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1. RESUMEN

La ingenieria genética es el conjunto de técnicas que aprueba la manipulacion del material
genético, lo cual permite eliminar caracteristicas no deseadas y modificar caracteristicas de
acuerdo a la necesidad de la investigacion. Esta investigacion tiene como objetivo
determinar la eficiencia de transformacion genética con dos métodos Electroporacion y
Shock Térmico. Ademas de estandarizar protocolos de los diferentes métodos en donde se

obtenga mayor eficiencia de transformacion.

Para ello se establecid tres tratamientos en donde el T1 (Electroporacion), T2 (Shock
Térmico), T3 (Células competentes). Para determinar la eficiencia de transformacion se
tomd en cuenta diversas variables como son colonias por placa, unidades formadoras de
colonias (UFC) y Eficiencia de transformacion (E.T.). En donde se efectu6 con ayuda de
calculos matematicos y asi determinando UFC y E.T. de esta manera proporcionando como
resultado que el T1 (Electroporacion) es el método mas eficiente de transformacion,
obteniendo mejores resultados en comparacion del T2 (Shock Térmico) y T3 (Células
competente), con respecto al numero de colonias por placa (506), UFC (5060) y una

Eficiencia de Trasformacion (1.265x 10') U.

De esta manera comprobando que la hipotesis planteada T1 (Electroporacion) es el método
mas eficiente de transformacion obteniendo mejores resultados en comparacién a los otros

tratamientos.

Palabras clave: Electroporacién, Shock Térmico, Eficiencia de transformacion, UFC.
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2. ABSTRAC

Genetic engineering is the set of techniques that approve the manipulation of genetic
material, which allows to eliminate unwanted characteristics and modify characteristics
according to the need of research. This research aims to determine the efficiency of genetic
transformation with two methods Electroporation and Thermal Shock. In addition to
standardizing protocols of the different methods where greater transformation efficiency is

obtained.

For this, three treatments were established in which the T1 (Electroporation), T2 (Thermal
Shock), T3 (Competent cells). To determine the transformation efficiency, several variables
were taken into account, such as colonies per plate, colony forming units (CFU) and
transformation efficiency (E.T.). Where it was made with the help of mathematical
calculations and thus determining UFC and E.T. in this way, providing as a result that T1
(Electroporation) is the most efficient method of transformation, obtaining better results
compared to T2 (Thermal Shock) and T3 (Competent cells), with respect to the number of
colonies per plate (506), UFC (5060) and a Transformation Efficiency (1.265x 10%) U.

In this way, checking that the proposed hypothesis T1 (Electroporation) is the most efficient

method of transformation, obtaining better results in comparison with the other treatments.

Key Words: Electroporation, Thermal Shock, Transformation Efficiency, UFC.
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3.

INTRODUCCION

El aumento progresivo de la poblacion, hace que cada dia se necesita de mayor cantidad de
insumos los cuales ayudan a mejorar la calidad de vida de las personas (Mussin, 2006), es
por ello que la ingenieria genética se ha enfocado en la manipulacion del material genético
(ADN) el cual permite la obtencién de productos que proveen de beneficios a las personas
mejorando asi su estilo de vida (Ramil, 2011), entre las industrias en las que se enfoca la

ingenieria genética son:

e Industria Agricola y Ganadera
e Industria Farmacéutica

e Industria de la Medicina

e Medio Ambiente

A partir de la crisis, por demanda de insumos se impuls6 a buscar alternativas las cuales
permitan tener la obtencion de productos en mayor produccidén, menor tiempo, mejor
calidad, y sin necesidad de la utilizacion de gran cantidad de recursos.

Mediante la técnica de manipulacion genética se hace uso de la ingenieria genética la cual
permite la obtencion de Organismos Genéticamente Modificados (OGM), los cuales se
caracterizan por ser acordes a las necesidades de las personas, es asi que para la obtencion

de un OGM, es necesario identifica la célula huésped y el gen de interés (Mussin, 2006).

Para lograr un OGM, es importante tener en cuenta que la célula huésped debe transformase,
lo cual se logra cuando el gen de interés ingresa a la célula, y posteriormente se exprese con

las caracteristicas requeridas (Perera J, Tormo A, Garcia J, 2002).

La insercién de gen a la célula huésped es mediante diferentes métodos como son de
Electroporacion y Shock Térmico, los cuales permeabilizan la membrana de la célula

permitiendo en ingreso del ADN foraneo (Francés, 2006).



Villalobos (2008) manifiesta que el método del Electroporacion es la aplicacion de impulsos
eléctricos a la célula, los cuales producen una serie de poros 0 pequefios agujeros en la

membrana por donde permite el ingreso del ADN.

El método de Shock Térmico Quintana (2009) exterioriza que el cambio de temperatura en
la célula provoca un cambio transitorio en la permeabilidad de la membrana facilitando la

entrada de ADN foraneo.

En los métodos ya mencionados existen diversos problemas, los cuales influyen en la
eficiencia de transformacion, los cuales son ocasionados porque no existe un protocolo, el

cual estandarice la manipulacién correcta de los de los equipos e insumos.

Entre los problemas méas comunes es la inadecuada manipulacion de las células y gen de
interés, sabiendo que estos son muy sensibles a cambios de temperatura, movimientos
bruscos, etcétera. De esta forma ocasionando su degradacion y por ende la muerte,
minimizando asi la eficiencia de transformacion (Granados C, Chaparro A, 2012. Por otro
lado la inadecuada manipulacién de los genes puede ocasionar que existan mutaciones entre
ellos, lo cual contribuye al silenciamiento del gen, y asi evitando que se exprese (Yi &
Kuipers, 2017).

El inadecuado uso del equipo de electroporacion, es uno de los problemas comunes en la
transformacion ya que no se calibra de acuerdo a la célula que se va a usar, y se puede colocar
impulsos muy fuertes, por mucho tiempo, a altos voltajes, lo cual no resistiria la célula
expuesta ocasionando su muerte (Barbédn R, Jiménez E, Capote A, Gil V, Ocafia A, 2011).

Es por ello que se debe estudiar a fondo las caracteristicas de la célula que se va a trabajar.

Un papel primordial toma el buffer o tampdn Electrolytic, ya que gracias a esta sustancia
permite el intercambio idnico de particulas (Yi & Kuipers, 2017), en donde su composicion
es la que determina la intensidad de los impulsos los cuales son provocados por el
electroporador (Hu, Do, & Yu, 1992).



Hernandez y Martinez (2012) argumentan que el método de Electroporacion, es un método
eficiente logrando una trasformacion de 10°U a 10'°U, con una expresion del 90%,

considerandolo como un método eficiente.

3.1. OBJETIVOS

3.1.1.Objetivo General

Determinar la eficiencia de transformacion genética mediante el método de quimico y el

método fisico de electroformacion con el uso de células de la bacteria Escherichia coli con

el fin de obtener una mejor trasformacion bacteriana.

3.1.2.Objetivos Especificos

e Estandarizar el protocolo de los métodos para la transformacion celular mediante la
electroporacion y shock térmico con el fin de mejorar la eficiencia de transformacion.

e Cuantificar las células trasformadas mediante calculos de colonias para determinar asi
su eficiencia.

e Socializar los resultados obtenidos mediante una charla a las personas interesadas con

el fin de dar a conocer los resultados de la investigacion.

3.2. VARIABLES

3.2.1.Variables Independientes

e Meétodo de Electroporacion
e Método Shock Térmico

e Testigo

3.2.2.Variables Dependientes

e UFC Unidades formadoras de colonias transformadas.



e Eficiencia de transformacion de las células

3.3. HIPOTESIS

Mediante el Tratamiento 1 Electroporacion se puede obtener una mejor eficiencia de

trasformacion genética.



4. ESTADO DEL ARTE

Mussin (2006) manifiesta que con el comienzo de la agricultura, ganaderia e
industrializacion intensiva, ha tomado como alternativa la ingenieria genética de forma
selectiva, con el fin de obtener beneficios alimentarios o industriales (fabricacion de utiles,
medicinal, ornamental, textil, etc). Es por ello que el hombre ha buscado opciones las cuales
proporcionen mejores beneficios. Para ello se ha seleccionado especies vegetales y animales
de mayor interés las cuales proporcionen mejor rendimiento, calidad nutritiva, resistente a

factores fisicos o bioldgicos (Franceés, 2006).

Por ello que se ha enfocado en la ingenieria genética, obteniendo especies modificadas que
ayudan a disminuir pérdidas por bajos rendimiento, por plagas y enfermedades, y asi

reduciendo costos de produccién (Ramil, 2011).

La ingenieria genética es una técnicas que permite la manipulacion del material genético,
Segln Buitrago (2015) material genético es la informacion hereditaria conocido como
Acido desoxirribonucleico (ADN) y permitiendo la recombinacion con diferentes genes
originando nuevos organismos con diferentes caracteristicas que el original, y por ellos son

conocidos como organismos genéticamente modificados (OGM) (Villalobos, 2008).

Los OMG tienen el fin de tomar un gen de interés de una especie en particular e introducirle
a otro organismo diferente (Spendeler, 2005). Lo que permite modificar las caracteristicas
hereditarias de un organismo de una forma benéfica al hombre, alterando su material
genético. En el proceso puede utilizarse células procariotas como bacterias o células

eucariotas como vegetales o animales (Almeida, 2010).

Para la obtencion de un OMG es necesario identificar la célula huésped y el gen de interés,

los cuales se encuentren aptos para ser transformados (Satorre, 2005).

Para extraer el gen o material genético de interés es de mucha importancia estudiarlo a fondo

y asi lograr identificar su estructura y formacién en donde se encuentre sus funciones y



caracteristicas, y de esta manera permitiendo aislarlos, analizarlos y modificarlos (Aguirre,
Acosta, & Paredes, 2007).

Es importante tener en cuenta que el gen no puede estar de forma libre, es por ello que se
encuentra en un vector o pldsmido, el cual es un vehiculo que le permite ingresar sin

problemas al interior de la célula huésped (Articoli, 2015).

El Vector o plasmido son pequefios circulos que contienen el material genético o ADN
(Brown, 2006), existen dos tipos de vectores, el vector de clonacion y de expresion.

El vector de clonacion son moléculas transportadoras que transfieren y replican fragmentos
de ADN, como su nombre mismo lo dice es aquel que realiza copias idénticas de su vector
inicial el cual no expresa su gen interno, permitiendo de esta manera adoptar la funcion de
guarda reservas del gen (Jones, Miller, & Brown, 2017).

Vector de expresion es aquel que permite expresar las secuencias clonadas, asi expresando

todas aquellas caracteristicas de interés que se introdujo en el vector (Almeida, 2010).
Este plasmido cuenta con ciertas caracteristicas especiales como puede ser resistencia a
antibioticos, arsénico, cromo, etcétera. Estas caracteristicas especiales se las incorpora de

acuerdo a la necesidad de la persona encargada en la investigacion (Alvarés, 2005).

Este plasmido presenta diferentes zonas las cuales son:

Presenta un Origen de Replicacion la cual es una secuencia de ADN, en donde la

bacteria puede realizar varias copias del plasmido.

e Lugar multiple de clonacion, es el sitio en donde se almacena diferentes enzimas de
restriccion, en donde da lugar a introducir genes especificos.

e Promotor es donde se da lugar a codificar el gen.

e Marcador selectivo, lugar donde codifica resistencia a un antibidtico (Godiska,

Patterson, Schoenfeld, & Mead, 2005).
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Figura 1. Esquema pUC 19
Fuente. (BioLabs, 2014)

El plasmido que se usé en la investigacidn es un plasmido de clonacién y expresion (pUC
19) el cual cuenta con 2686 pares de base, su origen de replicacion es pMB1, el lugar de

multiple clonacién se encuentra en el gen lacZo, este plasmido presenta resistencia al

antibidtico (Ampicilina) (BioLabs, 2014).

Este plasmido para que logre transformarse debe ingresar a la célula huesped, la célula
bacteriana de uso més comun para la transformacion es la bacteria gran negativa Escherichia
coli (Stanley, Annie, & Hsu, 1972), la cual es atractiva por su facil uso, adaptacion y tienen
la capacidad de reproducirse con gran velocidad (Garcia, Calzada, Rivero, 2012). Cabe
recalcar que Escherichia coli es una bacteria que la encontramos en el sistema digestivo del
hombre y animales, la cual para ser usada para trasformacion genética debe encontrarse en

estado competente (Rodriguez, 2002).



El estado de competencia es la capacidad de la célula bacteriana de introducir el ADN
foraneo (Betancor, Gadea, & Flores, 2015). El estado de competencia de las células
bacterianas se puede lograr mediante proceso fisicos o quimicos (Galvan, Tejada, Camargo,
Higuera, & Reyes, 20014).

La transformacion genética se induce a partir del contacto entre la célula que porta el gen de
interés en su plasmido, en donde el ADN es transportado desde la célula bacteriana donde
se integra a su material genético. Luego de la transformacion, es cultivado en un medio con

que contenga antibidticos en donde sélo las células transformadas son las que sobreviven.

Mediante esta técnica de transformacidn actualmente se producen muchas proteinas que son
usadas en el tratamiento de algunas enfermedades humanas como la diabetes, al producir
hormonas humanas como la insulina, la hormona de crecimiento y antibi6ticos siendo este
el caso de la industria farmacéutica y médica. Y en el caso de la industria agropecuaria la
obtencion de plantas mejoradas genéticamente, los cuales proporcionen beneficios a los
agricultores, en el caso pecuario encontramos ganado (vacas) que proporcion mayor cantidad
de leche con mejor calidad, resistencia a enfermedades como es el caso de la mastitis, de
esta manera la ingenieria genética y la técnica de transformacion aportan positivamente a la
sociedad (Betancor Gadea, 2008).

Para que podamos lograr una trasformacion exitosa, existen diferentes técnicas las cuales

ayudan a que el gen de interés ingrese a la célula, entre ellas encontramos:

e Shock Térmico

e Electroporacion

e Infeccion con Agrobacterium
e Micro inyeccion

e Meétodo quimico

e Biolistica

Entre las técnicas mas comunes son la de Electroporacion y Shock Térmico.



Electroporacion es una técnica que permite permeabilizar la membrana de la célula

ocasionando pequefios poros por donde permite el ingreso de plasmido (Francés, 2006).

Durante la electroporacion, las células son tratadas con impulsos eléctricos controlados de
bajo y alto voltaje que varian de 500V a 5000V, 1 a 6 pulsos por una duracion de

milisegundos que puede ser de 1 a 100ms (Invitrogen, Neon Transfection System, 2014).

Existen diferentes tipos de dispositivos que se usa para la electroporacion, entre ellos se
encuentra el dispositivo Neon Transfection System el cual se usa para transformar células
bacterianas con el 90% de eficiencia (Invitrogen, Neon Transfection System, 2014).

Otra técnica muy usada es el Shock Térmico que fue descubierto en el 1970 por Mendel e
Higa, es un técnica que desde hace muchos afios atras hasta la actualidad es usada con mucha
frecuencia (Rivero, Garcia, & Calzada, 2013). Esta técnica tiene la caracteristica de realizar
cambios bruscos de temperatura, afecta a la membrana de la célula ocasionando unos
pequefios poros o agujeros y asi permitiendo el ingreso del ADN foraneo. Estos poros se
presentan con el aumento de temperatura (42°C) de 50 segundo y se cierran 0 se contraen
con bajas temperaturas (1 a 4 °C) por 30 minutos (Ledn & Matalonga, 2012).

Las células con el plasmido al momento de realizar las transformacién son sometidos a
stress, por ello es necesario usar un restablecedor, el cual permite que las células se adapten
a estas condiciones, es por ello que se coloca medio Super optimal broth (S.0.C) el cual es
una sustancia que se usa en la parte final de la transformacion, ayudando a mejorar la
eficiencia de transformacion y por otro lado proporciona nutrientes a las bacterias, entre los
nutrientes que proporciona son: Triptona, Extracto de levadura, Cloruro de sodio, Cloruro
de Potasio, Cloruro de Magnesio, Sulfato de magnesio y Glucosa (Invitrogen, Medium
S.0.C, 2012).

Para determinar si el ADN foraneo se ha introducido correctamente a la bacteria es necesario
medir la eficiencia de trasformacion lo cual permite cuantificar el nimero de UFC o celulas
transformadas, las cuales deben expresarse con las caracteristicas requeridas, estas bacterias
al ser trasformadas deben crecer en un medio en donde contenga el antibidtico - Ampicilina
(Stephenson, 2010).



Para poder determinar si las células se han transformado existen diversos métodos los cuales
facilitan verificar y contabilizar el porcentaje de transformacion para ello existe un
histoquimica llamado X-GAL que contiene bromo, cloro, indolil y B-galactopirandésido, el
cual permite detectar la actividad de B-galactosidasa, esta es detectada cuando el ADN del
plasmido se une a la region LacZ del plasmido, y de esta manera expresandose presentando

colonias de diferentes colores Blancas/Azules como indica la figura 2 (Aldrinch, 2014).

Este Histoquimica X-gal actua de diferentes maneras de acuerdo a la insercion del plasmido
(Granados C, Chaparro A, 2012):

e Cuando estan colonias de color blanco, indica que el plasmido ha ingresado a la célula
y se ha recombinado. Esta es una célula trasformada correctamente.

e Cuando presenta colonias de color azul, indica que el plasmido ha ingresado a la célula
pero no se ha recombinado.

e Cuando en las placas con ampicilina no ha crecido nada, indica que no se ha

transformado las células (Uptima, 2015).

Figura 2. Presencia de colonias blancas/azules X-gal
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Estas técnicas de transformacion son el paso primordial para el mejoramiento genético
(Zhao, y otros, 2017), el cual tienen como objetivo la incorporacion de material genético
extrafio a una célula (Procariota, Eucariota), el cual no altera sus caracteristicas propias, por
el contrario las mejora y obtiene beneficios para la sociedad, ya sea en distintas industrias

como la agricola, pecuaria, farmacéutica o ambiental (Diaz & Chaparro, 2012).

Para determinar si el gen de interés ingreso a la célula es importante definir la eficiencia de
transformacion y esto se lo realiza, contabilizado el nimero de bacterias transformadas, las
cuales han adquirido el plasmido o es una transformacion eficiente aquellas células viables,

las cuales tengan la capacidad de replicarse (Martini, 2016).

Se han perfeccionado varios métodos de transformacion con el objetivo de mejorar la
eficiencia de transformacion, en donde el método que se maneja con mas frecuencia es el de
infeccion con Agrobacterium tumefaciens (Ramirez & Veitia, 2013), el cual es un método
sencillo de manejar pero su problema es la baja eficiencia, es por ello que se toma como
alternativa el método de electroporacién en donde se obtiene como resultado un eficiencia

superior al método anteriormente mencionado (Granados & Giraldo, 2012).
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5. METODOLOGIA DE LA INVESTIGACION

5.1.LUGAR DE DESARROLLO DE LA INVESTIGACION

La presente investigacion se realizo en las instalaciones de la Pontificia Universidad Cat6lica
del Ecuador Sede Ibarra, la cual estd ubicada en la provincia de Imbabura, canton de Ibarra,
parroquia Sagrario, lo cual se desarrollé en los distintos laboratorios de las instalaciones

(Biotecnologia y Microbiologia).

5.2. MATERIALES, EQUIPOS E INSUMOS

5.2.1. Materiales

e Cajas Petri

e Frasco Boeco

e Probeta

e Tubos de ensayo

e Mechero de busmen
e Vaso de precipitacion
e Tubos falcom

e Tubos de eppendorf
e Puntas de 1-10ul

e Puntas de 10-100ul

e Puntas de 100 — 1000ul
e Cubers de hielo

e Porta Objetos

e Cubre Objetos

e TermOmetro

e Cristal violeta

e Safranina

e Lugol
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Alcohol

Asa bacterioldgica
Guantes
Mandil

5.2.2.Equipos

e Balanza ADAM ®

e Céamara de Flujo Laminar N_BIOTEK®

¢ Incubadora Shaking NB-205L N_BIOTEK®

e Congelador (Thermoscientific™)

e Contador de colonias BioCote SC6PLUS

e Autoclave ican CLAVE

e Incubadora (Thermo Scientific™)

e Neon Transfection System (Thermo Scientific™)

e Calentador de blogque de laboratorio digital / de mesa / para tubos
accublock™

e Micro centrifuga 6000 rpm (2000 x g) 110v prism.

e Tanque de Nitrogeno

5.2.3. Insumos

e One Shot™ TOP10 Chemically Competent E. coli (Thermo Scientific™)
e One Shot™ TOP10 Electrocomp™ E. coli (Thermo Scientific™)

e Super optimal broth (S.0.C.) Medium (Thermo Scientific™)

e X-Gal (Thermo Scientific™)

e Ampibex 250 mg Ampicilina (life)

e BD® LB Agar, Miller (Luria-Bertani)

e Gibco LB Broth, Liquid

e Agua destilada

e Agua destilada esterilizada
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5.3.METODO Y CONTROL

5.3.1.Diseilo Experimental

Para la presente investigacion se usé un Disefio Experimental Completamente al Azar con

nueve unidades experimentales, tres tratamientos y tres repeticiones.

En las unidades experimentales se realizd la transformacidn genética de bacterias mediante
dos métodos Shock Térmico y Electroporacidn, de los cuales se determind la eficiencia de

transformacion realizando conteo de colonias.

5.3.2. Tratamientos

La distribucion de los diferentes tratamientos se la realizo como se detalla en la (Tablal).

Tabla 1. Descripcion de los tratamientos usados en la investigacion.

Tratamiento Descripcion
Tratamiento 1 (T1) Método de Electroporacion
Tratamiento 2 (T2) Método de Shock Térmico
Tratamiento 3 (T3) Células competentes

5.3.3.Unidades Experimentales

Para cada uno de los tratamientos se realizo tres repeticiones obteniendo un total de nueve
unidades experimentales. En donde cada unidad experimental corresponde a una caja Petri

la cual cuenta con 20 ml de Agar LB, obteniendo un total de nueve unidades.

5.3.4.Variables e Indicadores

En el desarrollo de la investigacion se evaluo variables independientes y dependientes, las

cuales proporcionaron resultados de la investigacion como se detalla en la (Tabla 2 y 3).
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5.3.4.1.Variables Independientes

Tabla 2. Descripcion variables independientes

Variable Independiente Unidades

T1 (Electroporacion) = Voltaje
= Tiempo

= Pulsaciones

T2 (Shock Térmico) = Temperatura

= Tiempo

T3 (Células competentes) La célula no se somete a ningun tipo de

estrés.

5.3.4.2.Variables Dependientes

Tabla 3. Descripcion variables dependientes.

Variable Dependiente Unidades
Unidades formadoras de Colonias UFC
Eficiencia de transformacion %

e Unidades formadoras de Colonias (UFC)

Esta técnica tiene el objetivo de contabilizar las UFC por cada mililitro o gramo por
muestra, la cual se obtiene de un medio selectivo y se la determina de acuerdo a su

temperatura y tiempo de incubacion (Camacho, y otros, 2009).

Esta variable se calcula con la ayuda de la formula:

UFC _ # Colonias X FDD
ml ~ Volumen inicial sembrado

=  UFC: Unidades Formadoras de Colonias
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=  ml: Mililitro
= # Colonias
=  FDD: Factor Decimal de Dilucion

= Volumen inicial sembrado

e Eficiencia de transformacion

Para determinar la eficiencia de transformacion en los diferentes métodos Shock Térmico

y Electroporacion se realizd mediante calculos, haciendo uso de férmulas como:

# colonias 10°pg Total transformado # transformado

X 10 =
10pg AND transformado ug x ul plato ug ADN plasmido
(Invitrogen, One Shot® TOP10 Competent Cells, 2013)

= #Colonias

= 10 Picogramo (pg) ADN transformado

= Total Transformado: Cantidad que se ha trasformado

= X Microlitro (ul) plato: cantidad de agar puesto por plato
= #transformado

= Microgramo (ug) ADN plasmido: cantidad de plasmido usado para la transformacion

5.3.5. Preparacion del Ensayo

Para determinar las variables dependientes y obtener resultados de la presente investigacion

se realizo el proceso que se describe a continuacion:

Antes de realizar la transformacion

1. Se prepar6 Agar LB BD® LB Agar, Miller (Luria-Bertani) el cual proporciona los

nutrientes necesarios para mantener y alargar la vida de las bacterias Escherichia coli.
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El Agar LB se prepara:
40g por cada 1000ml.

Dependiendo la cantidad que se quiera preparar se calcula la cantidad de agar que se
usara. Es importante que la mezcla sea esterilizada, para eliminar la presencia de
microorganismos y por otro lado que la mezcla quede homogénea.

Cajas petri, probeta y demas materiales a usar deben ser esterilizados.

Esterilizar todos los materiales e insumos en el Autoclave ican CLAVE, al finalizar la
esterilizacion se llevd a la Camara de Flujo Laminar N_BIOTEK® en donde
previamente se habia aseado.

Al momento que el agar se enfrié se procedi6 a colocar el antibidtico (Ampicilina). Se
debe colocar 100ul por cada ml de agar.

El Ampibex 250 mg Ampicilina que se uso en la investigacion tiene una concentracién
de 250,000mol.

La cantidad de ampicilina a colocar, se calcula con el uso de la siguiente formula (Ayala,
s.f.):

Concentracionl * Volumenl = Concentraciéon2 * Volumen 2

1_C2*V2
1

Posteriormente se dispenso el Agar LB BD® LB Agar, Miller (Luria-Bertani) con la

ampicilina en las cajas Petri, se afiade 20 ml por cada una de las placas.

Cuando el Agar se encuentra en estado sélido, se procedi6 a agregar en cada una de las

placas 40 ul de X-gal y se deja incubar por una hora a 37 °C.
El X-Gal (Thermo Scientific™) de invitrogen viene una cantidad de 100mg, del cual se

realiza una solucion madre en donde se coloco:

40mg en un ml de agua destilada estéril.
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6. Es importante a las células competentes que se encuentran a menos ochenta grados
centigrados se aumente gradualmente la temperatura hasta que las células se encuentren
en estado liquido, y de esta manera no estresarlas y asi evitando su degradacion y

muerte.

Meétodo Fisico Electroporacion

Para la transformacion por Electroporacion se usé el equipo Neon Transfection System

(Thermo Scientific™) el cual es un dispositivo que se usé para realizar la investigacion.

1. Con ayuda de una pipeta se tomd 20 ul de células competentes y 5 ul de plasmido y se

coloco en un tubo de eppendorf de 10 a 100 ul.

2. Esta mezcla de células con el plasmido se coloco por unos segundo (5 a 10 segundos)

en la micro centrifuga, en donde permitié que se mezcle uniformemente.

3. Esta mezcla se la deja por 2 minutos en hielo.

4. Mientras que la mezcla de plasmido y células competentes se encuentre en hielo, se
procede a encender el equipo para la electroporacion Neon Device (Dispositivo), en

donde se calibro el voltaje, la anchura del voltaje (milisegundos) y las pulsaciones.

Para las células bacterianas de Escherichia Coli el equipo Neon Transfection System,
se lo calibra con las siguientes caracteristicas.

e Voltios: 2500v

e Milisegundos: 4ms

e Pulsaciones: 2

Estos datos se lo obtuvieron mediante varios ensayos en los cuales se probo a diferentes
voltios, tiempo y pulsaciones, y se determind que estos son los valores en los cuales

existe mayor eficiencia de transformacion.
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10.

11.

Luego procedio a conectar el Neon Pipette Station al Neon Device para que se pueda

transferir los impulsos eléctricos.

Se tomd la Neon Tube (Cubeta) en donde se coloc6 3ml de Electrolytic Buffer (tampon
electrolitico).

Es importante que Neon Tube y Electrolytic Buffer se encuentre a baja temperatura (1
a 3°C), y de esta manera permite que la mezcla no sufra de estrés por aumento de

temperatura (Invitrogen, Neon Transfection System, 2014).

Cuando el Neon Tube ya se encuentra con Electrolytic Buffer procedié a colocar en la

estacion (Neon Pipette Station).

Con uso de Neon Pipette y Neon Tips de 10ul se tomé la mezcla, es importante que al
momento de introducir la mezcla al Neon Tips no existan burbujas o espacios de aire

presentes, ya que esto impide que la mezcla se electropore.

Se coloco la Neon Pipette en el Neon Pipette Station y procedimos a iniciar el proceso

de electroporacion.

Este proceso tardard unos segundos, esperamos que en el dispositivo diga proceso

completo y podemos sacar la Neon Pipette.

La mezcla transformada se colocé en un tubo falcon y conjuntamente con esta mezcla

colocamos 1ml de S.O.C.

Es importante que el S.0O.C se encuentre a una temperaturas (1 a 4°C), ya que de esta
manera no realizamos cambios de temperatura en la mezcla, y asi evitando un estrés
extra en las células y plasmido.

Se coloco el tubo falcon en Incubadora Shaking NB-205L N_BIOTEK® a 37 ° C,

50rpm, por una hora.
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12. Después de la hora transcurrida en la Incubadora Shaking NB-205L N_BIOTEK® se

procedio a dispensar la mezcla en las cajas petri.

En cada una de las cajas petri se coloco 300 ul de la mezcla.

13. A las cajas Petri ya con la mezcla electroporada se las sellé con parafilm asi evitando

la contaminacion de posibles patdgenos.

14. A estas cajas petri se las dejo por dos a tres dias para poder observar el desarrollo de

colonias blancas y azules.

A las cajas petri se las dejo en la Incubadora (Thermo Scientific™) a 37°C la cual una

temperatura 6ptima para el desarrollo de estas bacterias ya transformadas.

Método de Shock Térmico

El método de Shock térmico es el cambio de temperatura de baja (1 a 4°C) a alta (42°C)

permitiendo que el plasmido o ADN foraneo ingrese.

1. Se tom6 20 ul de células competentes conjuntamente se toma 5 ul de plasmido y se

coloca en un tubo de eppendorf.

2. La mezcla con las células con el plasmido se colocé en el congelador
(Thermoscientific™) la cual lo dejamos por treinta minutos. Este congelado se

encuentraa-30°C.

3. Al término de los treinta minutos, la mezcla se coloco en el calentador de blogue de
laboratorio digital / de mesa / para tubos accublock, por 50 segundo. Este calentado
debe encontrarse a 42°C.

4. Al término de los 50 segundo devolvimos la mezcla al congelador

(Thermoscientific™) por 10 minutos.
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5. Transcurrido este tiempo se coloco 250ul de S.O.C en el tubo de eppendorf, y a esta

mezcla la colocamos en la incubadora (Thermo Scientific™) por una hora a 37 °C.

6. Después de la hora en la incubadora (Thermo Scientific™) se procedio a dispensar la

mezcla en las cajas petri.

En cada una de las cajas petri se coloco de 70— 100ul de la mezcla.

7. Alas cajas Petri con la mezcla se las sello con parafilm para que evitar la contaminacion

de posibles patdgenos.

8. Las cajas petri se dejo por uno a tres dias y asi poder observar las colonias blancas y

azules.

Estas cajas se debe dejar en la incubadora (Thermo Scientific™) a 37°C, para que se

encuentre en una temperatura 6ptima para el correcto desarrollo de estas bacterias.

Después de la trasformacion

1. Al término de los tres dias se pudo observar las colonias presentes en cada una de las
cajas petri, y se lo realiz6 con ayuda de un contador de colonias BioCote SC6PLUS, en
donde se pudo identificar colonias de color blanco y azul, asi permitiendo contabilizar

las colonias para realizar los diferentes calculos.
2. Para poder mantener o guardar estas células trasformadas, procedimos a extraer una

muestra de cada una de ellas y las cultivamos en caldos nutritivos. El proceso se lo

detalla a continuacion:

e Preparar caldo LB.

249 por cada 1000ml
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e Secoloco en tubos de ensayo, y se autoclavo.

e Esperamos hasta que los tubos con el caldo se encuentren a una temperatura que sea
soportable, y procedemos a colocar ampicilina.

La cantidad de ampicilina depende de la cantidad de caldo que se ha colocado.

Concentraciéonl * Volumenl = Concentraciéon2 * Volumen 2

L G2rv2
1
Nota: Se coloca ampicilina como un medio de verificacion de que se ha trasformado

la bacteria.
e En cada uno de los tubos se siembra una colonia, y dejamos por 24 horas a 37 °C.

5.3.6. Método de Control

Este método de control lo realizamos para verificar que las células competentes no se

encuentren contaminadas o exista otro tipo de bacterias.

En este caso las bacterias a trasformar es Escherichia Coli, la cual es una bacteria Gram
Negativa, y para ello se realiz6 una tincion Gram, en donde las bacterias Gram Negativas se
tifien de color rosaceo o medio anaranjado.

5.3.6.1.Tincién Gram

1. Como primer paso se tomo una colonia de las cajas petri y se col6 en el porta objetos,

se realiz6 un frotis con ayuda de una aza, y sellamos con calor (Mechero de Busen).
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Ya con la colonia sellada colocamos una gota de cristal violeta y lo dejamos por un

minuto. Después del minuto lavamos con agua destilada.

Posteriormente colocamos una gota de lugol y dejamos por un minuto. Lavamos con

agua destilada.

Proseguimos y colocamos una gota de alcohol y dejamos por treinta segundos. Lavamos

con agua destilada.
Finalmente colocamos una gota se safranina dejamos por un minutos. Lavamos con agua

destilada. Limpiamos los excesos, y secamos con ayuda de calor. Proseguimos a

observar (L6pez, y otros, 2014).
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6. ANALISIS DE RESULTADOS Y DISCUSIONES

Para analizar los diferentes resultados, se lo realizé segun los objetivos planteados los cuales
fueron desarrollados a lo largo de la investigacion. Los cuales si los representa a

continuacion:

6.1.Estandarizar el protocolo de los métodos de transformacion celular mediante

electroporacion y shock térmico.

En el transcurso de la investigacion se realizo analisis en donde se logro estandarizar los
diferentes protocolos con los cuales se obtiene mayor eficiencias de transformacion. Los
protocolos de Electroporacion y Shock Térmico se los describe en los siguientes esquemas
de los (Anexos 26, 27).

Invitrogen (2010) nos da a conocer un protocolo el cual se ha seguido paso a paso, pero se
ha realizado varias modificaciones, las cuales han mejorado la eficiencia de transformacion

de los diferentes métodos.

Entre las modificaciones realizadas son:

Al momento gue se tenga la mezcla de células con plasmido en el tubo de eppendorf, es
importante pasar por la micro centrifuga por 10 segundos en los dos tratamientos
(Electroporacién y Shock Térmico).

e En el método de Electroporacion incubar las células transformadas con movimiento a
50rpm por una hora a 37°C, este movimiento permiten que las células se aclimaten
debido al estrés ocasionado por el alto voltaje.

e Esperar de 48 a 72 horas para observar la presencia de colonias en el caso de
Electroporacion y Shock Térmico.

e En el método de Shock Térmico no es necesario incubar con movimiento las células

transformadas, ya que el movimiento puede ocasionar estrés innecesario el cual puede

ocasionar muerte de las células o baja eficiencia de transformacion.
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En el protocolo de Electroporacion y Shock Térmico nos indica que las células competentes
y plasmido se debe tratar con mucho cuidado ya que los movimientos y cambios de
temperatura bruscos pueden ocasionar la muerte de las células y en el caso del plasmido que

se degrade y pierda eficiencia en cuanto a la transformacion (Espinosa, 2012).

Se determin6 que con el uso de la mini centrifuga permite que la mezcla (células con el
plasmido) sea uniforme y permita que el ADN exdgeno ingrese de mejor forma a la célula
competente, ya que no basta dar pequefios golpes o pipetear suavemente para que se mezcle
correctamente. Asi se determind que la célula competente y plasmido se adaptan a este

movimiento brusco y mejora la eficiencia en su trasformacion.

En el caso de la Electroporacion después de ser transformadas las células es importante

incubar por una hora a 37 °C 1o cual Invitrogen (2013) nos indica que se debe incubar con
movimiento a 225rpm, sin embargo, Zhang, Ding, Shu, Luo, Tan (2015) nos indican que se
debe incuba a un movimiento de 200rpm, pero en la presente investigacion se determin6 que
no es recomendable que el movimiento sea tan brusco ya que las células son sometidas a
altos voltajes lo cual causa alto estrées, es por ello que los movimientos bruscos no son
aceptados ya que ocasionan la muerte de las células o baja eficiencia de transformacion, por
ello se determin6 que se debe incubar con movimientos de 50 rpm, obteniendo mejores

resultados.

Para realizar la electroporacion (Yi & Kuipers, 2017) nos da a conocer que el voltaje usado
para la electroporacion es de 5000 V, lo cual logré una transformacion 3.4 x 102U, al realizar
varios ensayos se determind que el voltaje 6ptimo para la bacteria Escherichia coli es de

2500 V con la cual se obtuvo una eficiencia superior a la de la presente investigacion.

En el Caso de Shock Térmico es importante no incubar con movimiento, ya que estas células
no son sometidas a estrés extremo como el método de Electroporacion, es por ello que en
este método de (Shock Térmico) al no tener tanto estrés se debe incubar en la incubadora
(Thermo Scientific™), la cual no ocasiona ningln tipo de movimiento innecesario, y asi

permitiendo el desarrollo y adaptacion de la células transformadas.
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Al momento de observar las colonias en los diferentes métodos Rivero, Garcia & Calzada
(2013) indica que se debe esperar un lapso de tiempo de 24 horas para poder observar la
presencia de colonias (Cejudo, Tejada, Camargo, Higuera, & Reyes, 2005). Sin embargo en
la investigacion realizada se determind que para poder observar las colonias se debe esperar
de 48a 72 horas, lo cual es un tiempo éptimo para poder presenciar colonias de color blanco
y azul como muestra la (figura 3). Su tiempo de desarrollo depende de las condiciones
ambientales, genéticas, nutricionales y tratamiento al que han sido sometidas, lo cual puede

variar de 30 minutos a 6 meses para ver su crecimiento (Salvucci, 2010).

Figura 3. Placas con cultivo bacterianos de Escherichia coli.

6.2.Determinar la eficiencia.

Para determinar este resultado con cada uno de los tratamientos se realizé diferentes célculos
entre ellos de: colonias por placa, unidades formadoras de colonias (UFC), y la eficiencia de
transformacion.

Colonias por placa, no es parte de las variables dependientes, pero en este caso se presenta

como resultado, ya que es una forma de constatar y presentar los resultados obtenidos.
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6.2.1.Colonias por placa

Tabla 4. Prueba analitica de Homogeneidad de Varianza de colonias por placa.

Homogeneidad de Varianza F P
Prueba de Levene 3,32 0,1068
Prueba de O'Brien 1,48 0,3009
Brown y Forsythe 2,37 0,1744

Las pruebas analiticas para homogeneidad de varianzas y normalidad (Tabla 4) no
detectaron evidencias significativas de desvios de ese supuesto para la variable
colonias por placa. No obstante, al realizar los graficos de valores predichos vs.
residuales (Figura 4), se evidencié un patron que sugiere un desvio importante de la
homogeneidad de varianzas de los errores. Este contraste de resultados puede ser
debido a que las pruebas analiticas se vieron afectadas por el tamafio de las muestras
utilizadas. Por tanto, se decidio efectuar el analisis por la via no paramétrica, aplicando
la prueba de Kruskall y Wallis y las comparaciones multiples no paramétricas.

Cabe destacar que no hubo una homogeneidad de varianzas a causa de la necesaria

inclusion del testigo en el experimento, el mismo que arrojé un resultado nulo.

Residuals by Fitted Values Plot for NBT
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Figura 4. Residuos de Homogeneidad colonias por placa

Para verificar la normalidad de los datos se realiz6 un analisis estadistico con la prueba

de Shapiro-Wilk, lo que tiene como objetivo verificar que la distribucién normal de
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los datos. Sabiendo que esta prueba es la mas opcionada ya que permite analizar un
maximo de 50 muestras (Montalvan, 2014).
En la prueba de normalidad realizada se obtuvo los siguientes datos:

e Shapiro-Wilk: W0.9248

e P(W):0.4336 9 casos

En la (Figura 5) muestra la distribucion normal de los datos.

Normal Probability Plot

Residuals
o
O

-2 -1 0 1
Rankits

Figura 5. Normalidad de célculo de colonias por placa de Shapiro-Wilk.

En la prueba comparativa entre los tratamientos de Kruskal-Wallis, la cual nos indica
que existen diferencias altamente significativas entre el T1 (Electroporacion) y T3
(Células Competentes). Es por ello que en el conteo de colonias el mejor tratamiento

es el de electroporacion como indica la (Figura 6).

En el conteo de las colonias presentes de cada una de las unidades experimentales se
contabilizo, en el T1 corresponde (Electroporacion) con 506 colonias en el total de las
repeticiones, T2 (Shock Térmico) con 110 colonias y T3 (Células competentes) 0
colonias.
Para diferenciar los tratamientos y rangos de colonias por placa se los presenta en la
(Tabla 5).
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Tabla 5. Rangos Prueba de Kruskal-Wallis Colonias por placas

TI a
T2 ab
T3 b
600
a
506
500 T
400
(%]
K1
S 300
o
O
)
O 200
=+ ab
110
100
b
0
T1 (Electroporacién) T2 (Shock Térmico) T3 (Células competentes)
@ Series1 506 110 0

Figura 6. Prueba de Kruskal-Wallis- Sumatoria de colonias por placa por cada uno de los tratamientos

y repeticiones.

El T1 (Electroporacion) presenta mayor numero de colonias en su totalidad y en cada
una de las repeticiones, T2 (Shock Térmico) presenta menor nimero de colonias en su
totalidad y en cada una de las repeticiones, y el T3 (Células competentes) no presenta
colonias, lo que indica que el plasmido no ingresé a la célula competente y por ende

esta no se ha trasformado (Khanacademy, 2017).

El T1 (Electroporacion) se obtuvo mayor presencia de colonias con una diferencia con
el T2 (Shock Térmico) de 396 colonias. Lo que da como resultado que el T1 presenta
mejor resultado con la presencia de colonias por placa. Cabe recalcar que este método
de transformacion tiene gran eficiencia cuando se realiza a cepas de bacterias ya sean
Gram Positivas 0 Gran Negativas, lo que no ocurre con otro tipo de microorganismos

como hongos o levaduras (Ortiz, 2010).
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En el Andlisis de desviacion estandar se determiné hasta qué punto se pueden alejar
los datos del promedio establecido. Para ello realizé el andlisis para cada uno de los
tratamientos los cuales se los indica en las (Figura 6) donde indica el porcentaje de

error.

6.2.2.Unidades Formadoras de Colonias (UFC):

Para cuantificar esta variable se hizo uso de esta féormula:

# Colonias X FDD

UEC/ml = Volumen inicial sembrado

=  FDD: Factor Decimal de Dilucioén.
(Camacho, y otros, 2009)

La cual permite saber el nimero de bacterias viables o transformadas por cada una de

las placas contabilizadas (Sanchez, Nufiez, Cruz, Torres, & Herrera, 2017).

Tabla 6. Prueba analitica de Homogeneidad de Varianza de UFC.

Homogeneidad de Varianza F P
Prueba de Levene 3,32 0,1068
Prueba de O'Brien 1,48 0,3009
Brown y Forsythe 2,37 0,1744

En la prueba analitica de homogeneidad de varianza se determiné la igualdad de las
varianzas para las muestras calculadas (Correa, Iral, & Rojas, 2006), en donde nos

indica que no existe diferencias significativas del supuesto como indica la (Tabla 6).
También se logré evidenciar un patron que sugiere un desvio importante de la

homogeneidad de varianzas de los errores como se los presenta en la Figura 7. Este

contraste también fue afectado por la cantidad pequefia de muestras analizadas, por
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ello se realiz6 un analisis no paramétrico, en donde se uso la prueba de Kruskall y

Wallis la cual permite realizar comparaciones entre los tratamientos.

Residuals by Fitted Values Plot for UFC
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Figura 7. Residuos de Homogeneidad de UFC

Esta precaucion se tomo por el hecho de que el andlisis de la varianza no establece una
relacion con la homogeneidad de varianzas. La cual es consecuencia de la inclusion

del testigo en el experimento.

En la prueba de normalidad se determind que existe una adecuada distribucion de las
muestras (Figura 8), en donde da como resultado que se acepta la hipétesis planteada.
A pesar de aquello como ya se menciond, la homogeneidad de varianzas no es clara

por lo cual se optd por una estadistica no paramétrica.
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Normal Probability Plot
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Figura 8. Normalidad de célculo de UFC de Shapiro-Wilk

Para determinar la normalidad se usé la prueba de Shapiro-Wilk, en donde dio como

resultado:

e Shapiro-Wilk: W0.9248
e P(W):0.4336 9 muestras

En la prueba comparativa entre los tratamientos de (Kruskal-Wallis) en la variable de
UFC indica que se obtuvo como resultado que T1 (Electroporacion) tuvo 5.06 x 10°
UFC/ml, T2 (Shock Térmico) tuvo 1.10 x 10° UFC/ml, T3 (células competentes) no
presenta unidades formadoras de colonias, ya que no existi0 presencia de
transformantes asi como se indica en la (Figura 9).

Para detallar las UFC se presenta la Tabla 7, en donde se detalla los tratamientos con

rangos.

Tabla 7. Rangos Prueba de Kruskal-Wallis UFC

TI a
T2 ab
T3 b
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Figura 9. Prueba de Kruskal-Wallis- Sumatoria de UFC por tratamiento y repeticiones.

El T1 (Electroporacion) presenta mayor nimero de UFC en su totalidad y en cada una
de las repeticiones, T2 (Shock Térmico) presenta menor nimero de colonias en su
totalidad y en cada una de las repeticiones.

Segin Rivero, Garcia & Calzada (2013) nos menciona que la frecuencia de
transformacion se expresa con 68.3 UFC/ml en T1 (Electroporacion) y 20.1 UFC/ml
en T2 (Shock Térmico), lo que nos indica que en la presente investigacion se encontrd
mayor numero de UFC, siendo este un indicador que las modificaciones realizadas han

dado buenos resultados.

6.2.3. Eficiencia de Transformacion Genética:
La eficiencia de transformacion se califica como la cantidad de bacterias viables o
transformadas correctamente. La eficiencia depende de varios factores como el tiempo

de desarrollo de colonias, temperatura, pH (Ramirez & Veitia, 2013).

Para ello se realizo diferentes analisis como son las pruebas de homogeneidad de

varianza y normalidad.
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Tabla 8. Prueba analitica de Homogeneidad de Varianza de Eficiencia de transformacion.

Homogeneidad de Varianza F P
Prueba de Levene 3,32 0,1068
Prueba de O'Brien 1,48 0,3009
Brown y Forsythe 2,37 0,1744

Las pruebas analiticas para homogeneidad de varianzas (Tabla 8) no detectaron
evidencias significativas de desvios de ese supuesto. No obstante, al realizar los
gréficos de valores predichos vs. Residuales, donde se identifico un desvio importante
de lahomogeneidad de varianzas de los errores. Por ello se aplicé la prueba de Kruskall

y Wallis y las comparaciones multiples no paramétricas.

Residuals by Fitted Values Plot for ET
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Figura 10. Residuos de Homogeneidad de Eficiencia de transformacion

En la prueba paramétrica de Normalidad se identificd que la distribucion de datos es
normal, y para determinar se hizo uso de la prueba de Shapiro-Wilk con un p value de
0.9248. Sin embargo se utiliz6 una prueba no paramétrica por no tener una

homogeneidad de varianzas en los datos.
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Figura 11. Normalidad de célculo de Eficiencia de Transformacion de Shapiro-Wilk.

En la prueba comparativa entre los tratamientos de (Kruskal-Wallis) en la eficiencia
de Transformacion nos indica que se obtuvo como resultado que T1 (Electroporacion)
tuvo 1.265 x 10U, T2 (Shock Térmico) tubo 2.75 x 10'°U, T3 (células competentes)
no presenta colonias y por ende no se puede realizar los respectivos calculos de

eficiencia (Figura 12).

Para detallar la eficiencia de transformacion se presenta la Tabla 9, en donde se detalla

los tratamientos con rangos.

Tabla 9. Rangos Prueba de Kruskal-Wallis Eficiencia de tranformacion

TI a
T2 ab
T3 b

35



1.4E+11 4

1.26£+11
1.2E+11 —_—

S 1E+11

‘S

©

g 8E+10

o

(S

(%]

c

© 6E+10

'_

7}

S 4E+10 ab

S 27500000000

s _

‘S 2E+10

a.I_I“:J’ b

0
* 0 T3 (Célul
T1 (Electroporacién) T2 (Shock Térmico) (Células
competentes)

& Seriesl 1.265E+11 27500000000 0

Figura 12. Prueba de Kruskal-Wallis. Eficiencia de Transformacion por tratamiento y repeticiones

Segun Invitrogen (2013) manifiesta que en el T1 (Electroporacidon) la eficiencia de
transformacion debe ser de 1 x 10'°U, en el T2 (Shock Térmico) debe tener una
trasformacion de 10°U a 10U (Rivero, Garcia, & Calzada, 2013).

Es decir que la transformacion realizada fue eficiente ya que sus resultados enel T1 y
T2 sobrepasan los indicadores de los presentes autores, sefialando que los cambios
realizados en los diferentes protocolos sustentan que mejoraron su eficiencia y

unidades formadoras de colonias (UFC).

Sin embargo Diaz & Chaparro (2012) indican que el método de trasformacion por

electroporacion es diez veces mas eficiente que el método quimico.

Argumentando que el mejor tratamiento para realizar una trasformacién es el T1
(Electroporacion), ya que se pudo obtener mayor nimero de colonias por placa, UFC

por ml, y Eficiencia de transformacion.
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6.3. Resultados de la Socializacion

La socializacion de esta investigacion se realiz6 en el Pontificia Universidad Catdlica del
Ecuador Sede Ibarra, Al curso de Biotecnologia de octavo nivel y personas interesadas
en donde se dio a conocer la importancia de transformacion genética y en industrias se

puede practicar (Figura 13).

ERSIDAD CATOL ICA

DEL ECUADOR SE DE IBARRA

PONTIFICIA UNIV

Figura 13. Socializacion en instalaciones de la PUCE-SI

A los participantes de la socializacion se realiz6 una encuesta para evaluar el nivel de
interés, aporte a sus conocimientos y si es necesario la implementacion de mejoras para
futuras socializaciones. La encuentra costa de nueve preguntas las cuales son evaluadas
al 100%.

En la pregunta No 1 las personas encuestadas nos indica que el 90% muy alto creen que
el lugar donde se realizo la socializacion proporciono las condiciones apropiadas para su
correcto desarrollo y el 10% alto creen que se puede realizar un pequefia mejor (Figura
14).
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1. ¢{Considera Usted que la sala donde se
desarrollo este evento brindo las
comodidades necesarias?

H Nulo

M Bajo

H Medio
Alto

H Muy Alto

Figura 14. Representacion sobre sala de desarrollo del evento.

Pregunta No 2 Material audiovisual utilizado en la presentacion fue, las personas
encuestadas nos indica que el 90% muy alto, se encuentran de acuerdo con el material
usado, y el 10% alto indica que el material existe un pequefio problema, por lo cual toca
realizar los cambios respectivos para que sea la socializacion sea entendible para los

participantes

2. ¢Considera Usted que el material
audiovisual utilizado en la
presentacion fue adecuado?

' | NUIO
M Bajo
= Medio

Alto

H Muy Alto

Figura 15. Representacion sobre material audiovisual utilizado en el evento.
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Pregunta No 3 Considera que el exponente presené dominio del tema, los participantes
comentaron que el 60% muy alto se encuentran de acuerdo de la manera de exponer, y el
40% comentan que existieron problemas con el dominio del tema, por lo que es

recomendable estudiar a fondo el tema para mejorar su dominio (Figura 16).

3. éConsidera Usted que el expositor
mostro dominio del tema?

® Nulo

M Bajo
Medio
Alto

B Muy Alto

Figura 16. Representacion sobre dominio del tema.

Pregunta No 4 Manejo del auditorio por parte del expositor fue adecuado, los
participantes comentaron que el 40% muy alto se encuentran de acuerdo con el manejo
del auditorio por parte del exponente fue correcto, y el 60% comentan que existieron
problemas por lo tanto se debe mejorar el manejo del auditorio con mucha seguridad
(Figura 17).
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4. {Estima Usted que el manejo del
auditorio por parte del expositor fue
adecuado?

H Nulo
m Bajo
Medio
Alto
B Muy Alto

Figura 17. Representacion sobre dominio del auditorio.

Pregunta No 5 Considera Usted que el Expositor demostr6 facilidad de expresion, el
70% de los participantes comentaron que si se demostré alta facilidad para dar a conocer
el trabajo de investigacion, el 20% indicaron que se presentd alto nivel en la facilidad de
expresion y el 10% mostraron que el nivel para expresion es medio, por lo cual se debe

mostrar mas seguridad en el momento de dar a conocer los resultados. (Figura 18).

5. éConsidera Usted que el Expositor
demostro facilidad de expresion?

H Nulo

M Bajo

Medio
Alto

B Muy Alto
(]

Figura 18. Representacion sobre facilidad de expresion del compositor.
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Pregunta No 6 Considera Usted que el tema investigado posee relevancia para algin
actor y/o sector de la sociedad, el 90% de las personas consideran que el tema investigado
es de gran importancia para diferentes estudios que benefician a la sociedad calificandolo
como muy alto, y el 10% de las personas creen que si tiene importancia en el estudio
(Figura 19). Sabiendo que el tema investigado es inicio para realizar varios estudios que

ayudan a mejorar la calidad de vida de las personas (Espinosa, 2012).

6. ¢Considera Usted que el tema
investigado posee relevancia para
algun actor y/o sector de la sociedad?

M Nulo

m Bajo
Medio
Alto

H Muy Alto

Figura 19. Representacion sobre relevancia de la investigacion a la sociedad.

Pregunta No 7 Considera Usted que esta investigacion posee perspectivas para estudios
complementarios posteriores, el 80% de las personas califican como muy alto, los cuales
creen que el tema investigado es el paso para realizar diferentes investigaciones, y el 10%

de las personas piensan que si tiene importancia en el estudio (Figura 20).
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7. ¢Considera Usted que esta
investigacion posee perspectivas para
estudios complementarios
posteriores?

H Nulo
B Bajo
Medio
Alto
H Muy Alto

Figura 20. Representacion sobre perspectivas para estudios complementarios de la investigacion.

Pregunta No 8 Considera Usted que el tema investigado genera actualmente o a futuro
un beneficio concreto para alguna organizacion, empresa publica o privada, comunidad o
institucion, el 100% de las personas se encuentran de acuerdo que la investigacion provee

de beneficios futuros para diferentes entidades (Figura 21).

8. éConsidera Usted que el tema
investigado genera actualmente o a
futuro un beneficio concreto para alguna
organizacion, empresa publica o privada,
comunidad o institucion?

® Nulo

B Bajo
Medio
Alto

H Muy Alto

Figura 21. Representacion de beneficios actuales y futuros de la investigacion
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Pregunta No 9 En funcién de los objetivos planteados expuestos en la investigacion,

considera Usted que éstos se cumplieron, las personas encuestadas dieron a conocer que

el 90% de los objetivos se han cumplido totalmente, y el 10% creen que los objetivos se

han cumplido parcialmente (Figura 22).

9. ¢En funcion de los objetivos
planteados expuestos en la
investigacion, considera Usted que
éstos se cumplieron?

® Nulo

M Bajo
Medio
Alto

B Muy Alto

Figura 22. Representacion cumplimiento de objetivos
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7. CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

7.1.CONCLUSIONES

e Los problemas que existen en los diferentes métodos de transformacion bacteriana, han
ocasionado que estos efectos se reduzcan, es por ello que se ha logrado estandarizar los
protocolos tanto de Shock Térmico como de Electroporacion, perfeccionando asi la
eficiencia de transformacion, unidades formadoras de colonias y colonias por placa, de

esta forma mejorando significativamente los resultados obtenidos.

e En el ensayo microbiol6gico de cada una de las placa nos mostr6 que las UFC se
desarrollaron de mejor manera en el T1 (Electroporacién) con un resultado de 5.06 x
10® UFC/ml, en este tratamiento se ha logrado que las bacterias transformadas
desarrollen significativamente en comparacion con el T2 (Shock Térmico).

e En los anélisis de eficiencia de transformacion reveld que el mejor tratamiento es T1
(Electroporacion), ya que se encuentra por encima de los limites establecidos,

obteniendo una eficiencia de 1.265 x 10 U células transformadas.

e El tratamiento de Shock térmico es un método sencillo el cual puede ser realizado por
estudiantes, los cuales cuenten con conocimiento basico, ya que no se necesita de mucha
precision para realizar la transformacion, en comparacion al tratamiento de
electroporacion es un método mas complejo el cual necesita un conocimiento extra, ya
que las células sometidas a los impulsos necesitan ser estudiadas a fondo, sin contar que
el dispositivo con el que se va a trabajar (electroporador) necesitar ser manejado con

mucho cuidado y precision.

e De esta manera quedd comprobado la hipotesis planteada, en donde el T1
(Electroporacion), es el método mas eficiente de transformacion, dando mejores
resultados en comparacion del T2 (Shock Térmico) y T3 (Células competentes) con

respecto al nimero de células transformadas.
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e De acuerdo con las diferentes pruebas analiticas se determind que por el tamafio de las

muestras analizadas, no es necesario realizar un andlisis paramétrico, es por ello que se

opto por realizar un anélisis no paramétrico haciendo uso de la prueba de Kruskall y

Wallis, esta medida se tomé por el hecho por que el analisis de la varianza no es robusto

a la no homogeneidad de varianzas.

o Este trabajo investigativo fue socializado en las instalaciones de Pontificia Universidad

Catdlica del Ecuador Sede Ibarra, en donde realizd a personas involucradas en esta

tematica, como son los alumnos de la carrera de Agropecuaria en la materia de

Biotecnologia, siendo dos dias, un dia teorico y otro dia practico, donde se les ensend

a los participantes paso a paso el proceso de transformacion genética.

7.2.RECOMENDACIONES

En el caso de no hacer desarrollar las células bacterianas competentes en caldo LB,
es de gran importancia tener cuidado con el cambio brusco de temperatura, por ello
es importante subir gradualmente con hielo ya que las células se encuentran a una
temperatura de -80°C y cambiarlas bruscamente a temperatura ambiente pueden
ocasionar la muerte o en el mejor de los casos una transformacién pero con baja
eficiencia (Trujillo, 2004).

Es importante para que células competentes se adapten a condiciones extremas, se
las haga crecer en caldos de cultivo de LB, lo cual después de 24 horas el caldo se
presenta con una caracteristica turbia, y de ello se extraer pelet, lo cual son células
que han adaptado a sobrevivir en medio LB, a temperatura extremas, y a ciertos

movimientos bruscos.

Al término del proceso de trasformacion de la Electroporacion y Shock Térmico es
recomendable que las células expuestas a los impulsos eléctricos y a los cambios de
temperatura se coloque medio LB 0 S.0.C ya que estos con restablecedores los cuales

ayudan y promueve al desarrollo de las células transformadas.
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Es importante que al momento de realizar la electroporacion, las células competentes
conjuntamente con el plasmido sean sometidos por una ocasion a impulsos eléctricos,
ya que si no se lo hace de esta manera la mezcla de estos componentes se encuentran
en peligro de no transformarse y de algun tipo de contaminacion. Por otro lado, al
estresar a las células provocamos que estas mueran y el plasmido de degrade con
facilidad, disminuyendo la eficiencia de transformacion.

La cubeta que sirve de soporte para la Neon Pipette, es importante que se encuentre
a la misma temperatura del Buffer Electrolytic (2 °C), ya que de esta manera no

ocasionamos estrés a las células con plasmido por el cambio de temperatura.
Es de gran importancia que el lugar en donde se va a trabajar, equipos e instrumentos

se encuentre totalmente aséptico, ya que de esta forma evitamos posibles

contaminaciones que afectan directamente a la investigacion.
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9. ANEXOS

9.1. Anexos 1 Socializacion

Figura 23. Socializacion Dia 1- Te6rico

Figura 24. Socializacion Dia 2 — Practico.
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Figura 25. Encuesta Realizada el dia de la socializacién

Fuente. Ingeniero Edwin del Pozo

9.2. Anexos 2 Esquemas protocolos

L
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Prepara Agar LB

Esteriliza todos los

Colocar ampicilina en el

Dispensar el Agar en
cajas Petri, las cajas

Cuando el Agar se
solidifique, procedemos
a colocar 40ul de X-Gal,

— | materiales e insumos que > Agar preparado —| deben estar previamente | —> :
se va a usar. estériles ylo mcubamoi por una
horaa 37 C.
: | : la dei La mezela de células Tomar 20ul de células y se A las células y plasmido
Se prepara el equipo Ala mezcla se la deja con plasmido se lo pasa coloca en un tubo de se sube gradualmente la
para la < reposar por.2 minutos en | . . < eppendorf, posteriormente |« temperatura, hasta que se
., < hielo < por la micro centrifuga L
Electroporacion. se toma Sul se plasmido y encuentren a temperatura
por 10 segundo. ) )
1 se coloca en el mismo tubo. ambiente.
Se calibra el equipo a: Se procede a tomar la Procedemos a llevar la Al término de la Y la mezcla con S.0.C
Voltios: 2500v mezcla de células con la Neon Pipette a el electroporacion la llevamos a la
Milisegundos: 4ms plasmido con la Neon » Neon Pipette Station y »  colocamos enuntubo || incubadora Incubadora
Pulsaciones: 2 Pipette teniendo en electroporamos. falcom 1 ml de S.0.C mas Shaking NB-205L
cuenta que no existan la mezcla ya N_BIOTEK® y
espacios de aire. electroporada. colocamos a 50rpm por
una horaa 37 C.
Al término de esos dias Las cajas Petri sellamos Al término de una hora
procedemos a observar correctamente y procedemos a dispensar
-«— «

Figura 26. Esquema Protocolo Electroporacion

la presencia de las
colonias, y
contabilizamos.

colocamos en la
Incubadora (Thermo

Scientific™) a 37 e por

7 a tres dias

en las cajas Petri de 100
a 300ul por caja.
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Se prepara Agar LB

—_—

Se esteriliza todos los
materiales e insumos que
se va a usar.

En el Agar esterilizado se

coloca ampicilina.

En el Agar ya con
ampicilina se dispensa en
Cajas Petri previamente
estériles.

Esperar que se gelifique el
agar y procedemos a
colocar 40ul de X-gal, y
se lo incuba por una Hora

a37C
|

Al término de los
treinta minutos
procedemos a colocar la
mezcla al baflo maria a

42°C por 50 segundos.

Posteriormente a la

<+— mezcla se la coloca a

baja temperatura (-300 @)
por treinta minutos.

|

La mezcla de células con

plasmido se procede a |«
centrifugar por 5 a 10
segundos

Posteriormente
colocamos a baja

temperatura (-3 0’ @]
por 10 minutos.

Al término de los diez
minutos colocamos

250ul de S.O0.Cencel
tubo donde se encuentra
las células con el
plasmido.

Figura 27. Esquema Protocolo Shock Térmico.

\ 4

La mezcla ya con el
S.0.C procedemos a
colocar en la Incubadora
(Thermo Scientific™)

por una hora a 37 °C.

Se toma 20ul de células y se
coloca en un tubo de
eppendorf, posteriormente se
toma Sul de plasmido y se
coloca en el mismo tubo.

Células y Plasmido se

Al término de una hora

procedemos a dispensar

en las cajas Petri de 75 a
100ul por caja.

A

sube su temperatura
gradualmente.

Las cajas Petri sellamos
correctamente y colocamos
en la Incubadora (Thermo
Scientific™) a 37 °C por2a
tres dias.

!

Al término de esos dias
procedemos a observar la
presencia de las colonias, y
contabilizamos.
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9.3. Anexos 3 Uso de Equipos

e

Figura 28. Electroporador

Figura 29. Contador de Colonias.
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9.4.Anexos 4 Desarrollo de colonias

Figura 30. Colonias T1 (Electroporacién).

Figura 31. Colonias T2 (Shock Térmico)
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Figura 32. Colonias T3 (Células Competentes).
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