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Introduccién. Una de las principales metas de la
biologia sintética es la obtencién de una célula minima
funcional, la cual contendra la informacibn minima
necesaria para sustentar su autorreproduccion y la cual
podra utilizarse como una plataforma para la obtencion
de bioproductos dirigidos. Hay varios obstaculos para
lograr esto, y creemos que una de las tareas primarias es
definir la informacion genética minima que permita la
autoreplicacion fisica de la informacion genética, de aqui
se desprende uno de los principales objetivos de nuestro
grupo de trabajo:

Construir un minicromosoma con un namero reducido de
genes, capaz autorreplicarse, transcribir y traducir su
propia informacién genética in vitro. Un primer paso es
construir un sistema autoreplicativo.

Metodologia. Mediante la busqueda de ortélogos de la
enterobacteria simbiética Carsonella ruddii PV*? en E.
coli K12 MG1655 y su comparacion con modelos in silico
de genomas minimos® y genoma nucleo se propusieron
los genes minimos para las funciones de replicacion y
transcripcion que pudieran existir en carsonella (de tan
s6lo 182 genes) y que podamos recuperar del genoma
de E. coli (carsonella es no cultivable). De esta manera
los genes identificados mas sus sitios de regulacion se
obtuvieron del cromosoma de E. coli mediante PCR y se
clonaron en el plasmido pJET1.2 (Fermentas). Las
biopartes resultantes se ensamblaran mediante ligacion
de sitios de restriccion compatibles entre las diferentes
biopartes cuidando de mantener el orden como en E. coli.
La funcionalidad del minicromosoma y del sistema de
transcripcion se verificara por transcripcion y traduccién
in vitro*.

Resultados. El disefio para el sistema autoreplicativo
resulté en una lista de 16 genes para replicacion, un gen
reportero para GFP y un oriC (Figura 1). Los genes de
interés mas su region de regulacién constituyen cada una
de las biopartes las cuales se ensamblaran de acuerdo a
como se muestran en la figura 1.

Para la expresion de estos genes requerimos una
magquinaria de transcripcién que estemos seguros que no
proviene de los extractos de E. coli a utilizarse. Para ello
se disefid una maquinaria minima de la RNA polimerasa
(y el sigma70) expresada a partir de un promotor T7
(viral): rpoD, rpoA, rpoB, rpoC, ademas de YFP como
reportero (Figura 2).

Hasta ahora se han obtenido por clonacion todas las
biopartes tanto del sistema de autoreplicacion como de
transcripcion y se ha comprobado su identidad por
secuenciacion. En este momento se esta realizando el
ensamblado de los sistemas y en esta reunion
presentaremos nuestros mas recientes avances de este
proyecto.
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Fig. 2 Mapa del sistema de
transcripcion

Fig. 1 Mapa del minicromosoma para la
funcién de autoreplicacion.

Perspectivas.El sistema de transcripcién minimo servira
para expresar los genes del minicromosoma
autoreplicativo, con la ayuda de extractos celulares de E.
coli libres de ADN y kits comerciales. Las proteinas
expresadas por el minicromosoma seran las
responsables de su replicacion, por lo que
monitorearemos la fluorescencia de GFP como indicador
de produccion de las proteinas y se cuantificara
periédicamente la concentracion de DNA. Una vez
comprobado esto la maquinaria de transcripcién sera
integrada a la de replicacion. Los sistemas estan
disefiados para ir aumentando el nimero de genes en
cada uno y asi probar los elementos minimos requeridos
en cada caso.
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