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“Optimizacion de un sistema recombinante
para el monitoreo in vivo de la transcripcion
de M. tuberculosis”
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Mycobacterium tuberculosis "

Mycobacterium tuberculosis una bacteria de interés biomédico.

e El proceso de transcripcion y la ARNP son de especial interés.

p

(Complejidad de estudios in vivo

e Tiempo de duplicacion: ~ 20 horas

e Envoltura celular compleja

"Para el estudio de los principales procesos bioldgicos se utiliza sistemas in vitro o
sistemas recombinantes.
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La expresion heterologa de la ARNP-Mtb esta basado plasmidos

e Variabilidad en el nimero de copias de los plasmidos entre distintas colonias.
e Estrés metabdlico producto de la expresion de la polimerasa.
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ARN polimerasa y Transcripcion bacteriana

La ARNP de Mtb tiene 5 subunidades:
Genes = Subunidad

rpOA a oCTD~—_

rpoB B | Core

rpoC B°| ARNP T T

rpOZ w ~ Elemento UP —35 - —{0

"pob oA 4 Reconocimiento del promotor

™ :
3 S8 UNIVERS . FONDE
? CAYETANO HEREDIA  concy : @ B AL



Bacteria Reportera Eco-Mtb integrada &,

@ Plasmidos de expresion de MtbRNAP

@ Enzima RNAP

@ Plasmido reportero

IPTG «_-Proteina verde fluorescente (GFP)
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Inespecificidad en el sistema reportero
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Buscando la especificidad de la bacteria E. ) cnonec
coli reportera ARNP-Mtb

La fusion es incapaz de unirse al
core de la ARNP de E.col..

EFusién de Sigma A con RbpA ‘

e Bacteria con los genes integrados para
subunidades del core de Mtb + plasmido fusion

Especificidad de la
proteina fusion por
el core de Mtb

[Fusic’m de Sigma A con la subunidad p’

Expresion de GFP
debido a la ARNP
de E. coli
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E. coli + GFP+ sA-Rpr‘ = E. coli + GFP+ sA-RbpA c/IPTG Proyecto
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Resultados de la reportera fusion sA-f’

Reportera fusion sA-B’
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Reportera fusion sA-B’ ¢/IPTG
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Conclusiones

e La fusion de las subunidades B’ y cA no impide |a
actividad de la ARNP de M. tuberculosis.

e La fusion de las subunidades B’ y oA evita la
interaccion de este ultimo con el core de la ARNP

de E. coli.
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