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RESUMEN

La biologia sintética pretende simplificar al maximo la creacion de circuitos bioldgicos para
obtener un comportamiento deseado en un microorganismo. La idea de implementar en
bacterias una conducta presente en organismos complejos como los animales ejemplifica los
alcances de esta tecnologia. En este trabajo se intenta simular patrones poblacionales teérica y
experimentalmente, apoyandose en un modelado matematico y en técnicas de biologia
molecular. Se comenzd la fabricacion de un circuito genético capaz de provocar un
comportamiento de movimiento grupal en E.coli, produciendo un patron oscilatorio mediante
dos procesos principales, la quimiotaxis y el quorum sensing, utilizando la expresion del
receptor Tsr, que permite la atraccién hacia AHL, molécula que participa en la produccién del
qguorum sensing, que a su vez regulara al receptor y por lo tanto a la quimiotaxis bacteriana.
Se continda procesando el modelo final para este propdsito tanto tedrica como
experimentalmente.

INTRODUCCION

El comportamiento complejo de poblaciones de organismos complejos ha sido ampliamente
estudiado, como es el caso de cardimenes de peces o el vuelo de las aves ante un predador;
sin embargo la posibilidad de obtener sistemas microbianos que presenten comportamientos
emergentes de auto-organizacién no se ha explorado en su totalidad, siendo esta una
oportunidad de llevar a un nivel microscépico estas teorias aplicando técnicas de Biologia
sintética (Benner y Sismour, 2005).

Tomando en cuenta los algoritmos de inteligencia artificial como son los boids (Alon, 2007);
donde se siguen reglas de interaccion para cada individuo y emerge un comportamiento de
grupo sin lider, se propone mediante la modificacion genética de Escherichia coli, reproducir
comportamientos de grupo; con el objetivo de obtener una cepa de bacterias que mediante
guimiotaxis forme un conjunto organizado que siga un objetivo.

El primer acercamiento sera obtener bacterias capaces de agruparse y reaccionar a un estimulo
externo. EI movimiento se podré detectar debido a la emisién de una proteina fluorescente y
observacion al microscopio de fluorescencia.

Se implementaran dos reglas para lograr la auto-organizacion:

Cohesion - Cada individuo tiende a buscar asociarse con individuos cercanos, simulando la
afinidad sobre expresada hacia una N-acil-homoserina lactona (AHL) y la secrecion
constitutiva de AHL por E. coli.

Imitacion - Cada individuo tiende a tener la misma orientacion que sus compafieros.
Simulando la afinidad por AHL y glucosa que crea un sentido de orientacién a E. coli.



MATERIALES Y METODOS

La metodologia utilizada para el estudio de comportamiento poblacional se dividié en
modelamiento matematico y en técnicas de biologia molecular. Para la modelacion se utilizo
el software Cell Designer y Processing, y la implementacion de ecuaciones diferenciales
parciales y ordinarias las cuales describirdn el movimiento poblacional. En la manipulacion
genética se recurrid a la metodologia descrita en Sambrook y Russel, 2001 para la realizacion
de células competentes con Cloruro de Calcio, transformacion de células por choque térmico
y extraccion de plasmido por lisis alcalina. Se realizo doble digestion con enzimas de
restriccion y se purificaron las muestras mediante la técnica de purificacion en gel descrito en
el manual de usuario de Zymoclean gel DNA recovery kit y ligacion de los genes.

DISCUSION DE RESULTADOS

Aspectos a modelar: el proceso mediante el cual se regula el circuito genético y la forma
como interactda la poblacién bajo las condiciones establecidas; para esto se propuso una
dindmica celular (Figura 1).
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Figura 1. Circuito genético para la dindmica poblacional en E. coli

Se utilizaron herramientas informaticas para ejemplificar el proceso de regulacion mediante
el software Cell designer (Funahashi A., 2008) y asi obtener una aproximacion de lo que
ocurrira; para esto se tomaron en cuenta los factores externos que afectan la dindmica, lo que
sugiere un sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias (Figura 2), en donde se tomaran en
cuenta diferentes parametros (Figura 3).



Variables en el sistema f(t)

CTet Concentracion del represor TetRE.

CAL Concentracion del complejo LuxR v AHL.
CTSE. Concentracion del receptor TSR.

B Densidad de Bacterias.

CAHL Concentracion del quimioatractor AHL.
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Figura 2. Sistema de ecuaciones diferenciales ordinarias para la dinamica celular.
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Figura 3. Constantes bioldgicas

Se realiz6 un modelo de juguete para ejemplificar la interaccion de la poblacion. EI modelo
simula las caminatas aleatorias, atraccion entre las bacterias y la glucosa, de forma muy
simplificada, utilizando el software Processing (Fry B., 2001) (Figura 4).

a
Figura 4. Simulacidn del software. a) inicio de
secrecion y atraccion entre individuos, b) formacion
de clusters de células, c) fin de la sefializacion.
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Se observa la formacion de grupos en el
modelo y a partir de la suposicion del
comportamiento esperado, se formulan
ecuaciones diferenciales parciales (Figura
5), tomando en cuenta el movimiento de la
poblacion en tiempo y  espacio
dependiendo de la difusion de moléculas y
microorganismos.
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Figura 5. Ecuaciones de comportamiento poblacional esperado.

Se realizd la transformacion de células utilizando plasmidos liofilizados que contenian los
genes de interés previamente sintetizados, se extrajo plasmido (Figura 6) y se cuantifico
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Se linealizaron los plasmidos mediante digestion con EcoRlI, posteriormente se realizd una
doble digestion con las enzimas EcoR1, Spel y Xbal. Se realizd purificacion en gel de los
plasmidos y las biopartes sometidos a doble digestion, una vez purificadas las muestras, se
procedid a realizar reacciones de ligacién y transformacion de células competentes con
choque térmico. No se obtuvieron clonas por lo que es necesario volver a realizar todo el
proceso.

CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

La biologia sintética provee herramientas que permiten realizar circuitos biolégicos siguiendo
una metodologia simplificada, en donde los genes se pueden manejar como partes de
construccion, apoyandose en un moldeamiento matematico con el fin de predecir el
comportamiento de estos circuitos biol6gicos.

En el modelado se tomaron en cuenta los estudios previos relacionados con quimiotaxis y
comportamiento de grupos bacterianos. Con estos datos se pretende confirmar que la
aproximacion matematica dara resultados muy cercanos a la realidad.

En el modelo planteado se tiene una expresion de luxl el cual produce AHL, también expresa
Tsr, receptor que permite la quimiotaxis hacia AHL, creando la formacién de un grupo de
bacterias. A la par se produce luxr, que junto con AHL activan el promotor luxPR, que
favorecera la expresion de tetR, este actuara como un inhibidor sobre el promotor p(tetr), lo
que evitara la expresion de Tsr, permitiendo que las bacterias pierdan su afinidad hacia AHL.
Posteriormente las bacterias comenzaran a separarse hasta el momento cuando la
concentracion de AHL y luxr desciendan lo suficiente como para dejar de activar el promotor
lux pr, permitiendo la reaparicién de Tsr, y por tanto la quimiotaxis hacia AHL, donde
comenzara nuevamente el proceso.

La implementacion del circuito biolégico planteado es un primer acercamiento hacia la
comprension de cémo controlar directamente las poblaciones bacterianas, el lograr realizar
tareas simples con microorganismos permitird que en un futuro sea posible utilizar esta
tecnologia en procesos que requieran mayor exactitud, evitando la propagacion.
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