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Resumen

La transformacion es la introduccién y expresion de ADN ex6geno por
células bacterianas. La eficiencia de la transformacion puede medirse en
unidades formadoras de colonia/ml (UFC/ml) y es susceptible almétodo
utilizado, a la cepa bacteriana utilizada para la expresion y al propio
vector. En este trabajo se busca evaluar las diferencias en la eficiencia de
transformacion de dos plasmidos de expresion (pExp-Lib y pSF-CMV-
Ub-puro-SV40 Ori Sbfl), en cuatro cepas diferentes de E. coli (DH5a,
BL21,XL1-Bluey TG1) utilizando un método de preparacion de células
competentes basado en el uso de MgClz/CaClz. En todas las cepas
utilizadas, el crecimiento bacteriano y la eficiencia de transformacion
fueron mayores paralas cepas con el vector pExp, a excepcion de BL21,
donde la eficiencia fue mas elevada para el vector pSF.

Palabras clave: E. coli, transformacion, choque térmico, método MgClz/
CaCl,.
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Abstract

Transformation is the introduction and expression of exogenous
DNA by bacterial cells. Transformation efficiency can be measured in
colony forming units/ml (CFU/ml) and is susceptible to the method
used, the bacterial strain used for expression and the vector itself. In
this work we seek to evaluate the differences in the transformation
efficiency of two expression plasmids (pExp-Lib and pSF-CMV- Ub-
puro-SV40 Ori Sbfl), in four different E. coli strains (DH5a, BL21,
XL1-Blue and TG1) using a competent cell preparation method
based on the use of MgClz/CaClz. In all strains used, bacterial
growth and transformation efficiency were higher for strains with
the pExp vector, with the exception of BL21, where efficiency was
higher for the pSF vector.

Keywords: E. coli, transformation, thermal shock, MgClz/ CaCl,
method.
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Introducciodn

abacteria Escherichia coli (E. coli) fue descrita y aislada por primera vez en 1884 por

el microbiolégo y pediatra aleman Theodor Escherich, él 1allam6 como Bacterium

colicommune debido alos estudios que realizaba con microorganismos en el intestino
de nifios y su papel en la digestion (Blount, 2015).

En el siglo XX, en los inicios de los afios 40, esta
bacteria comienza a ser empleada como modelo
experimental (Judson, 1996). En el presente, es posible
encontrar entre 10,000-18,000 cepas de E.coli de
acuerdo al The Escherichia Coli Genetic Stock Center
(http://cgsc2.biology.yale.edu) y American Type
Culture Collection (www.atcc.org).

La facilidad y econ6mico que resulta trabajar con
esta bacteria, ademas de su versatilidad, han hecho de
ella un modelo experimental ampliamente usado
alrededor del mundo por diferentes empresas
biotecnolégicas y grupos de investigacion. Se estima
que en el afio 2011 este modelo bacteriano aporté a la
economia global $ 500 mil millones de délares (Bruschi
etal,2011; Huangetal,2012; Baeshen etal., 2015).

En genética, la transformacién se define como la
introduccion y expresién de ADN ex6geno, natural o
disefiado genéticamente, por células bacterianas
(Chen y Dubnau, 2004; Roychoudhury et al., 2009).
Las células bacterianas que tienen la capacidad de
introducir y expresar ADN ex6geno se conocen como
células competentes (Roychoudhury et al., 2009;
Blount, 2015; Kostylev et al., 2015). La transformacién
puede llevarse a cabo de manera natural o por medios
artificiales en bacterias. La transformacién natural se
da gracias a la presencia de proteinas en la superficie
exterior de las bacterias que pueden unirse al ADN y
transportarlo al interior de la célula. Este fendmeno se
da en diversos géneros de bacterias, como
Micrococcus, Haemophilus, Bacillus y Streptococcus
(Roychoudhury et al., 2009; Blount, 2015; Kostylev
etal,2015). Sin embargo, ese tipo de transformacion
raramente ocurre en la mayoria de las bacterias,
requiriendo de su induccién por métodos artificiales
(Chen y Dubnau, 2004; Yoshida y Sato, 2009; Chan et
al,2013).
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Uno de los métodos mas utilizado y econémico
de preparacion de células competentes de E.coli es con
cloruro de calcio (CaCl;) y transformacion por choque
térmico, reportado por Mendel y Higa en 1970
(Mandel y Higa, 1970). El proceso de transformacién
genética consta de cuatro etapas: desarrollo de un
estado de competencia en la célula, unién de lamolécula
de ADN a la superficie celular, su entrada y
procesamiento y, finalmente, la expresién fenotipica
del nuevo genotipo resultante (Hanahan, 1983;
Blount, 2015). EI mecanismo exacto por el cual el
cloruro de calcio media el proceso de transformacién
artificial sigue siendo una incégnita. Resultados
previos sugieren que el calcio facilita la adsorcion del
ADN sobre la superficie celular y el choque térmico
permite la entrada del ADN adsorbido al citoplasma
de la célula (Sinha y Redfield, 2012; Choi etal., 2013;
Rahimzadeh etal., 2016; Liu et al., 2018).

La bacteria E. coli tiene caracteristicas muy
atractivas, como un crecimiento acelerado, la
transformacion rapida de ADN exdgeno y la facil
obtencion de cultivos de alta densidad celular (Rosano
y Ceccarelli, 2014). Gracias a esta versatilidad,
diversos trabajos de investigacion con E. coli han
llevado a muchos avances en una variedad de campos
como la biologia molecular, fisiologia y genética; se
puede mencionar la descripcién del codigo genético
(Crick et al., 1961), replicacion del ADN (Lehman et
al, 1958), transcripcion (Blount, 2015), y el
descubrimiento de las enzimas de restriccion (Linn y
Arber, 1968; Meselson y Yuan, 1968). En el campo
farmacéutico ha permitido la sintesis in vivo de
proteinas recombinantes terapéuticas como la
insulina (tratamiento de diabetes), interleucina 2
(melanoma metastasico), interferén beta humano
(esclerosis multiple), taxol (cancer), etc. (Kamionka,
2011; Huang et al.,, 2012; Baeshen et al., 2015). En
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aplicaciones de ingenieria genética y biotecnologia,
en este modelo bacteriano se han desarrollado técnicas
y tecnologias de ingenieria genética incluidas la
clonaciéon molecular y ADN recombinante (Cohen et
al, 1972; Cohen et al., 1973). Esta bacteria ha sido
también utilizada para la produccién de biocombus-
tibles (Liu y Khosla, 2010; Janssen y Steinbuchel,
2014), y quimicos industriales como el fenol (Kim et
al,2014) y etanol (Hildebrand et al., 2013).

La eficiencia de transformaciéon se expresa
matematicamente como el cociente del nimero total
de células bacterianas que expresan el marcador de
resistencia a antibiotico, y la cantidad de ADN que fue
utilizado en el experimento (Roychoudhury et al.,
2009). Esta eficiencia de transformacién depende
directamente de la cepa bacteriana y plasmido
empleados. La cantidad de plasmidos se estima en
78,028 de acuerdo al repositorio de plasmidos
Addgene (https://www.addgene.org) y las secuencias
disponibles depositadas en la base de datos de NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov), es de 10,892
(Brooks et al., 2019), cada uno de ellos con caracte-
risticas diferentes como: replicones, promotores,
marcadores, sitios de clonacién multiple, entre otras
(Rosano y Ceccarelli, 2014). La transformacion de E.
coli con plasmidos por requisito incluye uno o varios
genes que proveen resistencia a antibioticos, se dice
que un procedimiento de tranformacion es exitoso
cuando aparecen/crecen colonias aisladas en placas
con medio selectivo. Uno de los criterios utilizados
para evaluar este evento es la eficiencia de
transformacion (Hanahan, 1983).

Laintroduccién del ADN a la célula bacteriana no
es un proceso sencillo, en algunos casos utililizando
células competentes comerciales la eficiencia de
transformacion alcanza entre 10°-10'° UFC/ug
(unidades formadoras de colonias/ug de plasmido
empleado). Por esta razdn, la transformacion puede
ser considerada como el paso limitante en algunas
aplicaciones, como la construccion de librerias de ADN
y de expresion de genes (Aachmann y Aune, 2009).

Las cepas de E. coli DH5a y XL1-blue, permiten
hacer procedimientos de clonacién y la seleccién con
el sistema azul/blanco con una interrupcién en el gen
lacZAM15, tienen alta estabilidad en los insertos debido
a una mutacion en el gen recA1y permiten una alta
produccion y calidad de ADN por lamutacion en endA.
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Las células competentes XL-1 blue se utilizan para el
rescate de fagemido de una sola hebra de ADN y la
transformacion del ADN metilado (Han et al., 2001;
Kostylev et al., 2015). La cepa BL21 (DE3) pLysS
permite la expresion de proteinas de alta eficiencia de
cualquier gen que esté bajo el control de un promotor
T7.La cepatransporta tanto el liségeno DE3 como el
plasmido pLysS, que se expresa de forma constitutiva
niveles bajos de lisozima T7, que reduce la expresion
basal de genes recombinantes mediante la inhibiciéon
de los niveles basales de ARN polimerasa T7. La alta
expresion de proteinas se logra mediante la adicion
de IPTG (Isopropyl B- D -1-thiogalactopyranoside)
(Jeong et al., 2015). Las células competentes TG1 son
el estdndar de oro para el despliegue en fagos de
anticuerpos o la creacion de bibliotecas de despliegue
de fagos de péptidos. Esta cepa se utiliza ampliamente
para crear bibliotecas mas grandes y hacer métodos
de «screening» rapidos (Carmen y Jermutus, 2002;
Fryszczyn et al, 2011).

En este trabajo se estd evaluando la compati-
bilidad de dos plasmidos con cuatro diferentes cepas
de E. coli: el interés en pEXP-Lib (pEXP) reside en la
versatilidad que presenta para ser empleado en la
construccién de librerias de cADN, por otra parte,
permite hacer librerias de expresion en células de
mamifero; debido a que contiene un casette de
restistencia puromicina, es posible seleccionar células
resistentes a este antibiotico, lo cual se traduce en la
obtencion lineas celulares estables productoras de la
proteina de interés. El plasmido pSF-CMV-Ub-puro-
SV40 Ori Sbfl (pSF), contiene el origen de replicacion
del virus de simio 40 (SV40), lo cual le permite
aumentar los niveles de expresion del gen de interés.
Este vector también se puede usar para forzar la
recombinacion en el genoma de células de mamiferos
que no expresan el antigeno T grande de SV40 después
de la transfeccion y la seleccion de puromicina.

El enfoque de nuestro laboratorio es de
aplicaciones biotecnolégicas y de investigacion
traslacional, por lo que es de importancia optimizar el
procedimiento de transformaciéon y hacerlo mas
eficiente para impactar en la reduccién de costos y
tiempo invertido. En este trabajo se analiza la
compatibilidad y eficiencia de transformacion de dos
plasmidos (pExp-Lib y pSF-CMV-Ub-puro-SV40 Ori
Sbfl), en cuatro cepas diferentes de E. coli (DH5q,
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BL21, XL1-Blue y TG1) utilizando un método de
preparacién de células competentes modificado,
basado en el uso de MgCl,/CaCly, con el racional de
aumentar la carga electrostatica en la superficie las
bacterias al aumentar la cantidad de iones y de esta
manera aumentar la adsorcién de ADN exdgeno.

Materiales y métodos

Lugar y afo del estudio. El presente trabajo se
llevé a cabo en el periodo comprendido entre febrero
y agosto del afio 2018 en el Laboratorio de
Investigacion Traslacional y Laboratorio Nacional de
Citometria de Flujo, ubicados en la Facultad de
Medicina y Ciencias Biomédicas de la Universidad
Autonoma de Chihuahua (UACH).

Preparacion de células quimiocompetentes. Se
estriaron las cuatro diferentes cepas bacterianas de
E. coli (DH50, BL21, TG1 y XL1-Blue) en placas Petri
con medio LB-agar (BD Ref. 244520) sin antibi6tico
y se incubaron a 37 °C toda la noche. Se tom6 una
colonia aislada para inocular 3 ml de medio LB liquido
(BD Ref. 244620) sin antibio6tico y se incub6 a 37 °C
durante toda lanoche a 100 rpm. Se transfirieron 500
il de cada precultivo a matraces con 50 ml de medio
LB sin antibiotico y se incubaron con agitacién (100
rpm) por 2-3 horas hasta alcanzar una OD,,, (densidad
optica) de 4.5 - 5.5. Se centrifugaron a 4000 rpm y
4 °C por 15 min y se descart6 el sobrenadante. Se
disolvié la biomasa bacteriana en 20 ml de disolucién
con MgCl,/CaCl,(80 mM y 50 mM respectivamente)
previamente enfriada, y se incubd por 90 min en hielo.
Se centrifugd nuevamente bajo las mismas condi-
ciones (a 4000 rpmy 4 °C por 15 min) y se descarté
el sobrenadante. Se resuspendieron los pellets en 2 ml
de la disolucion MgCl,/CaCl, (80 mM y 50 mM
respectivamente) fria, se adicionaron 2 ml de glicerol,
se homogenizaron las células y se prepararon alicuo-
tas de 100 pl. Finalmente, se almacenaron a - 80 °C.

Una vez que se tuvieron las células quimio-
competentes de todas las cepas, se sometieron a un
proceso de transformaciéon con dos diferentes
vectores cada una, pExp-Lib (Clontech, #Cat. 635003)
y pSF-CMV-Ub-puro-SV40 Ori Sbfl (Oxford Genetics,
Cédigo 0G136).

Transformaciéon. Se anadieron 1.2613x10%!

copias de cada vector a 100 ul de cada cepa de
quimiocompetentes y se colocaron en hielo por 30
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min, después, en bafio marfa a 42 °C por 1 min, y
nuevamente en hielo por 2 min. Se afiadieron 250 ul
de medio SOC (Super Optimal broth with Catabolite
repression), en zona estéril, y se incub6 con agitacion
(100 rpm, 37 °C) por una hora. Se sembraron 100 pl
en medio agar LB selectivo. Las cuatro cepas
transformadas con pExp-Lib fueron plaqueadas en
medio selectivo con ampicilina [50 pug/ml] (Sigma,
#Cat. A9528) y las cepas con pSF-CMV-Ub-puro-SV40
Ori Sbfl en medio selectivo con kanamicina [40 ug/
ml] (Sigma, #Cat. K1876). Se incubaron a 37 °C por
todala noche.

Método estadistico. Se calcul6 la eficiencia de
transformacion para cada cultivo, y las eficiencias de
cada cepa con cada plasmido se compararon con
respecto a la eficiencia de DH5q, con la prueba de
comparacion multiple de Bonferroni, este método
estadistico se engloba bajo la denominaciéon de
contrastes para comparaciones multiples, ya que su
objetivo fundamental es comparar entre si medias de
tratamientos o grupos de ellas, y permite superar las
dificultades que surgen al aumentar el nimero de
grupos a comparar. En donde los parametros de
comparacion se expresan en términos del p value =<
0.0001 (***) significativo; (**) = medianamente
significativo; ns = no significativo. El orden y analisis
de los datos se llevé a cabo con los programas
Microsoft Excel y Graph Pad Prism v5.0.

Resultados

Se evalu6 la compatibilidad de los plasmidos pSF-
CMV-Ub-puro-SV40 (pSF) y pExp-Lib (pExp) con dos
cepas multicopia (DH5a y XL1-blue), y dos cepas de
interés biotecnolégico utilizadas para la expresion de
proteinas (BL21 y TG1). Las cepas utilizadas se
adecuaron para hacerlas competentes con un
protocolo modificado con MgCl, y CaCl; a concen-
traciones de 80 mM y 50 mM, respectivamente, con
el racional de aumentar la capacidad de las bacterias
para internalizar ADN exdgeno. El protocolo de
transformacion empleado se describe en materiales y
métodos, las bacterias se incubaron a 37 °C durante
todalanoche, para después hacer el conteo de colonias
y determinar el proceso de transformacién mas
efectivo. Los cultivos con las combinaciones bacteria-
plasmido mas efectivos, es decir, los que presentaron
mayor nimero de colonias por placa fueron aquellos
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donde se utiliz6 la cepa XL1-Blue, sin importar el
plasmido con que fue transformada (Figura 1A-E). Se
observé que las colonias obtenidas en la cepa BL21
mostraron mayor tamafio (Figura 1B-F), en
comparacion con las colonias de las cepas XL1-Blue
(Figura 1A-E) y DH5a. (Figura 1D-H). En este trabajo,
la eficiencia de transformaciéon se representa en
unidades formadoras de colonia por mililitro (UFC/
ml). Las cepas transformadas con el plasmido pSF no
mostraron diferencias significativas entre ellas, sin
embargo, las bacterias DH5a mostraron diferencia
significativa de transformacién con respecto a las
cepas XL1-Blue, y medianamente significativa con

BL21 y TG1, como se muestra en la Figura 2A. Al
calcular la eficiencia de transformacién en las cepas
tratadas con el pldsmido pExp, se observé que la
variabilidad entre estas fue muy marcada. Se encontré
una diferencia significativa entre las cepas DH5a. y
XL1-Blue, medianamente significativa entre DH5a. y
TG1 (Figura 2B). En contraste, las cepas DH5a.y BL21
no mostraron una diferencia significativa en su
eficiencia de transformacion (Figura 2B). En el caso
del plasmido pExp, la cepa que mostré mayor
eficiencia de transformacion fue con la XL1-Blue,
medianamente con las bacterias TG1 y la cepa con
menor eficiencia DH5a (Figura 2B).

Figura 1. Evaluacion de la eficiencia de transformacion con los vectores de expresion pSF-CMV-Ub-puro-SV40 Ori Sbfl (Kan") y pExp-Lib (Amp") en
cuatro cepas de E. coli: XL1-Blue (A, E), BL21 (B, F), TG1 (C,G) y DH5a (D, H).

A

Amp’

Figura 2. Eficiencia de transformacién de diferentes cepas de E. coli y su comparacion con DH5a. A) Eficiencia de transformacion con pSF-CMV-Ub-puro-
SV40 Ori Sbfl en diferentes cepas de E. coli. Comparacién multiple de Bonferroni. Pvalue = 0.0003. B) Eficiencia de transformacién con pExp-Lib en
diferentes cepas de E. coli. Comparacién multiple de Bonferroni. Pvalue = <0.0001. *** = significativo, ** = medianamente significativo, ns = no significativo.
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En la Figura 3 se muestra un resumen de los
resultados obtenidos al comparar la eficiencia de
transformacion entre las distintas cepas bacterianas.
Se observo que el proceso de transformacién mas
eficiente fue en los tratamientos donde las bacterias
XL1-Blue y TG1 se transformaron con el plasmido
pExp. La eficiencia de transformacion en las cepas
BL21y DH5a no muestra diferencias notables al ser
transformadas con ambos plasmidos. Los resultados
obtenidos con el plasmido pExp muestran que la
eficiencia de transformacidn incrementa tres veces
el nimero de unidades formadoras de colonias al
combinar la cepa XL1-Blue, y se duplica en la cepa
TG1 en comparacién con vector pSF. Los resultados
en términos de la compatibilidad que presentan los
plasmidos pExp y pSF con las cepas de E. coli en donde
fueron evaluadas, sugieren que la cepa XL1-Blue y el
vector pExp son los que presentan el mejor
rendimiento de transformacion.

Figura 3. Andlisis de eficiencia de transformacién (en UFC/ml)
de cepas de E. coli, comparando los dos vectores de expresién
utilizados (pSF-CMV-Ub-puro-SV40 Ori Sbfl y pExp-Lib) con
cada cepa bacteriana.
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Discusion

La clonaciéon de productos de PCR en plasmidos
es una practica comdn y necesaria en pasos
subsecuentes para llevar a cabo experimentos que
involucran ingenieria genética. La eficiencia de
transformacion es muy importante, puede afectar
directamente el éxito de todos los ensayos posteriores
y puede verse alterada por factores como la calidad
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de las células competentes; por lo tanto, el estableci-
miento de un método quimico de transformaciéon
eficiente y rapido es deseable en cualquier laboratorio
de investigacidn que requiera de la biologia molecular.
Los protocolos para preparar las células competentes
son diversos, y en aquellos donde se emplea el choque
térmico para hacer la transformacion, las bacterias
son tratadas con CaCl; a una concentracion que oscila
entre 30-100 mM (Mandel y Higa, 1970; Chan et al,,
2013; Serrano-Rivero, 2013; Liuetal,, 2018), el papel
del Ca; es destruir la matriz de lipidos en la membrana
celular para formar un complejo con poli-hidroxi-
butrato y poli-fosfato inorganico en la membrana
celular, para facilitar la infiltraciéon de ADN ex6geno
(Cohen et al., 1992; Pope y Kent, 1996). Existen casos
en que la preparacion de las células competentes con
CaClz no es lo suficientemente efectivo, y tienen que
modificarse los protocolos agregando MgCl, o MnCl,
con la finalidad de hacer mas eficiente la trans-
formacion de las bacterias (Chan et al.,, 2013; Liu et
al., 2018). Se ha reportado que la baja eficiencia de
transformacion puede ser causada por la propiedad
antibacteriana de LFcin-B (Brogden, 2005) y puede
ser incrementada al agregar una concentracion
moderada/alta de MnCl, (50 mM) y CaCl, (30 mM),
debido a quelas propiedades antibacterianas de LFcin-
B pueden ser inhibidas por concentraciones de Ca; y
Mn; sin perder la permeabilidad de la membrana
celular (da Silva et al.,, 2012).

En este trabajo se evaluaron cuatro cepas de E.
coli con diferentes caracteristicas y aplicaciones.
Fueron modificadas para hacerlas competentes y
aumentar su capacidad de internalizar DNA ex6geno,
con un protocolo que incluye MgCl, y CaCl, a
concentraciones de 80 mM y 50 mM, respectivamente.
Los resultados obtenidos fueron expresados en
términos del nimero de colonias para determinar el
proceso de transformacion mas efectivo. Se formuld
una matriz de variantes experimentales donde a dos
plasmidos (pExp y pSF) se les determindé su
compatibilidad con las cepas seleccionadas. Al valorar
las eficiencias de transformacion entre los plasmidos
seleccionados, los resultados obtenidos con pExp
sugieren que existe una mayor compatibilidad con
las cepas bacterianas XL1-Blue y TG1, no asi, con las
cepas BL21 y DH5a (Figura 3).
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No existe un consenso sobre la metodologia mas
adecuada para obtener una mejor eficiencia de
transformacion. Dentro de los métodos de trans-
formacién quimicos, existen diferentes variables que
influyen en el proceso, como la cepa y plasmido
utilizados (y la cantidad de ambos), el método para
hacer competentes las células, con particular énfasis
en las soluciones utilizadas, el medio de recuperaciéon
utilizado, y el gen de resistencia en cada plasmido. No
existe un estandar para determinar la eficiencia de
transformacion, ya sea en funcién de la cantidad de
ADN o en UFC (Unidades Formadoras de Colonia).

Conclusiones

En el presente estudio, fue modificado un método
quimico clasico para la obtencién de células compe-
tentes; las bacterias fueron preparadas con una
solucion MgCl, (80 mM) y CaCl, (50 mM) con la
finalidad de hacerlas mas eficientes en la
internalizacion de los plasmidos seleccionados. Por la
importancia y aplicaciones en el rea biotecnolégica,
los plasmidos pSF-CMV-Ub-puro-SV40 (pSF) y pExp-
Lib (pExp) fueron evaluados en cepas de E. coli con
caracteristicas y aplicaciones especializadas en
diversas técnicas de biologia molecular. Dos de estas
cepas son reconocidas por ser buenas productoras-
duplicadoras de ADN (DH5a y XL1-blue), y las otras
dos son utilizadas para la expresion de proteina
recombinante (BL21 y TG1). En conclusion, al
comparar la eficiencia de transformacion entre las
distintas cepas bacterianas y su afinidad por los
plasmidos empleados, pExp mostré el mejor
desempeiio al ser ensayado en las las bacterias XL1-
Blue y TG1. Para el caso de las cepas BL21 y DH5a, y
el plasmido pSF, tendran que disefiarse y ser
optimizados nuevos protocolos para aumentar la
eficiencia de transformacion. Cabe resaltar que que la
eficiencia de transformacion por métodos quimicos
es mucho menor que la de la electroporacion, sin
embargo, requiere de menor infraestructura y es mas
econdémica. Algunos investigadores la consideran
inadecuada para experimentos de clonaciéon
molecular, como la construccién de bibliotecas de
ADNCc de alta complejidad, donde se cuenta con una
cantidad minima de ARNm. De ahi la importancia de
contar con un protocolo en el laboratorio de un
método quimico de transformacion eficiente y rapido.
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