacion
usando “Digital Sonifier” (BRANSON). ElI ADN fragmentado fue separado por
electroforesis en gel de agarosa (Anexo D), usando “Mupid exu Electrophoresis
system” (MUPID), 3 fragmentos en los rangos de 1-1.5 kpb, 1.5-2 kpb y 2-2.5 kpb
fueron extraidos del gel y purificados usando “Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up
System” (Promega); Después de la purificacion los finales de los fragmentos extraidos
fueron reparados usando T4 DNA Polymerase (NEB). El vector pYG2 fue cortado
utilizando la enzima Smal (NEB), la reaccién de digestion se realizé durante ~16 h a 25
°C. Para prevenir la recircularizacion, el vector fue defosforilado utilizando la enzima
Alkaline Phosphatase Calf Intestinal (CIP) (NEB), durante 30 min a 37 °C. Los
fragmentos de cada tamafo fueron ligados en el sitio Smal del plasmido pYG2
utilizando la enzima T4 DNA Ligase (NEB). Adicionalmente se realiz6 una reaccion de
control negativo en donde Unicamente se adiciond el vector cortado y desfosforilado
pYG2. Las reacciones de ligacion se incubaron durante ~72 h a 4 °C, luego de la
incubacion los productos de las reacciones se purificaron usando “Wizard® SV Gel and
PCR Clean-Up System” (Promega). Los productos de ligacién fueron transformados por
electroporacién usando “Gene PulserMXcell Electroporation System” (Bio-rad) en
células electrocompetentes de E. coli BW25113. Después del choque la células se
recuperaron en 1 mL de SOC a 37 °C durante 1 h y se sembraron en platos de agar LB
(Anexo A) suplementados con 100 pg/mL de ampicilina a 37 °C durante ~16 h. Se
realizaron aproximadamente 100 transformaciones durante un mes, las colonias
obtenidas fueron recuperadas y clasificadas en 4 bibliotecas 1-1.5 Kpb, 1.5-2 Kpb, 2-2.5
Kpb y una mezcla global de las tres. En la figura 4 se representa graficamente este
proceso de construccion. En el Anexo B se muestran los detalles de los protocolos
utilizados en las reacciones enzimaticas y demas procesos involucrados en la

construccion de la biblioteca genémica.
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Figura 4. Construccion biblioteca gendmica.
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2.2 ENRIQUECIMIENTO DE LAS BIBLIOTECAS

Se desarrollé una seria de enriquecimientos con el fin de seleccionar los clones de E.
coli expresando genes de L. brevis capaces de conferir tolerancia al n-butanol. Las 4
bibliotecas gendmicas construidas y el control negativo BW25113/pYG2 se inocularon
en 5 mL de medio liquido M9 (Anexo A) suplementado con 0.4 % de glucosa, 1 % viv
de n-butanol (concentracion critica para E.coli [7,22]) y 100 ug/ml de ampicilina (Amp) a
37 °C. Cada serie de enriguecimiento consistio en 3 réplicas biolégicas de cada
biblioteca y el control negativo BW25113/pYG2 sometidos a 3 concentraciones del
inductor IPTG (0, 0.1 y 1 mM) (Figuras 5 y 6). Para estimar el crecimiento de las
poblaciones se utilizd el espectrofotémetro “BioMate 3 UV-Visible” (Thermo Scientific),
el cual mide la densidad 6ptica para una longitud de onda dada [22]. Las poblaciones
gue mostraron un crecimiento significativo (Densidad Optica DOeoo > 0.3) se
enriquecieron varias veces hasta que no se observdé una gran diferencia en el
crecimiento. Posteriormente se sembraron en platos selectivos de agar LB con
ampicilina (100 pg/mL). Algunas colonias fueron seleccionadas aleatoriamente de cada
muestra y verificadas con PCR de colonia usando Taq polimerase (NEB) y los
iniciadores pYG2_f y pYG2_r, alineados 200 pb arriba y 200 pb abajo del sitio Smal en
el plasmido pYG2 (Anexo C), con el fin comprobar la presencia de los fragmentos
insertados. Las colonias seleccionadas con los fragmentos satisfactoriamente clonados
se sometieron nuevamente a la accion del inhibidor (1 % v/v n-butanol), en medio
minimo M9 para confirmar el aumento en la tolerancia al n-butanol. Con el fin de
descartar la posibilidad de que el mejoramiento en la resistencia fuera debido a
mutaciones en el genoma producto de fendmenos de evolucion adaptativa, los
plasmidos de las colonias fueron extraidos usando “Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit”
(Zymo Research) y transformados por electroporacion en células electrocompetentes de
la cepa silvestre E. coli BW25113 usando “Gene PulserMXcell Electroporation System”
(Bio-rad). Las células transformadas fueron inoculadas en los medios LB y M9

suplementados con 1 % v/v de n-butanol y 100 pug/mL de ampicilina.
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Figura 5. Estrategia de enriquecimientos, cada color representa una concentracion del
inductor IPTG.

Figura 6. Representacion grafica de las réplicas inoculadas para los enriqguecimientos

realizados.
Réplicas biolégicas inoculadas
1-15 1.5-2 2-2.5 Mezcla
Kpb Kpb Kpb
0
IPTG [mM]| 0.1
1
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2.3 SECUENCIACION Y ANALISIS

Los plasmidos de las muestras inoculadas luego de la dltima transformacion que
siguieran demostrando un crecimiento significativo (DOsoo > 0.3) en la presencia del
inhibidor (1% n-butanol) fueron extraidos usando “Zyppy™ Plasmid Miniprep Kit” (Zymo
Research) y enviados al "Texas A&M Genomics Center" para su secuenciacion usando
los iniciadores pYG2_ f y pYG2_r y el equipo "lllumina HiSeq 2000" (lllumina). La
secuencia obtenida fue comparada con la secuencia del genoma de L. brevis ATCC
367 usando la herramienta computacional BLAST (“Basic Local Alignment Search Tool”)
[43], con el fin de identificar potenciales genes de L.brevis que al ser expresados en E.
coli confieren tolerancia al n-butanol. Una vez caracterizada la secuencia obtenida, se

compararon los resultados obtenidos con los reportes en la literatura.
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3. RESULTADOS

3.1 CONSTRUCCION DE LA BIBLIOTECA
3.1.1 Sonicacién y extraccion de fragmentos en gel de agarosa

Se realizaron diferentes pruebas de sonicacion variando la cantidad de pulsos a la
minima potencia emitida por el equipo utilizado, “Digital Sonifier” (BRANSON), cada
pulso corresponde a una perturbacién de 1 segundo (Ver Figura 7). En las figuras 7.a'y
7.b se puede observar que al utilizar 6 pulsos el ADN es fragmentado de una mejor
manera en el rango deseado (1-2.5 Kpb). En la figura 7.c se muestran los fragmentos
luego de la extraccion en gel de agarosa, se observa que los fragmentos extraidos

estan dentro de los tamafios esperados.

Figura 7. Sonicacién y extraccion de fragmentos de ADN en gel de agarosa. a) Pruebas
de sonicacion; b) Sonicacion ADN gendmico 6 pulsos; c¢) Extraccion de fragmentos

para la clonacion.

Bandas:

1. 10 pulsos.

2. 8 pulsos. Bandas: Bandas:

3. 6 pulsos. 1. ADN gendmico sin 1.2 Log ladder.

4. 4 pulsos. fragmentar. 2. Fragmento 1-1.5 Kpb.

5. 2 Log-ladder. 2. Sonicacion 6 pulsos. 3. Fragmento 1.5-2 Kpb.
3. Sonicacion 6 pulsos. 4. Fragmento 2-2.5 Kpb.
4. 2 Log-ladder. 5. 2 Log-ladder.
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3.1.2 Clonacién de fragmentos y transformaciones

Se construy6 satisfactoriamente una biblioteca genémica de L. brevis expresada en E.
coli clasificada en tres diferentes tamafios, adicionalmente se realiz6 una mezcla global
mezclando una porcién de cada una de las tres clasificaciones construidas. En la tabla
1 se muestra un resumen del nimero de colonias obtenido y la cobertura alcanzada en

cada biblioteca.

Tabla 1. Numero de colonias y cobertura alcanzada por las bibliotecas.

Numero total de Cobertura del genoma

Tamafo de los Transformaciones . X .
. colonias obtenido de L. brevis alcanzada
fragmentos [Kpb] realizadas

(Nf) ©)
1-1.5 45 220701 60
15-2 27 53481 20
2-25 27 55045 30
TOTAL 99 329227 110

Como se puede observar se realizaron 99 transformaciones, el nimero total de colonias
obtenidas (329227) alcanzé una cobertura global de ~110, esto fue resultado de la

eficiencia obtenida en las clonaciones realizadas (Figura 8).

En la figura 8 se muestra algunos de los resultados de las transformaciones, se puede
observar que la relacion entre el niumero de colonias correspondientes a las reacciones
de ligacion y el control negativo (plasmido pYG2 linearizado) es alto, de esto se puede
inferir que la mayoria de colonias obtenidas en las bibliotecas corresponden a los

productos de las reacciones de ligacién deseadas.
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Figura 8. Fotografia muestra de algunas de las transformaciones realizadas. Platos de
agar LB suplementados con 100 pg/mL de Amp, con 50 pL de células transformadas. a)
1-1.5 Kpb; b) 1.5-2 Kpb; c¢) 2-2.5 Kpb; d) Control negativo.

/ Control
Negativo

Segun la verificacion por PCR de colonia se puede confirmar el éxito de estas
clonaciones, la mayoria de las bandas obtenidas al analizar 7 colonias aleatorias de
algunas muestras seleccionadas, se encuentran dentro de los tamafios esperados
(Figura 9). Las bandas simples garantizan la presencia de los diferentes fragmentos

clonados en el plasmido pYG2, la presencia de una doble banda como las niumero 3,
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5,12 y 24 significa un falso positivo es decir un plasmido pYG2 sin fragmento insertado.
Las bandas 8 y 17 corresponden a la guia 2-Log ladder (Anexo D). La banda 25

corresponde al control negativo.

Figura 9. Verificacion por PCR de colonia.

i 10 11 1213 14 1516 17 1819 20 21 2223 24 25
4/7 6/7
1-1.5 Kpb
<=2 AP0

3.2 ENRIQUECIMIENTO DE LAS BIBLIOTECAS

Solo en una de las poblaciones correspondientes a la biblioteca global, inoculada sin
induccion de IPTG se observé un crecimiento significativo (DOeco > 0.3) y fue
enriquecida varias veces, mientras que los controles negativos y las demas réplicas

inoculadas no crecieron (Figura 10).

33



Figura 10. Fotografia poblacion enriquecida: BW25113/pYG2::1-2.5 (izquierda), Control
Negativo BW25513/pYG2 (derecha).

El tiempo necesario para alcanzar un crecimiento significativo fue cada vez menor en
cada serie de enriquecimiento (7, 5, 4 y 2 dias para los enriqguecimientos 1 - 4
respectivamente) y fue estable a partir del cuarto enriquecimiento (2 dias). Este

resultado se visualiza graficamente en la figura 11.

La verificacion por PCR de colonia realizada en cada uno de los enriquecimientos
sugiere que en el primer enriguecimiento los fragmentos insertados tienen diferentes
tamafos, sin embargo, en los siguientes enriquecimientos las bandas tienen
aproximadamente el mismo tamafio de esto se puede inferir que uno o mas genes de

un tamafio en particular (~1 Kpb) estan siendo enriquecidos (Figura 11).
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Figura 11. Visualizacion grafica de los enriquecimientos realizados y la verificacion por
PCR de colonia de cada muestra aislada.
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Estos resultados sugieren que en esta réplica biolégica algunos de los fragmentos del
genoma de L.brevis clonados en el plasmido pYG2 fueron enriquecidos y su expresion
en E. coli aumenté la resistencia al n-butanol. Como se menciond anteriormente, los
controles y las demas réplicas inoculadas no fueron capaces de crecer mientras esta
réplica si. La induccién de IPTG no fue necesaria para el enriqguecimiento, sin embargo,
esto no significa que los niveles de expresion no tengan efectos significativos, pues a
este nivel no se conoce con certeza la accién del promotor LacO1 sobre el fragmento

enriguecido.

Los plasmidos de dos de las colonias analizadas por PCR después del ultimo
enriqguecimiento fueron extraidos, y transformados en cepas silvestres de E.coli
BW25113, no se observd crecimiento significativo luego de varios dias de incubacion
en el medio minimo M9 suplementado con 1 % de n-butanol. Sin embargo, en el medio
LB se observé crecimiento significativo (2 dias) en comparacion al control negativo el
cual no fue capaz de crecer. De esto se puede inferir que el fragmento clonado en el
plasmido enriquecido contiene algunos determinantes funcionales que confieren
resistencia al butanol, pero su coeficiente de adaptacion no es muy alto [44], pues no es
suficiente para que las bacterias sobrevivan a la concentracion critica (1 % v/v n-
butanol) en el medio minimo en nutrientes M9, mientras si lo pueden hacer en el medio
rico en nutrientes LB al 1 % v/v de n- butanol. Es evidente que en los enriquecimientos
realizados en el medio M9 se desarroll6 una mutaciéon en el genoma de E. coli que

aumento significativamente la tolerancia al n-butanol.

3.3 SECUENCIACION Y ANALISIS

Los resultados de la secuenciacibn muestran que los dos plasmidos analizados
contienen el mismo fragmento insertado. Segun el resultado de la herramienta
computacional BLAST el fragmento incluye la mayor parte del gen de L.brevis
LVIS 1713 el cual codifica la acetiltransferasa [39], careciendo de ~200 pb desde el

codédn inicial, seguido de ~350 pb de secuencia no codificante (Figura 12).
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Figura 12. Orientacion del fragmento secuenciado con respecto al promotor

LacOLl1 en el plasmido pYG2.

350 pb Acetiltransferasa
N N
N A
D — Marcos abiertos
—

de lectura

En pYG2 el gen LVIS_ 1713 se encuentra en una posicién opuesta al promotor LacO1.
Esto sugiere que en este fragmento alguno de los marcos abiertos de lectura presentes
son funcionales, y su expresion confiere resistencia al n-butanol en E. coli. A pesar de
que no esta presente completa la secuencia del gen LVIS 1713, la porcion
correspondiente codifica un marco abierto de lectura de 347 pb.

Actualmente no se reportan estudios relacionados con la funcionalidad del gen
LVIS 1713, solo se conoce que este gen codifica la acetiltransferasa [29]. Esta enzima
pertenece a la familia de las transferasas, las cuales estan Involucradas en el
metabolismo de diferentes aminoacidos esenciales para el crecimiento celular, como su
nombre lo indica la funcidn de este tipo de enzimas es la transferencia de un grupo
funcional de una molécula a otra. Especificamente la acetiltransferasa se encarga de
transferir el grupo acetil entre diferentes moléculas dependiendo de cada organismo y

su metabolismo [45].
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Segun diferentes estudios se ha descubierto que las acetiltransferasas estan
involucradas en los mecanismos de adaptacion de los microorganismos frente a ciertos
inhibidores tales como compuestos aromaticos toxicos, etanol, y estrés oxidativo [46-
49].

Los resultados obtenidos a partir de este estudio sugieren que podria haber una posible
relacion entre la actividad de la acetiltransferasa codificada por el gen LVIS_ 1713 de L.
brevis y la tolerancia al n-butanol al ser expresada en E. coli, sin embargo, tal
afirmacion no es posible de realizar hasta no hacer un estudio experimental mas
detallado, dividiendo la secuencia del fragmento enriquecido en los marcos abiertos de
lectura presentes, ya que en el mismo no estd completa la secuencia del gen
LVIS 1713.
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4. CONCLUSIONES

Se construy6 satisfactoriamente una biblioteca gendmica de L. brevis expresada en E.
coli, atil para identificar genes involucrados en diferentes fenotipos, en este caso, la
biblioteca fue sometida a una serie de enriquecimientos para identificar genes

involucrados en la tolerancia al n-butanol.

Mediante una serie de enriquecimientos en medio minimo M9 se identificé que la
expresion de un fragmento del genoma L. brevis cuya mayor parte corresponde a la
secuencia del gen LVIS_1713 que codifica la acetiltransferasa, esta involucrado en el

aumento de la tolerancia al n-butanol en E. coli.

El presente trabajo es un aporte al conocimiento de los genes involucrados en la
tolerancia al n-butanol y es el primer aporte al conocimiento de genes de L. brevis que
al ser expresados en E. coli confieren resistencia al n-butanol. Como tal, también
comprende un avance al desarrollo de herramientas moleculares para la ingenieria de

microorganismos con aplicaciones industriales.
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5. RECOMENDACIONES

Es conveniente realizar un andlisis mas exhaustivo del fragmento enriquecido y de la
secuencia completa del gen LVIS_1713. Para ello se sugiere aislar los marcos abiertos
de lectura presentes en el fragmento y realizar por separado pruebas de inhibicion
expresando las secuencias aisladas. Por otro lado, se recomienda hacer analisis
cinéticos de expresion en E.coli de la secuencia completa del gen LVIS 1713 en

presencia de diferentes concentraciones de n-butanol.

Se recomienda utilizar las bibliotecas construidas para identificar genes involucrados en
la tolerancia a otros inhibidores (etanol, &cido ferulico, furfural, NaCl, &cido cético, acido

lactico, etc.) presentes en diferentes procesos de fermentacion industrial.
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ANEXOS

ANEXO A. MEDIOS DE CULTIVO UTILIZADOS

A continuacién se muestran las composiciones de los medios de cultivo utilizados. Los
platos de agar LB fueron preparados con las mismas composiciones del medio liquido
solo que en este caso, se afiadid la correspondiente cantidad de agar al medio. Todos

los medios fueron esterilizados y se prepararon utilizando agua como solvente [25].

Composicion del medio rico en nutrientes Luria Bertani (LB)

10 g/L Bacto-triptona

5 g/L extracto de levadura

5 g/L NaCl

*15 g/L Bacto-agar (En el caso de que se preparen platos de agar)

Composiciéon del medio minimo M9

30 g/L NazHPO4

15 g/L KH2PO4

5 g/L NH4ClI

2.5 g/L NaCl

15 mg/L CaCl2

Composicion medio SOC (Super Optimal broth with Catabolite repression): Este
medio tiene las mismas composiciones del medio LB solo que se suplementa con
glucosa con el fin de reparar la membrana de las células electrocompetentes luego de

una electroporacion.

10 g/L Bacto-triptona

5 g/L extracto de levadura
5 g/L NaCl

20 mM glucosa
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ANEXO B. PROTOCOLOS UTILIZADOS EN LA CONSTRUCCION DE LAS
BIBLIOTECAS GENOMICAS

Protocolo para la digestion y desfosforilacion del plasmido pYG2

1. Disolver el plasmido a una concentracion 1X de CutSmart™ Buffer (NEB) (utilizar
agua de grado biomolecular).

2. Afadir la cantidad de enzima Smal (NEB) necesaria: 10 unidades/ug ADN

3. Incubar por 1-16 horas a 25°C.

4. Para desfosforilar el vector digerido, afadir 1uL de Alkaline Phosphatase, Calf
Intestinal (CIP) (NEB) por cada 50 uL de reaccién de digestion.

5. Incubar por 30 min a 37 ° C.

6. Purificar los productos de la reaccion usando “Wizard® SV Gel and PCR Clean-

Up System” (Promega).

Protocolo para reparar terminales de ADN usando T4 DNA polymerase

1. Disolver los fragmentos de ADN en 1X NEBuffer2 (NEB) suplementada con 100
MM de cada ANTP (utilizar agua de grado biomolecular).

2. Afiadir 1 unidad de T4 DNA Polymerase (NEB) por cada microgramo de ADN.

3. Incubar 15 minutos at 12°C.

4. Detener la reaccidon purificando el ADN utilizando Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega).

Protocolo paralareaccion de ligacion

1. Medir la concentracion de ADN tanto del vector como de los fragmentos a
ensamblar utilizando Qubit® 2.0 Fluorometer (Life technologies) (Tabla 2).
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Tabla 2. Concentracion ADN antes de las reacciones de ligacion.

Concentracién
APN [hg/mL]
pYG2 49.4
1-1.5 101
1.5-2 71.9
2-2.5 49.3

2. Mezclar todos los componentes necesarios en la reaccion basados en las

indicaciones de los fabricantes (NEB) (Tablas 3 y 4).

Tabla 3. Reacciones de ligacion.

: Control
Reactivo 1-1.5Kpb |1.5-2Kpb |[2-2.5Kpb Negativo
Vector pYG2 10 pl 10 pl 10 pl 10 pl
Inserto 9,2 ul 16,03 pl 27,56 yl -

T4 DNA ligase buffer (10X) 20 ul 20 ul 20 ul 20 ul
T4 DNA ligase (400U/ul) 10 10 pl 10 pl 10 pl
Agua grado biomolecular 150,8 pl 143,97 pl 132,44 ul 160 pl
Volumen total 200 pl 200 pl 200 pl 200 pl

Tabla 4. Condiciones generales en las reacciones de ligacion realizadas.

Tamafio Relacion Concentracion
[Kpb] Vector: final de ADN
b inserto [Mg/mL]
1-15 1:9 7.1
1.5-2 1:8 8.2
2-25 1:6 9.3

3. Incubar las reacciones ~72h a4 ° C.
4. Detener la reaccién purificando el ADN utilizando Wizard® SV Gel and PCR
Clean-Up System (Promega).
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Protocolo para preparar células electrocompetentes

Inocular 20 mL de medio LB con 200 uL de cultivo “overnight” aproximadamente 2
horas a 37 °C con agitacion. Una vez el cultivo alcance una densidad optica de DOsoo ~
0.6, transferir el cultivo a un tubo para centrifugar. Colocar las células en hielo
aproximadamente 30 min con el fin de mantener la fase exponencial de crecimiento.
Centrifugar por 10 min a 9000 rpm a 4 °C, decantar el liquido y afiadir 20 mL de glicerol
al 10% a 4 °C, suspender las células agitando manualmente. Repetir la centrifugacion y
la decantacion. Llenar el tubo con 10 mL de glicerol al 10 %, suspender el cultivo,
centrifugar y decantar; afiadir 5 ml de glicerol al 10 % suspender y centrifugar
nuevamente. Decantar y dejar aproximadamente 1 mL. Suspender las células con el

liquido remanente, mantenerlas en hielo y guardarlas a -80 °C.

Protocolo para la electroporaciéon de E.coli BW25113

e Derretir las células electrocompetentes en hielo

e Afiadir 2 uL de ADN a 50 uL de células electrocompetentes.

e Pipetear la mezcla en la cubeta de electroporacion fria - 1 mm gap

e Configuracion electroporador: Bacteria 1, Cuvette: 1mm gap, Voltaje: 1800 volts
Fuerza del campo: 18kV/cm, C: 25 pF PC: 200 Ohms.

e Accionar el botén para realizar el choque eléctrico medir constante de tiempo:
(~5 msec Optima)

e Suspender las células después del choque en 1 mL de medio SOC.

e Incubar a 37°C por 1 hora.

e Concentrar las células a un volumen de ~200uL y sembrarlas en los platos de
agar selectivos.

e Incubar los platos sembrados durante ~12 horas a 37 °C.
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ANEXO C. PCR DE COLONIA

El PCR de colonia consiste en una estrategia para verificar presencia de la secuencia
nucleotidica de un fragmento de interés utilizando el ADN de una colonia como modelo.
Para las verificaciones de la biblioteca construida se utilizé la enzima Taq polimerase
(NEB) en GoTaq® Green Master Mix (Promega) y los iniciadores pYG2_f (5"-TTA TCG
ACT GCA CGG TGC-3) y pYG2_r (5-TCA TCC GCC AAA ACA GCC-3), alineados
200 pb arriba y 200 pb abajo del sitio Smal en el plasmido pYG2. Se realizaron 29
ciclos en el termociclador “C10000 Thermal cycler” (BIO-RAD): Desnaturalizacion inicial
por 30 segundos a 98 °C, alineamiento por 20 segundos a 67.5 °C y extension por 30
segundos a 72 C.

52



ANEXO D. ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA Y LA GUIA 2-LOG LADDER.

La electroforesis es una técnica que permite la separacion de moléculas cargadas
mediante la accion de un campo eléctrico en una matriz de gel de agarosa. En este
proceso las moléculas mas grandes pasan con mayor dificultad a través de la matriz,
de esta forma se pueden diferenciar los tamafios mediante la visualizaciéon del gel luego
de la accion del campo eléctrico [50]. Generalmente se prepara el gel de agarosa con
bromuro de etidio para resaltar la visualizacion de las moléculas de ADN bajo la accién
de radiacion UV [50]. En este trabajo se utilizé el equipo “Gel Doc system” (BIO-RAD)
para visualizar los geles de agarosa luego de la electroforesis en el equipo “Mupid exu
Electrophoresis system” (MUPID). Para poder conocer el tamafio de las moléculas se
utilizé la guia 2-Log ladder (NEB) que permite diferenciar los tamafios de las moléculas

de ADN de acuerdo a su posicion en el gel (Figura 13).

Figura 13. Guia 2 Log-ladder.

Mass (ng) Kilobases

40 20 -
57 15—
45 12 -
122 1.0 -
34 0.9 -
31 08—
27 0.7 —
23 06 -
124 0.5

49 04

37 03 -
32 02

61 0.1 -

Fuente: New England Biolabs [26].
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ANEXO E. FOTOGRAFIAS PRINCIPALES EQUIPOS UTILIZADOS.

Digital Sonifier (BRANSON) Mupid exu
Electrophoresis system

(MUPID)

Gel Doc system (BIO-RAD) C10000 Thermal cycler
(BIO-RAD)

Gene PulserMXcell Electroporation System
(BIO-RAD)
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