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Abreviaturas  

°C: Grados centígrados 

µl: Microlitros 

µm: Micrómetro 

µM: Micromolar 

A. brasilense: Azospirillum brasilense 

A: Adenina 

ADN o DNA: Ácido desoxirribonucleico  

Amp: Ampicilina 

ARN o RNA: Ácido ribonucleico 

bp: Pares de bases 

C: Citosina 

CaCl2: Cloruro de calcio 

CaCl2·2H2O: Cloruro de calcio dihidratado 

CoSO4·7H2O: Sulfato de cobalto(II) heptahidratado 

CTAB: Bromuro de Cetiltrimetilamonio 

CuSO4·5H2O: Sulfato de cobre(II) pentahidratado 

ddNTP: Didesoxinucleótido trifosfato 

DMSO: Dimetilsulfóxido 

dNTP: Desoxinucleótidos trifosfato 

DO: Densidad óptica 

E. coli: Escherichia coli 

EDTA: Ácido Etilendiaminotetraacético 
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FeSO4·7H2O: Sulfato ferroso heptahidratado 

g: Gramo 

G: Guanina 

Gm: Gentamicina 

H2O: Agua 

H3BO3: Ácido bórico 

HCl: Ácido clorhídrico 

IPTG: Isopropil β-D-1-tiogalactopiranósido 

K2HPO4: Fosfato dipotásico 

kb: Kilobase 

KCl: Cloruro de potasio 

KOH: Hidróxido de potasio 

L: Litro 

lb: Libra 

LB: Luria-Bertani 

M: Molar 

MCS: Sitio de clonación múltiple 

mg: Miligramo 

MgCl2: Cloruro de magnesio 

MgSO4: Sulfato de magnesio 

MgSO4·7H2O: Sulfato de magnesio heptahidratado 

ml: Mililitro 

mM: Milimolar 
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MMAB: Medio mínimo para Azospirillum brasilense 

MnSO4·H2O: Sulfato de manganeso(II) monohidratado 

Na2EDTA·2H2O: Sal disódica dihidrato del ácido etilendiaminotetraacético 

Na2MoO4·2H2O: Dihidrato de molibdato de sodio 

NaCl: Cloruro de sodio 

NaH2PO4: Fosfato de sodio monobásico  

NaI: Yoduro de sodio 

NaOH: Hidróxido de sodio 

NCBI: National Center for Biotechnology Information 

ng: Nanogramo 

NH4Cl: Cloruro de amonio 

nm: Nanómetro 

PCR: Reacción en Cadena de la Polimerasa 

PQQ: Pirroloquinolina quinona 

rpm: Revoluciones por minuto 

SDS: Dodecil sulfato de sodio 

SOC: Super Óptimo con Represión Catabólica 

T: Timina 

TBE: Tris-Borato-EDTA 

TE: Tris EDTA 

Tm: Temperatura de fusión 

U: Unidad 

V: Voltios 
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v: volumen 

X: Concentración 

X-GAL: 5-bromo-4-cloro-3-indolil-β-D-galactopiranósido 

ZnSO4·7H2O: Sulfato de zinc heptahidratado 

ΔG: Energía libre de Gibbs 

Ω-Gm: Elemento omega gentamicina 
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Resumen 

Azospirillum brasilense Sp7 es una bacteria ocasional de intestino humano y una de las 

rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal más estudiadas, conocida por ser fijadora 

de nitrógeno, productora de biopelícula, fitoreguladores, ácido indol-3-acético y sideróforos 

con función biocontroladora. En su genoma se encuentran los genes para la biosíntesis de 

PQQ (pqqABCDE), un cofactor de enzimas deshidrogenasas como la glucosa 

deshidrogenasa, la cual se ha reportado que participa en la solubilización de fosfatos. Con 

este proyecto se pretende obtener una mutante por deleción de operón pqq de Azospirillum 

brasilense Sp7 mediante una doble recombinación homóloga, intercambiando el operón pqq 

por un gen de resistencia a antibiótico. Se delimitaron las regiones río arriba y río abajo del 

operón pqq y se diseñaron oligonucleótidos para ambas regiones. Se amplificó la región río 

abajo, denominado brazo derecho, y se clonó en el vector plasmídico pGEM-T Easy. El gen 

de resistencia a gentamicina se obtuvo mediante restricción enzimática a partir del plásmido 

pBSL142, el cual se clonó junto al brazo derecho. Con esto se obtuvo una construcción 

parcial para posteriormente clonar el brazo izquierdo y continuar con la estrategia de trabajo 

para obtener la mutante por deleción del operón pqq de A. brasilense Sp7. 
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Introducción 

Bastante se ha documentado que el suelo es un componente fundamental para el crecimiento 

y desarrollo de las plantas, particularmente la rizosfera, la fracción de suelo que rodea las 

raíces de las plantas. La rizosfera contiene una gran diversidad microbiana que comprende 

desde invertebrados hasta hongos, bacterias y arqueas. Dentro de estos microorganismos, los 

más estudiados con las bacterias conocidas como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento 

Vegetal (PGPR por sus siglas en inglés) debido a la relación mutualista que tienen con las 

plantas a través de diversos mecanismos como la fijación de nitrógeno, control biológico de 

patógenos, inducir resistencia sistémica, estimular el crecimiento radicular, mayor eficiencia 

de absorción de nutrientes, producción de fitohormonas, sideróforos y metabolitos 

antimicrobianos, solubilización de minerales, activación de mecanismos de resistencia al 

estrés abiótico y descomposición orgánica (1–6) 

Por otra parte, la composición del suelo juega un papel fundamental en el establecimiento de 

comunidades de microorganismos a través de factores como el pH, la humedad y el contenido 

nutrimental influenciado por el tipo y composición de exudados radiculares secretados por 

las plantas (1). 

Dentro de las PGPR se encuentran diversos géneros como Aeromonas, Acinetobacter, 

Allorhizobium, Agrobacterium, Azoarcus, Arthrobacter, Azospirillum, Azorhizobium, 

Bradyrhizobium, Bacillus, Caulobacter, Burkholderia, Delftia, Chromobacterium, Frankia, 

Flavobacterium, Enterobacter, Mesorhizobium, Klebsiella, Paenibacillus, Micrococcus, 

Rhizobium, Pseudomonas, Thiobacillus, Streptomyces y Serratia (3). 

Es por ello que se ha propuesto el uso de las PGPR como biofertilizantes, por su capacidad 

de mejorar la absorción de nutrientes de las plantas y protegerlas de agentes patógenos, 

enfermedades y diferentes factores de estrés. Actualmente ya se usan algunas cepas 

bacterianas y se continúan las investigaciones para descubrir e incrementar nuevas PGPR 

que permitan mejorar el rendimiento de los cultivos de una forma sostenible (7). 
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Antecedentes generales 

 

Interacción Bacteria-Planta 

Ha sido bien descrito que el suelo contiene una gran diversidad microbiana que incluye 

hongos, arqueas, bacterias e invertebrados que interactúan con diferentes plantas sobre todo 

a nivel de rizosfera, promoviendo su crecimiento. La rizosfera comprende una red integrada 

de raíces de plantas, suelo y microorganismos, principalmente bacterias PGPR. Las PGPR 

promueven el crecimiento vegetal a través de uno o más mecanismos, como la fijación de 

nitrógeno, mejora en la adquisición de nutrientes, producción de fitorreguladores, 

modificación en la composición del exudado radicular, control de patógenos, reducción de 

estrés biótico y abiótico, supresión de enfermedades de las plantas e incluso induciendo 

resistencia sistémica a patógenos. Por otra parte, las plantas también influyen en la 

composición de la microbiota rizosférica a través de los exudados radiculares que sirven 

como atrayentes o repelentes químicos y fuente de energía para los microorganismos (1–

3,8,9). 

 

Azospirillum brasilense 

El género Azospirillum pertenece a la clase α-proteobacterias, Gram-negativas de vida libre 

que no forman esporas, pueden crecer en ambientes microaerófilos, esporádicamente se le 

encuentra en la microbiota intestinal humana y se considera un eficiente colonizador de la 

rizosfera de varias plantas (10). Varias especies de este género, incluido A. brasilense Sp7, 

han mostrado la capacidad de fijar nitrógeno de forma directa, solubilizar fosfatos, aliviar el 

estrés por sequía y salinidad, promover el cambio en la morfología radicular (elongación, 

aumento de raíz lateral y adventicia, alargamiento y ramificación de pelos radiculares), 

secretar fitorreguladores, producir sideróforos, inducir cambios en la elasticidad de la pared 

celular y ajustes osmóticos, además reduce el óxido nitroso, un gas de efecto invernadero que 

interviene en el cambio climático (3,5,8,10,11). 

Azospirillum brasilense es la especie más estudiada del género Azospirillum (10). Es una 

PGPR conocida por ser fijadora de nitrógeno, productora de biopelícula, ácido indol-3-
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acético (AIA) y sideróforos con función biocontroladora. Se ha reportado que cambia la 

fisiología de las raíces de las plantas al producir fitorreguladores como auxinas, citocinas, 

giberelinas y etileno (8). A. brasilense es una bacteria microaerófila, cuando no se encuentra 

en una zona óptima, tiende a adherirse entre sí para reducir la relación superficie-volumen y 

la difusión de oxígeno a la célula, es decir recurre a la agregación y floculación como 

respuesta de defensa ante el estrés por oxígeno (12). Posee un solo flagelo polar, para 

movilidad tipo ”swimming” y múltiples flagelos laterales, para movilidad tipo ”swarming”, 

implicados en la adhesión en la superficie de las raíces de las plantas (9,13).  

 

Asociación de Azospirillum a plantas 

Azospirillum comúnmente se asocia a pasto, arroz, trigo y caña de azúcar (14). Azospirillum 

es un género bacteriano muy móvil, lo que le permite moverse hacia condiciones 

nutricionales favorables (14). Presenta quimiotaxis hacia exudados radiculares como 

aminoácidos, ácidos orgánicos, azúcares, compuestos aromáticos, oxígeno y moléculas 

redox. Malato, succinato y D-fructosa son los atrayentes más efectivos para A. brasilense 

(8,9,13). La adhesión de Azospirillum sp. a las raíces de las plantas comienza con su respuesta 

quimiotáctica hacia los exudados radiculares liberados por la planta, seguido de la adhesión 

que se lleva a cabo en dos fases como se muestra en la Figura 1: 

 

Figura 1. La adhesión de Azospirillum a las raíces de las plantas se realiza en dos fases, una de adsorción y otra 

de anclaje. Se muestran micrografías electrónicas de barrido de raíces colonizadas por A. brasilense. Tomado 

de: (8). 
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1. Fase de adsorción: La bacteria se une débilmente a las células de la raíz a través de 

su flagelo polar (flagelina). Azospirillum secreta polisacáridos capsulares (CPS) y 

lectinas que median su adhesión a la superficie de las raíces de la planta. En A. 

brasilense Sp7 se ha identificado una lectina glicosilada con especificidad para L-

fucosa y D-galactosa (8). 

2. Fase de anclaje: Esta unión es más fuerte y da lugar a la formación de biopelícula. En 

A. brasilense Sp7 el anclaje con la raíz y con otras bacterias está mediado por 

exopolisacáridos (EPS), principalmente L-arabinosa, formando un clúster con 

uniones irreversibles (8). 

Se ha descrito un total de 21 especies de Azospirillum, siendo A. brasilense y A. lipoferum 

las más estudiadas y mejor descritas, utilizadas como inóculo para cultivos en varios países 

(8–10). 

 

Solubilización de fosfatos 

El fósforo (P) es un macronutriente esencial para el correcto desarrollo de las plantas, se 

utiliza en diversos procesos como fotosíntesis, respiración, señales de transducción, 

conversión de energía, reproducción, replicación de material genético, síntesis de proteínas, 

entre otros. En el suelo se encuentra de forma omnipresente, sin embargo, las fuentes de 

obtención disponibles directamente para las plantas son mínimos debido a que forma 

compuestos con otros elementos como aluminio (Al), hierro (Fe), o calcio (Ca) a través de 

sus grupos hidroxilo y carboxilo. El fósforo se puede encontrar en suelos alcalinos 

principalmente en forma de fosfato de calcio, fosfato de magnesio y fosfato octacálcico, 

mientras que en suelos ácidos los óxidos de hierro y aluminio absorben fuertemente el P para 

formar complejos insolubles Fe-P y Al-P, es por ello que el fósforo resulta difícil de asimilar 

por las plantas (15–20). 

Usualmente, se utilizan fertilizantes fosfatados en grandes cantidades para aumentar el 

rendimiento de los cultivos, aunque la cantidad que logran absorber las plantas es mínima. 

Además, su uso puede causar daños ambientales como acidificación del suelo y eutrofización 

de los recursos hídricos (16). 
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A principios del siglo XX se aislaron bacterias del suelo y algunas mostraron la capacidad de 

liberar fosfatos a partir de harina de huesos y roca fosfórica. Desde entonces se ha aislado un 

gran número de bacterias solubilizadoras de fosfatos (PSB por sus siglas en inglés) capaces 

de convertir el fósforo insoluble en formas solubles, principalmente en fosfatos, que pueden 

ser asimilados por las plantas (16). 

 

Mecanismo de solubilización de fosfatos 

Se han descrito diferentes mecanismos por los cuales las PSB pueden solubilizar los fosfatos 

del suelo y de esta forma aumentar la cantidad de fósforo disponible como la secreción de 

enzimas (fosfatasas), ácidos orgánicos y quelación (sideróforos y polisacáridos 

extracelulares) (21). 

El principal mecanismo de solubilización del fósforo por las PSB consiste en la secreción de 

ácidos orgánicos como ácido glucónico, málico, succínico, fumárico, acético, cítrico, 

tartárico, malónico, glutámico, propiónico, butírico, láctico, 2-cetoglucónico, sacarínico y 

ácido oxálico, los cuales hacen un intercambio directo o quelación en condiciones de pH bajo 

a través de grupos hidroxilo y carboxilo con iones metálicos en el suelo (Fe3+, Al3+, Ca2+). 

Además, la extrusión de protones acidifica el suelo incrementando la solubilidad de sales 

inorgánicas de fósforo. Muchas PGPR liberan ácidos orgánicos que forman quelatos con 

cationes divalentes en formas minerales poco solubles, lo que aumenta la disponibilidad del 

fosfato para ser asimilado por las plantas. Se cree que la oxidación directa de la glucosa a 

ácido glucónico es la principal forma de solubilización de P en bacterias Gram-negativas 

(5,15–17,21–24). 

En el caso de las PSB que secretan enzimas, se ha reportado que la fosfatasa alcalina (ALP) 

cataliza la hidrólisis de fosfolípidos y libera fósforo inorgánico en suelos con valores de pH 

superiores a 7, aunque también existen fosfatasas ácidas (ACP) y neutras que actúan a otros 

valores de pH. Por otra parte, el mecanismo de quelación a través de sideróforos producidos 

por PSB, polisacáridos extracelulares y la descomposición de residuos vegetales y animales, 

se basa en el principio de la unión del grupo funcional a los cationes metálicos en el suelo 

(Fe3+, Al3+, Ca2+), liberando iones fosfato para la disolución de fosfato (21). 
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En P. asiatica se ha reportado que la solubilización de fosfatos se realiza por la oxidación 

directa de glucosa a ácido glucónico (GA) en el espacio periplásmico, catalizado por la 

glucosa deshidrogenasa usando como cofactor a la pirroloquinolina quinona (PQQ) y 

también por la oxidación del GA a ácido 2-ceto glucónico (2KGA) por la gluconato 

deshidrogenasa, y por la producción de fosfatasa alcalina (ALP) que actúa sobre los ésteres 

de fosfato para generar fosfato inorgánico o transferir el grupo fosforilo a otros alcoholes 

(16,25). 

 

PQQ 

PQQ es un cofactor (tipo o-quinona) de quinoproteínas como la glucosa deshidrogenasa, 

metanol deshidrogenasa, sorbitol deshidrogenasa y glicerol deshidrogenasa, sintetizado 

principalmente por bacterias Gram-negativas durante la fase estacionaria (18,26–33). La 

glucosa deshidrogenasa (GDH), ubicada en el espacio periplásmico, requiere tres iones calcio 

para la unión de PQQ (34,35). PQQ participa en la antioxidación y la eliminación de radicales 

libres, siendo un componente esencial de alimentos, medicamentos y productos para la salud 

(36–38). Funciona como cofactor redox debido a que puede aceptar dos electrones y dos 

protones del sustrato, además al unirse a la GDH, el sustrato se oxida en el exterior de la 

célula donde podría estar acoplado a la cadena respiratoria y por lo tanto a la producción de 

ATP (26,30). Se ha reportado que interviene en mecanismos para la promoción del 

crecimiento vegetal como la solubilización de fosfatos, además de actuar como un 

antioxidante en plantas eliminando especies reactivas de oxígeno (ROS por sus siglas en 

inglés) (27,30,39). 

 

Operón pqq 

Varias especies de bacterias son productoras de PQQ, se estima bioinformáticamente que al 

menos 126 especies contienen los genes para su biosíntesis, en sus genomas presentan un 

operón de pqq altamente conservado. Este operón consiste en aproximadamente cuatro a seis 

genes: pqqA, pqqB, pqqC, pqqD, pqqE y pqqFG (26,27,40). Su número y posición depende 

de la especie en cuestión, algunas contienen pqqFG ubicado algunas kilobases río arriba o 

río abajo del operón y se cree que en algunas especies puede ser reemplazado por isoenzimas 
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similares (18). En P. fluorescens B16 se identificó el gen pqqH como regulador 

transcripcional que actúa sobre los genes pqq, mientras que en Methylobacterium sp. CLZ se 

encontró el gen, relativamente único, pqqL (18,26). En Methylobacterium se encontraron dos 

grupos de genes para la biosíntesis de PQQ: pqqABCDE y pqqFG (36). En Klebsiella 

pneumoniae DSM301014 se encontró el operón pqqABCDEF y en Gluconobacter oxydans 

el operón pqqABCDE (26,29). Por otra parte, pqqC se ha propuesto como marcador 

filogenético para el género Pseudomonas, debido a que está altamente conservado (18). 

 

Biosíntesis de PQQ 

La síntesis de PQQ comienza con su precursor PqqA, al cual se le une PqqD que funciona 

como chaperona para transportar PqqA a PqqE, una enzima radical S-adenosilmetionina 

(SAM) (Figura 2). PqqE cataliza la formación de un enlace C-C entre el carbón-γ del residuo 

de glutamato y el tercer carbón del anillo del residuo de tirosina de PqqA. PqqF/G hidroliza 

y separa este producto (Glu-Tyr) del resto del complejo PqqA/D/E. Se agregan dos grupos 

hidroxilo al anillo de tirosina, luego se condensa el 4-OH de la tirosina y la amina de la 

cadena principal del glutamato para formar un anillo heterocíclico. Algunos investigadores 

creen que PqqB cataliza el sustrato Glu-Try en ácido 3a-(2-amino-2-carboxietil)-4,5-dioxo-

4,5,6,7,8,9-hexahidroquinolina-7,9-dicarboxílico (AHQQ). Finalmente, PqqC cataliza una 

oxidación de 8 electrones para completar una ciclización estructural convirtiendo AHQQ en 

PQQ (26–28,36,40). 

 

Figura 2. Representación gráfica de la biosíntesis de PQQ realizada por PqqA,B,C,D,E,F/G. Tomado de: (26). 
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Antecedentes específicos 

Algunos estudios han identificado genes asociados a la promoción del crecimiento vegetal 

como nifHDKWXZ, draGT, vnfDGK, deaminasa ACC (acds) y genes para la biosíntesis de 

ácido indol acétido (iaaH, iaaM y ipdC) y pqq (5). 

En 2019, Rasul y colaboradores analizaron 11 PSB aisladas de zonas productoras de arroz 

basmati en Pakistán, para determinar la base genética de la producción de ácido glucónico 

para la solubilización de fosfatos. Diseñaron oligonucleótidos para amplificar los genes 

codificantes de GDH (gcd) y PQQ (pqqC y pqqE). Las cepas solubilizadoras de fosfatos más 

eficientes fueron P. putida y Acinetobacter soli, presentaron una gran producción de ácido 

acético y ácido glucónico, y amplificaron los genes gcd, pqqC y pqqE. Inocularon estas cepas 

en semillas de arroz y observaron una máxima taza de germinación de semillas, raíces 

primarias más cortas y un aumento en el diámetro de las raíces en comparación con el control 

no inoculado. Con todo esto, concluyeron que una alta actividad de solubilización de fosfato 

puede inducir cambios en el sistema radicular del arroz y que Acinetobacter soli y P. putida 

mejoran la asimilación de fósforo por las plantas posiblemente por la presencia de los genes 

gcd, pqqC y pqqE codificantes para GDH y PQQ, respectivamente (17). 

En 2020, Tahir y colaboradores hicieron un estudio para examinar el papel del gen pqqE de 

las rizobacterias en la producción de ácido orgánico y su relación con la solubilización de 

fosfato en bacterias in vitro e in vivo. Aislaron las cepas Pantoea sp. WP-5 y Pseudomonas 

sp. NN-4 de la rizovaina del trigo, diseñaron oligonucleótidos para amplificar el gen pqqE 

de ambas cepas y las analizaron bioinformáticamente confirmando la presencia de pqqE en 

sus genomas. Detectaron y cuantificaron la solubilización de fosfatos y la producción de 

ácidos orgánicos, el ácido acético fue el significantemente predominante en ambas cepas 

seguido por el ácido cítrico y el ácido glucónico. Se observó una disminución del pH (de 7 a 

4.2-4.9) y un incremento significantivo en la solubilización de fosfatos. Ambas cepas se 

usaron como bioinoculantes para trigo por dos años consecutivos, observaron un aumento en 

la población de PSB en la rizosfera de las plantas inoculadas, mayor rendimiento de granos 

de trigo, mayor solubilización de fosfatos, mayor cantidad de nitrógeno y fosfato en el campo, 

así como una alta concentración de ácido acético y glucónico en los exudados radiculares. 

Finalmente, concluyeron que pqqE tiene un papel indirecto en la solubilización de fosfatos 
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confirmado por una disminución en el pH del medio y por la actividad metabólica funcional 

como la producción de ácido glucónico, acético y cítrico en Pantoea sp. WP-5 y 

Pseudomonas sp. NN-4 en trigo (41). 

Rodrigues y colaboradores en 2022 estudiaron los genes codificantes de PQQ para entender 

la solubilización de fosfatos por medio de la glucosa deshidrogenasa dependiente de PQQ, la 

GDH-PQQ en Azospirillum sp. Evaluaron la presencia de genes que probablemente 

estuvieran directamente involucrados en la promoción del crecimiento vegetal (fijación de 

nitrógeno, solubilización de fosfatos y síntesis de hormonas vegetales) en diferentes cepas de 

Azospirillum, realizando un árbol filogenético de máxima verosimilitud construido con las 

secuencias de proteínas codificadas por su genoma (Figura 3). De las especies que analizaron 

Azospirillum UENF-412522 y A. halopraeferens DSM3675 tenían el operón completo 

(pqqABCDE); Azospirillum sp. RU37A, Azospirillum sp. RU38E y Azospirillum sp. L-25-

5w-1 carecían del operón pqq; A. brasilense FP2 carecía de pqqA y pqqD; la mayoría carecía 

de pqqA, incluyendo Azospirillum brasilense Sp7 (5). 

 

Figura 3. Árbol filogenético de máxima verosimilitud de genes promotores del crecimiento vegetal del género 

Azospirillum. Tomado de: (5).  
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Con base en su análisis genético, investigaron la cepa Azospirillum sp. UENF-412522 he 

hipotetizaron que la solubilización de fosfatos, la fijación de nitrógeno y el crecimiento de 

las raíces son procesos interconectados en el sistema suelo-raíz. El mecanismo que 

hipotetizaron es el siguiente. Ante una baja disponibilidad de oxígeno, el nitrato puede 

utilizarse como aceptor final de electrones en la respiración anaeróbica, produciendo nitrito 

que se reduce a óxido nítrico a bajo pH en el periplasma. Este ambiente ácido puede ser 

aprovechado por el ácido glucónico generado por la glucosa deshidrogenasa dependiente de 

PQQ. El óxido nítrico o nitrito se exportaría entonces a la rizosfera, estimulando el 

crecimiento radicular. Finalmente, el ácido glucónico también se exporta a la rizosfera, 

solubilizando el fosfato para su absorción por las células radiculares (Figura 4.). Esta 

hipótesis relaciona la presencia de genes para la biosíntesis de PQQ con la solubilización de 

fosfatos a través de la glucosa deshidrogenasa en Azospirillum sp. UENF-412522  (5). 

 

 

Figura 4. Representación esquemática de la fijación de nitrógeno (citoplasma), la solubilización de fosfato y la 

emisión de nitrito/óxido nítrico (periplasma) por Azospirillum sp. UENF-412522. Tomado de: (5). 
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Estas investigaciones nos dan un indicio de la importancia de la solubilización de fosfatos 

para la promoción del crecimiento vegetal, así como el papel de PQQ en diferentes cepas 

bacterianas. El estudio de Rodrigues y colaboradores en 2022 reveló la presencia de algunos 

genes para la biosíntesis de PQQ en diferentes cepas del género Azospirillum, sin embargo, 

aún no se reporta si el operón pqq interviene directamente en la solubilización de fosfatos en 

A. brasilense Sp7. En este proyecto se pretende realizar una construcción plasmídica para 

posteriormente obtener la mutante por deleción del operón pqq en A. brasilense Sp7 y con 

ello continuar con las investigaciones sobre el papel de los genes para la biosíntesis de PQQ 

en la promoción del crecimiento vegetal por medio de la solubilización de fosfatos. 
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Planteamiento del problema 

 

El fósforo es uno de los elementos más esenciales para el correcto desarrollo de las plantas, 

se utiliza en diversos procesos como fotosíntesis, respiración, señalización, replicación de 

material genético, síntesis de proteínas, entre otros. Sin embargo, se encuentra 

mayoritariamente de forma insoluble en el suelo formando compuestos con otros elementos 

como Al, Fe, o Ca, de esta forma el fósforo resulta difícil de asimilar para las plantas. 

Usualmente, se utilizan fertilizantes fosfatados en grandes cantidades para aumentar el 

rendimiento de los cultivos, aunque la cantidad que logran absorber las plantas es mínima. 

Por otra parte, existen diversos microorganismos, como las rizobacterias, que tienen la 

capacidad de solubilizar esos fosfatos del suelo mediante la síntesis de ácidos orgánicos. 

Azospirillum brasilense Sp7 es una de las rizobacterias más estudiadas debido a sus 

beneficios en la promoción del crecimiento vegetal, además contiene los genes para la 

síntesis de PQQ, un cofactor que podría jugar un papel esencial en la solubilización de 

fosfatos. Haciendo una exhaustiva búsqueda, hasta el momento no se cuenta con estudios 

enfocados en explicar la relación entre los genes para la biosíntesis de PQQ y la 

solubilización de fosfatos en esta cepa. 

En este proyecto se pretende analizar sí los genes para la biosíntesis de PQQ de Azospirillum 

brasilense Sp7 intervienen en la promoción del crecimiento vegetal por medio de la 

solubilización de fosfatos y posiblemente ser un modelo de estudio de regulación de la 

expresión de los genes pqq, a través de una construcción plasmídica que incluya un marcador 

de selección para posteriormente realizar una mutante por deleción del operón pqq. Esto 

permitirá comprender y ampliar el conocimiento actual de la interacción bacteria-planta, 

biosíntesis de PQQ, así como contribuir en el conocimiento y con el desarrollo de inoculantes 

bacterianos como una opción sustentable para la agricultura, y de esta forma disminuir el uso 

de fertilizantes químicos que dañen al suelo, medio ambiente y la salud humana. 
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Objetivos 

 

General 

Realizar la construcción plasmídica parcial para la mutación por deleción de los genes pqqA, 

pqqB, pqqC, pqqD y pqqE de Azospirillum brasilense Sp7. 

 

Específicos 

1. Clonar el fragmento río abajo del operón pqq de Azospirillum brasilense Sp7 en un 

vector plasmídico. 

2. Clonar un marcador de selección, en el vector anterior, adyacente al fragmento río 

abajo del operón pqq de Azospirillum brasilense Sp7. 
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Material y métodos 

 

Análisis bioinformático 

El análisis de la secuencia del operón pqq de A. brasilense Sp7 y de la región río abajo del 

mismo, se realizó mediante los servidores National Center for Biotechnology Information 

(NCBI), GeneBank y SnapGene. Se analizó la composición del operón, su región promotora 

y la posición de los genes adyacentes. Con esa información se diseñó la estrategia 

experimental para obtener la mutante.  

Se decidió hacer recombinación homóloga para obtener la mutante por deleción del operón 

pqq. Para ello se determinó clonar las regiones río arriba y río abajo del operón pqq en un 

vector plasmídico, y en lugar del operón clonar un marcador de selección como un gen de 

resistencia a antibiótico. Posteriormente clonar esa construcción en un vector suicida e 

insertarlo en A. brasilense Sp7 para obligar a la bacteria a realizar recombinación homóloga 

y de esta forma intercambiar el operón pqq por el marcador de elección (Figura 5). 

Bioinformáticamente, se delimitó la región río abajo del operón pqq que se denominó “brazo 

derecho” y la región río arriba denominada “brazo izquierdo”. Para el análisis de los 

plásmidos se utilizó Addgene, SnapGene y GeneBank, Así mismo, se utilizaron los 

servidores NEBcutter v3.0.20 y SnapGene donde se identificaron los sitios de restricción más 

viables del operón pqq, del brazo derecho e izquierdo, el gen de resistencia a antibiótico y 

los plásmidos utilizados. 
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Figura 5. Estrategia de trabajo 

diseñada para obtener la 

mutación por deleción del 

operón pqq de Azospirillum 

brasilense Sp7 mediante 

recombinación homóloga. 
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Material biológico 

Las cepas bacterianas y los plásmidos empleados en este proyecto se encuentran listados en 

la Tabla 1. La cepa A. brasilense Sp7 fue recuperada a partir de un vial de cultivo puro 

conservado en ultracongelación a -80°C en glicerol (50% v/v). Se tomaron 50 µl del cultivo 

y se inocularon en 5 ml de medio mínimo para Azospirillum brasilense Sp7 (MMAB) (ver 

Anexos) sin antibiótico en un tubo Falcon de 50 ml que se dejó incubando en agitación 

durante 16-18 horas a 32°C. Posteriormente, se analizó el cultivo en un microscopio óptico. 

Luego se tomaron 10 µl de ese cultivo y se inocularon en una placa Petri con 20 ml de agar 

MMAB estéril. Para la cepa Escherichia coli DH5α, se realizó lo mismo, con la diferencia 

de que se utilizó medio Luria-Bertani (LB) (ver Anexos) en lugar de medio MMAB y se dejó 

incubando a 37°C. 

El plásmido pGEM-T Easy fue adquirido de manera comercial con la empresa biotecnológica 

Promega, mientras que los demás plásmidos fueron obtenidos en este proyecto. 

 

Tabla 1. Material biológico empleado en este proyecto. 

Cepa bacteriana Características Referencia 

Azospirillum brasilense Sp7 Cepa silvestre. 
Döbereiner, 1970 

Tarrand, et al. 1978 

Escherichia coli DH5α 

ΔlacU169 hsdR17 recA1 

endA1 gyrA96 thiL relA1 

lacZΔM15. 

Hanahan, 1983 

Plásmido   

pGEM-T Easy 

Vector de clonación. f1ori 

Ampr ori lacZ promotor T7 

y SP6.       

Promega 

pGBD 

Región río abajo del operón 

pqq de A. brasilense Sp7 

clonado en pGEM-T Easy. 

Ampr. 

Este estudio 
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pGBDGm 
Gen Ω-Gm clonado en 

pGBD. Ampr Gmr. 
Este estudio 

 

Diseño de oligonucleótidos 

Se diseñó un par de oligonucleótidos para el brazo derecho y otro par para el brazo izquierdo 

con ayuda de los servidores OligoAnalyzer Tool, Primer-BLAST y SnapGene. Se tomaron 

en cuenta varios factores como longitud entre 20-25 pb, contenido de GC entre 40-60%, Tm 

entre 50°C-70°C, diferencia de Tm entre oligonucleótidos no mayor a 5°C, evitar la 

formación de estructuras secundarias (hairpins, self-dimers, hetero-dimers) y terminación G, 

C, CG o GC en el extremo 3’ (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Oligonucleótidos utilizados para amplificar el brazo derecho. 

Brazo Derecho 

Dirección Oligonucleótido Secuencia 5’-3’ 

Forward PQQHIND3F25 AGATAGCCGCAGAGGACG 

Reverse PQQSPH1R26 TCTGGGAAGGAAGGAGCAGC 

 

Para el diseño de oligonucleótidos del brazo izquierdo, se hizo el cambio de dos bases para 

generar sitios de restricción debido a que la región río arriba no contaba con sitios de 

restricción únicos necesarios para la clonación en el vector plasmídico pGEM-T Easy. 

 

Tabla 3. Oligonucleótidos utilizados para amplificar el brazo izquierdo. Las letras en color rojo representan la 

base cambiada para generar los sitios de restricción dentro de los oligonucleótidos. Los sitios de restricción 

obtenidos se muestran subrayados en color amarillo. 

Brazo Izquierdo 

Dirección Oligonucleótido Secuencia 5’-3’ 

Forward PQQECOR12F30 CGGGGAATTCCGTCGTGGGAG 

Reverse PQQSPE12R31 TCCCCACTAGTGAACGTTAGAACG 
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Extracción de ADN genómico con sílica 

En un tubo Falcon de 50 ml se inoculó, en 5 ml de medio MMAB (ver Anexos), una colonia 

aislada de un cultivo fresco en placa de A. brasilense Sp7 y se dejó incubando en agitación 

durante 16-18 horas a 32°C. Se tomó 1 ml de cultivo y se pasó a un tubo Eppendorf de 1.5 

ml, se centrifugó durante 2 minutos a 13000 rpm en la microcentrífuga LabNet Spectrafuge 

24D y se decantó el sobrenadante. El pellet bacteriano obtenido se resuspendió en 500 µl de 

buffer TE50/20 (ver Anexos), se centrifugó durante 2 minutos a 13000 rpm y se eliminó el 

sobrenadante. Posteriormente se resuspendió en 450 µl de buffer TE50/20 y se agregaron 10 

µl de proteinasa k (10 mg/ml), se homogeneizó invirtiendo el tubo varias veces y se incubó 

1 hora a 37°C. Se agregaron 50 µl de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%, se homogeneizó 

por inversión y se dejó incubando 15 minutos a 37°C. Se agregaron 100 µl de NaCl 5M (ver 

Anexos), se homogeneizó por inversión y se incubó 10 minutos a 65°C. Se agregaron 100 µl 

de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), se homogeneizó por inversión y se incubó 15 

minutos a 65°C. Se agregaron 200 µl de cloroformo: alcohol isoamílico 24:1 (ver Anexos), 

se homogeneizó por inversión y se centrifugó 5 minutos a 13000 rpm. Se repitió el mismo 

paso hasta que ya no fue visible la interfase blanca. Se transfirió el sobrenadante a un nuevo 

tubo Eppendorf de 1.5 ml, se agregaron 500 µl de NaI 6M (ver Anexos) y se homogeneizó 

por inversión. Se agregaron 20 µl de sílica (ver Anexos), se incubó 5 minutos a temperatura 

ambiente y se centrifugó 1 minuto a 13000 rpm, se decantó sobrenadante. Se agregaron 500 

µl de solución New Wash 1X (ver Anexos) y se resuspendió la sílica por agitación. Se 

centrifugó 1 minuto a 13000 rpm y se decantó el sobrenadante. Se repitió el mismo paso 2 

veces más. Se dejó secando el pellet resultante a 37°C. Se resuspendió en 50 µl de buffer 

TE10/1 (ver Anexos). Se incubó 5 minutos a 37°C y se centrifugó 2 minutos a 13000 rpm. 

Finalmente se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml y se almacenó 

a -20°C. 

 

Amplificación del brazo derecho por PCR 

La construcción plasmídica para obtener de la mutación comenzó con la clonación del brazo 

derecho, posteriormente el marcador de selección y finalmente el brazo izquierdo. Para 

amplificar el brazo derecho, se realizó PCR en un tubo de microcentrífuga de 0.2 ml a un 
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volumen final de 25 µl. La mezcla de la reacción se muestra en la Tabla 4, se realizaron 3 

reacciones de PCR.  

 

Tabla 4. Reactivos y cantidades empleados para realizar PCR del brazo derecho. 

Reactivo Volumen (µl) Concentración final 

H2O PISA 14.6 - 

Buffer DreamTaq 10X 2.5 1X 

ADN de Azospirillum brasilense Sp7 

(28 ng/µl) 
1 1.12 ng 

2 mM dNTPs 2.5 0.2 mM 

10 µM Oligonucleótido forward  2 0.8 µM 

10 µM Oligonucleótido reverse 2 0.8 µM 

DreamTaq ADN polimerasa (5 U/µl) 0.4 2 U 

Volumen final 25 - 

 

Los tubos se colocaron dentro del termociclador LabNet MultiGene Mini donde fue 

configurado a 30 ciclos, las temperaturas se establecieron con base a las características de los 

oligonucleótidos empleados (Tabla 5). Se tomaron 5 µl del producto de PCR de cada reacción 

para analizarlos en un gel de agarosa al 0.7% corrido en buffer Tris-Borato-EDTA (TBE) 

0.5X a (ver Anexos) a 75 V, el resto (60 µl) se usó para clonación. 

 

Tabla 5. Condiciones de amplificación para PCR del brazo derecho. 

Ciclo Temperatura (°C) Tiempo (minutos) 

Desnaturalización inicial 95 3:00 

Desnaturalización 95 0:45 

Alineamiento 59 0:45 

Extensión 72 2:00 

Extensión final 72 10:00 
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Atemperamiento 20 ∞ 

Número de ciclos: 30 

 

Precipitación de ADN con alcoholes 

Un volumen de 60 µl del amplicón del brazo derecho se colocó en un tubo Eppendorf de 1.5 

ml. Se agregó una décima de volumen (6 µl) de acetato de sodio 3M pH 5.2 (ver Anexos). 

Luego se agregó 0.7 volúmenes (46.2 µl) de isopropanol a temperatura ambiente. Se 

centrifugó durante 15 minutos a 13000 rpm en la microcentrífuga LabNet Spectrafuge 24D. 

Se decantó el sobrenadante con mucho cuidado. Se hizo un lavado con 100 µl de etanol al 

70% frío. Se centrifugó 10 minutos a 13000 rpm y se decantó el sobrenadante. Se dejó 

secando la muestra a 37°C. Se resuspendió en 5 µl de agua destilada PISA. 

 

Obtención de pGBD por ligación de PCR Brazo derecho en pGEM-T Easy 

A partir de las PCR precipitadas del brazo derecho, se hizo una reacción de ligación en un 

tubo de microcentrífuga de 0.2 ml. La mezcla de la reacción se muestra en la Tabla 6. Se 

homogeneizó con micropipeta y se dejó incubando 1 hora a temperatura ambiente. Se decidió 

utilizar el vector plasmídico pGEM-T Easy (Promega) para la clonación. 

 

Tabla 6. Reacción de ligación para el plásmido pGEM-T Easy. 

Reactivo Volumen (µl) 

2X Rapid ligation buffer T4 DNA ligase 5 

pGEM-T Easy (50 ng) 1 

Producto de PCR precipitado 3 

T4 DNA ligase (3 U/µl) 1 

Volumen final 10 
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Transformación genética de E. coli con construcción plasmídica 

En un baño de hielo se colocó la reacción de ligación y 2 viales de células competentes E. 

coli DH5α previamente preparadas en el laboratorio y almacenadas a -80°C. En un tubo de 

microcentrífuga de 0.2 ml se colocaron 90 µl de células competentes + 10 µl de la reacción 

de ligación. En otro tubo de microcentrífuga de 0.2 ml se colocaron 90 µl de células 

competentes + 10 µl de agua destilada PISA, este último sirvió control de transformación 

(sensibilidad y viabilidad). Se homogeneizaron cuidadosamente con una micropipeta y se 

dejaron incubando por 30 minutos en hielo. Ambos tubos se colocaron en el baño seco digital 

AccuBlock LabNet a 42°C durante 2 minutos, inmediatamente se regresaron al baño de hielo 

por 2 minutos. En 2 tubos Eppendorf de 1.5 ml se agregó 1 ml de medio SOC (ver Anexos), 

a uno de los tubos se agregó la transformación y en otro el control de transformación. Ambos 

tubos se incubaron en agitación a 37°C durante 1 hora y 30 minutos. Se prepararon placas de 

agar LB (ver Anexos) con reactivos de selección (Tabla 7), en ellas se inocularon 200 µl de 

transformación y se incubaron a 37°C durante 18 horas. Se seleccionaron al azar 20 colonias 

blancas y se sembraron en placas con agar LB al 1.5% + Ampicilina (200 µg/ml). 

 

Tabla 7. Composición de las placas utilizadas para la transformación bacteriana. Se preparó una placa para 

transformación, una para el control de sensibilidad y otra para el control de viabilidad. 

Transformación Control de sensibilidad Control de viabilidad 

Agar LB             

al 1.5% 
20 ml 

Agar LB             

al 1.5% 
20 ml 

Agar LB             

al 1.5% 
20 ml 

Ampicilina 

(200 µg/ml) 
20 µl 

X-GAL 

(20 mg/ml) 
20 µl 

Ampicilina 

(200 µg/ml) 
20 µl 

IPTG 

(20 mg/100 µl) 
2.5 µl 
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Preparación de células competentes 

En un tubo Falcon de 50 ml se inoculó, en 5 ml de medio LB (ver Anexos), una colonia 

aislada de un cultivo fresco en placa de E. coli DH5α y se dejó incubando en agitación durante 

16-18 horas a 37°C. Se tomó 1 ml de cultivo y se inoculó en 100 ml de medio LB en un 

matraz Erlenmeyer de 500 ml. Se dejó incubando en agitación a 37°C durante 2-3 horas hasta 

que alcanzó una DO600nm 0.3-0.4. Se tomaron 20 ml cultivo y se pasaron a un tubo de fondo 

redondo de 50 ml para centrífuga. Se centrifugó durante 10 minutos a 6000 rpm a 4°C en la 

centrífuga Allegra 64R Beckman Coulter. Se decantó el medio de cultivo y el pellet 

bacteriano resultante se resuspendió, con movimientos circulares en un baño de hielo, en 20 

ml de solución de competencia CaCl2 150 mM (ver Anexos) frío. El tubo se dejó reposando 

sumergido totalmente en hielo durante 30 minutos. Se centrifugó por 10 minutos a 6000 rpm 

a 4°C y se decantó el sobrenadante. Se hicieron dos lavados más con solución de competencia 

repitiendo los pasos anteriores. El pellet bacteriano resultante se resuspendió en 0.8 ml de 

solución de competencia + 0.2 ml de glicerol estéril. Se hicieron alícuotas de 100 µl en tubos 

de microcentrífuga de 0.2 ml y se almacenaron a -80°C. 

 

Comprobación de clona del brazo derecho 

Fueron seleccionadas 20 colonias de E. coli transformadas con la construcción plasmídica 

del brazo derecho por su coloración blanca y sembradas en placas de agar LB con ampicilina, 

se tomaron 5 para comprobar que se haya clonado con éxito el brazo derecho en el vector 

plasmídico pGEM-T Easy. Dicha comprobación se realizó mediante PCR y restricción 

enzimática a partir de ADN plasmídico purificado de las clonas seleccionadas al azar. La 

PCR se realizó siguiendo las mismas condiciones explicadas anteriormente. Las condiciones 

de la restricción se explican más adelante. 

 

Extracción de ADN plasmídico modificado (miniprep + sílica) 

En un tubo Falcon de 50 ml se inoculó, en 5 ml de medio LB (ver Anexos), una colonia 

aislada de un cultivo fresco en placa de la transformación y se dejó incubando en agitación 

durante 16-18 horas a 37°C. Se tomó 1 ml de cultivo y se pasó a un tubo Eppendorf de 1.5 
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ml, se centrifugó durante 2 minutos a 13000 rpm en la microcentrífuga LabNet Spectrafuge 

24D y se decantó el sobrenadante. El pellet bacteriano obtenido se resuspendió en 300 µl de 

solución 1 miniprep (ver Anexos). Se incubó durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se 

agregó 400 µl de solución 2 miniprep (ver Anexos), se homogeneizó por inversión y se 

incubó 5 minutos en un baño de hielo. Se agregó 300 µl de solución 3 miniprep (ver Anexos), 

se homogeneizó por inversión y se incubó 10 minutos en un baño de hielo. Se centrifugó por 

10 minutos a 13000 rpm. Se recuperaron 500 µl de sobrenadante que se pasaron a un nuevo 

tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se agregaron dos volúmenes (1 ml) de NaI 6M (ver Anexos), se 

homogeneizó por inversión. Se agregó 20 µl de sílica (ver Anexos), se homogeneizó por 

inversión y se incubó 5 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugó 1 minuto a 13000 rpm 

y se decantó el sobrenadante. Se agregaron 800 µl de New Wash 1X (ver Anexos), se 

homogeneizó por inversión hasta resuspender la sílica, se centrifugó durante 1 minuto a 

13000 rpm y se decantó la solución. Se hicieron 3 lavados más con New Wash 1X repitiendo 

los pasos anteriores. Se centrifugó durante dos minutos a 13000 rpm y se retiraron las trazas 

de New Wash 1X con una micropipeta. El tubo se incubó a 37°C hasta que se secara la sílica. 

Una vez seca, se resuspendió en 30 ul de buffer TE10/1 (ver Anexos). Se incubó 5 minutos a 

37°C.  Se centrifugó durante 3 minutos a 13000 rpm. Finalmente se transfirió el sobrenadante 

a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml y se almacenó a -20°C. 

 

Restricción enzimática de clonas del brazo derecho ( pGBD) 

Después de realizar PCR a las 5 clonas seleccionadas al azar, se eligió una para hacer 

restricción enzimática y así comprobar que se hayan clonado con éxito utilizando las enzimas 

EcoRI, HindIII, SalI y SpeI (Tabla 8). El análisis se realizó corriendo las restricciones en un 

gel de agarosa al 1.2% en buffer TBE 0.5X a 90 V. 

 

Tabla 8. Reactivos y cantidades empleados para una simple restricción enzimática. 

Reactivo Volumen (µl) 

H2O PISA 25.3 

Buffer enzima de restricción 10X 3 
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ADN plasmídico pGBD clona 1 

(93 ng/µl) 

1 

Enzima de restricción (10 U/µl) 0.2 (2 U) 

RNAsa 0.5 

Volumen final 30 

 

Secuenciación de la clona del brazo derecho (pGBD) 

Una vez que se confirmó que se haya clonado con éxito el brazo derecho, mediante PCR y 

restricción enzimática, se mandó a secuenciar dicha clona para asegurar que la secuencia 

corresponda a la esperada y para ver el sentido en el que se clonó en el vector plasmídico, ya 

que de eso dependió el orden y la dirección en que se clonó el gen de resistencia a antibiótico. 

Para ello se realizó la extracción de ADN plasmídico de la clona del brazo derecho 

seleccionada mediante el kit comercial ZyppyTM Plasmid Miniprep de Zymo Research 

siguiendo el protocolo del fabricante (ver Anexos). El ADN plasmídico obtenido se mandó a 

secuenciar a la Unidad de Síntesis y Secuenciación de DNA del Instituto de Biotecnología 

de la UNAM (método de Sanger) con los oligonucleótidos m13/pUC -40 Fw y m13/pUC Rv. 

Los resultados se analizaron con el programa BioEdit v7.2.5 y en la base de datos Nucleotide 

BLAST de NCBI. 

 

Obtención del gen de resistencia a antibiótico 

Luego de analizar los resultados de la secuenciación, se decidió clonar el gen de resistencia 

a antibiótico. Se escogió el gen de resistencia a gentamicina (Ω-Gm) del plásmido pBSL142 

(42) y se realizó la extracción de ADN plasmídico con el método modificado miniprep + 

sílica descrito anteriormente. Posteriormente se hizo una doble restricción enzimática con las 

enzimas HindIII y SpeI (Tabla 9) en un tubo de microcentrífuga de 0.2 ml, se homogeneizó 

con micropipeta y se incubó toda la noche a 37°C. 

 

 



   

 

34 

 

Tabla 9. Reactivos y cantidades empleados para una doble restricción enzimática. 

Reactivo Volumen (µl) 

H2O PISA 20.1 

Buffer Tango 10X 3 

ADN plasmídico pBSL142 

(0.08 µg/µl) 

6 

(0.48 µg) 

HindIII (10 U/µl) 0.2 (2 U)  

SpeI (10 U/µl) 0.2 (2 U) 

RNAsa 0.5 

Volumen final 30 

 

Extracción de ADN de gel de agarosa con sílica 

Se analizó la restricción enzimática del plásmido pBSL142 en un gel de agarosa al 1.2% en 

buffer TBE 0.5X corriéndola a 90 V durante 30 minutos. Se tiñó 10 minutos en bromuro de 

etidio (0.5 µg/ml) y después se dejó reposando en agua destilada por otros 10 minutos. El gel 

se reveló en el transiluminador Cole Parmer 97500-series por unos pocos segundos para ver 

dónde realizar los cortes y recuperar la banda de interés. Se pesó la banda en un tubo 

Eppendorf de 1.5 ml. Se agregaron dos volúmenes de NaI 6M (ver Anexos) a un volumen de 

gel (100 mg gel ~ 100 µl). Se incubó en el baño seco digital AccuBlock LabNet a 55°C 

durante 5-10 minutos vortexeando ocasionalmente hasta que la agarosa se disuelva por 

completo. Se agregó 10 µl de sílica (ver Anexos), se homogeneizó por inversión y se incubó 

5 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugó 1 minuto a 13000 rpm en la microcentrífuga 

LabNet Spectrafuge 24D y se decantó el sobrenadante. Se agregaron 500 µl de New Wash 

1X (ver Anexos), se homogeneizó por inversión hasta resuspender la sílica, se centrifugó 

durante 1 minuto a 13000 rpm y se decantó la solución. Se hicieron dos lavados más con 

New Wash 1X repitiendo los pasos anteriores. Se centrifugó durante dos minutos a 13000 

rpm y se retiraron las trazas de New Wash 1X con una micropipeta. El tubo se incubó a 37°C 

hasta que se secara la sílica. Una vez seca, se resuspendió en 10 µl de buffer TE10/1 (ver 

Anexos). Se incubó 5 minutos a 37°C. Se centrifugó durante 3 minutos a 13000 rpm. 

Finalmente se transfirió el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml. 
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Clonación del gen Ω-Gm en pGBD 

Para clonar el gen Ω-Gm, primero se abrió el plásmido pGBD mediante restricción 

enzimática con las enzimas HindIII y SpeI (Tabla 10) en un tubo de microcentrífuga de 0.2 

ml, la reacción se homogeneizó con micropipeta y se incubó toda la noche a 37°C. 

Posteriormente se inactivaron las enzimas de restricción. 

 

Tabla 10. Reactivos y cantidades empleados para abrir el plásmido pGBD mediante doble restricción 

enzimática. 

Reactivo Volumen (µl) 

H2O PISA 20.1 

Buffer Tango 10X 3 

ADN plasmídico pGBD 

(0.092 µg/µl) 

6 

(0.552 µg) 

HindIII (10 U/µl) 0.2 (2 U) 

SpeI (10 U/µl) 0.2 (2 U) 

RNAsa 0.5 

Volumen final 30 

 

Inactivación de enzimas de restricción con Fenol:Cloroformo 

A una reacción de restricción de 30 µl en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se agregaron 120 µl 

de agua destilada PISA. Se agregaron 100 ul de fenol: cloroformo: alcohol isoamílico 25:24:1 

(ver Anexos), se homogeneizó por inversión y se centrifugó 10 minutos a 13000 rpm en la 

microcentrífuga LabNet Spectrafuge 24D. Se recuperó el sobrenadante con una micropipeta 

sin tocar la fase densa y se pasó a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se hicieron 3 lavados 

con 150 µl de cloroformo: alcohol isoamílico 24:1 (ver Anexos) y se centrifugó 10 minutos 

a 13000 rpm. Se recuperaron 100 µl de sobrenadante sin tocar la fase densa y se pasó a un 

nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se agregó 0.7 volúmenes (70 µl) de isopropanol a 

temperatura ambiente. Se centrifugó durante 15 minutos a 13000 rpm. Se decantó el 

sobrenadante con mucho cuidado. Se hicieron 2 lavados con 500 µl de etanol al 70% frío. Se 
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centrifugó 10 minutos a 13000 rpm y se decantó el sobrenadante. Se dejó secando la muestra 

a 37°C. Se resuspendió en 10 µl de agua destilada PISA. 

 

Ligación de Ω-Gm y pGBD 

A partir de las restricciones de pGBD y Ω-Gm con HindIII y SpeI, se hizo una reacción de 

ligación (Tabla 11) en un tubo de microcentrífuga de 0.2 ml. Se homogeneizó con 

micropipeta y se dejó incubando una hora a temperatura ambiente. Después se transformó en 

células competentes E. coli DH5α siguiendo la misma metodología descrita anteriormente. 

Las colonias blancas obtenidas se resembraron en placas de agar LB al 1.5% + Ampicilina 

(200 µg/ml) + Gentamicina (8 µg/ml). 

 

Tabla 11. Reacción de ligación para la clonación de Ω-Gm en pGBD. 

Reactivo Volumen (µl) 

2X Rapid ligation buffer T4 DNA ligase 5 

pGBD abierto 1 

Gen Ω-Gm 3 

T4 DNA ligase (3 U/µl) 1 

Volumen final 10 

 

Comprobación de clonas pGBDGm 

Para comprobar que se haya clonado con éxito el gen Ω-Gm en el plásmido pGBD, además 

de ver el crecimiento de las clonas en placas de agar LB con los antibióticos de selección 

(ampicilina y gentamicina), se hizo restricción enzimática en la enzima EcoRI. La reacción 

de ligación (Tabla 12) se hizo en un tubo de microcentrífuga de 0.2 ml. Se homogeneizó con 

micropipeta y se dejó incubando 1 hora a 37°C. Posteriormente se corrió la restricción en un 

gel de agarosa al 1.2% en buffer TBE 0.5X a 90 V. 
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Tabla 12. Reactivos y cantidades empleados para una doble restricción enzimática. 

Reactivo Volumen (µl) 

H2O PISA 25.8 

Buffer EcoRI 10X 3 

ADN plasmídico pGBDGm 

(131.5 ng/µl) 

1 

EcoRI (10 U/µl) 0.2 (2 U) 

Volumen final 30 

 

Amplificación del brazo izquierdo 

Para amplificar el brazo izquierdo, se realizó PCR en un tubo de microcentrífuga de 0.2 ml a 

un volumen final de 25 µl (Tabla 13). Se hicieron 9 reacciones de PCR iguales. 

 

Tabla 13. Reactivos y cantidades empleados para realizar PCR del brazo izquierdo. 

Reactivo Volumen (µl) Concentración final 

H2O PISA 16.25 - 

Buffer DreamTaq 10X 2.5 1X 

ADN de Azospirillum brasilense Sp7 

(28 ng/µl) 
1 1.12 ng 

2 mM dNTPs 1 0.2 mM 

10 µM Oligonucleótido forward  1.5 0.8 µM 

10 µM Oligonucleótido reverse 1.5 0.8 µM 

DreamTaq ADN polimerasa (5 U/µl) 0.5 2 U 

DMSO 0.75 3% 

Volumen final 25 - 

 

Los tubos se colocaron dentro del termociclador LabNet MultiGene Mini donde fue 

configurado a 30 ciclos con gradiente en la temperatura de alineamiento, las demás 

temperaturas y tiempos se establecieron con base al fragmento a amplificar (Tabla 14). Se 
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tomaron 10 µl del producto de PCR de cada reacción para analizarlos en un gel de agarosa al 

1.2% corrido en buffer TBE 0.5X (ver Anexos) a 90V. 

 

Tabla 14. Condiciones de amplificación para PCR del brazo izquierdo. 

Ciclo Temperatura (°C) Tiempo (minutos) 

Desnaturalización inicial 98 5:00 

Desnaturalización 98 0:45 

Alineamiento 57 – 66 0:45 

Extensión 72 2:00 

Extensión final 72 5:00 

Atemperamiento 23 ∞ 

Número de ciclos: 30 
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Esquema de trabajo 

 

Figura 25. Esquema de trabajo general sobre las clonaciones realizadas para obtener la construcción plasmídica 

pGBDGm con resistencia a ampicilina y gentamicina. El esquema se lee de abajo hacia arriba. Creado en 

SnapGene.  
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Resultados 

 

Análisis bioinformático  

La secuencia del operón pqq de Azospirillum brasilense Sp7 se encontró en la base datos 

NCBI bajo la referencia CP033312.1. El operón está compuesto por los genes pqqA, pqqB, 

pqqC, pqqD y pqqE (Figura 6). 

 

Figura 6. Contexto genético del operón pqq de Azospirillum brasilense Sp7 y sus regiones adyacentes 

delimitados por el marcador 1 y 2. Obtenido de National Center for Biotechnology Information. 

 

Se analizaron las regiones río arriba y río abajo del operón pqq tomando un rango de 2000 

pares de bases (1551277-1553277 y 1556515-1558515). Se buscaron los sitios de restricción 

de ambas regiones que coincidieran con los sitios de restricción del vector plasmídico pGEM 

T-Easy y pBSL142 (Figura 7A). De todas las enzimas analizadas, solamente 4 presentaron 

sitios de restricción únicos: XhoI, HindIII, SphI y EcoRV (Figura 7B y C). 
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    A)  

B)  

C)  

Figura 7. Sitios de restricción del operón pqq y sus regiones río arriba y río abajo analizados en NEBcutter. A) 

Sitios de restricción analizados en SnapGene, las enzimas con cortes únicos se muestran en negritas. B) Lista 

de enzimas y número de cortes que realizan en la secuencia, obtenido de NEBcutter. C) Representación de los 

sitios de restricción de las enzimas XhoI, HindIII, SphI y EcoRV con cortes únicos analizado en SnapGene. 
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Diseño de oligonucleótidos 

Se decidió trabajar primero con la región río abajo, denominado brazo derecho, por lo que el 

diseño de oligonucleótidos se realizó contemplando los sitios de restricción para Sph1 y 

HindIII dentro del amplificado (Figura 8).  

 

Figura 8. Representación gráfica del amplificado del brazo derecho marcado con color azul. Realizado en 

SnapGene. Se invirtió la secuencia para visualizar mejor la dirección del brazo derecho. 

 

Las características principales de los oligonucleótidos para amplificar el brazo derecho se 

muestran en la Tabla 15, se diseñaron siguiendo los rangos mencionados en la sección de 

material y métodos. Se utilizó OligoAnalyzer Tool para analizar la presencia de estructuras 

secundarias, los resultados se muestran en la Figura 9. En el oligonucleótido forward se 

encontró un solo hairpin a 50.5°C (Figura 9A) y 9 homodímeros con ΔG entre -3.61 y -0.96 

kcal/mol (Figura 9B). En el oligonucleótido reverse se detectaron dos hairpins a 39.8 y 

31.5°C (Figura 9C) y 10 homodímeros con ΔG entre -3.55 y -1.57 kcal/mol (Figura 9D). En 

cuanto a los heterodímeros se detectaron 11 con ΔG entre -5.13 y -1.6 kcal/mol (Figura 9E). 

Si bien, lo deseable es que los valores ΔG sean positivos, los valores obtenidos son tolerables 

para las reacciones de PCR, además, las otras características se encuentran dentro de los 

rangos óptimos. 

Tabla 15. Principales características de los oligonucleótidos para amplificar el brazo derecho. 

Oligonucleótido Secuencia 5’-3’ Tamaño %G/C Tm Amplificado 

PQQHIND3F25 AGATAGCCGCAGAGGACG 18 bp 61.1% 56.7°C 

1655 bp 

PQQSPH1R26 TCTGGGAAGGAAGGAGCAGC 20 bp 60.0% 59.5°C 
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A) B)  

C) D)  

E)  

Figura 9. Estructuras secundarias de los oligonucleótidos del brazo derecho. A) Hairpin (1) oligonucleótido 

forward. B) Hairpins (11) oligonucleótido reverse. C) Homodímeros (9) oligonucleótido forward. D) 

Homodímeros (10) oligonucleótido reverse. E) Heterodímeros (11) oligonucleótidos brazo derecho. Obtenido 

de OligoAnalyzer Tool, se tomaron capturas de los resultados y se agruparon por cuestión de espacio. 

 

El análisis bioinformático reveló que la región río arriba no cuenta con sitios de restricción 

únicos que coincidieran con los vectores plasmídicos a utilizar, por lo que se decidió 

generarlos mediante el diseño de los oligonucleótidos para esta región. Se encontraron 

únicamente dos opciones viables: un cambio de base para generar el sitio de restricción para 

SpeI y otro para EcoRI (Figura 10). Para generar el sitio de restricción para SpeI se cambió 

una C por T, mientras que para la generación de EcoRI se cambió una G por T. 
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Con este cambio se pudo realizar el diseño de los oligonucleótidos para amplificar el brazo 

izquierdo (Tabla 16). 

 

Figura 10. Representación gráfica de los cambios de base para la generación de sitios de restricción en la región 

río arriba del operón pqq de A. brasilense Sp7. Los recuadros rojos muestran la ubicación de los sitios de 

restricción generados. En azul se muestra la secuencia elegida para hacer el cambio de base en los 

oligonucleótidos mostrados en morado.  

 

Tabla 16. Principales características de los oligonucleótidos para amplificar el brazo izquierdo. Se muestra el 

sitio de restricción subrayado en amarillo y la base cambiada en color rojo. 

Oligonucleótido Secuencia 5’-3’ Tamaño %G/C Tm Amplificado 

PQQECOR12F30 CGGGGAATTCCGTCGTGGGAG 18 bp 61.1% 56.7°C 

1655 bp 

PQQSPE12R31 TCCCCACTAGTGAACGTTAGAACG 20 bp 60.0% 59.5°C 

 

De igual forma se realizó el análisis de estructuras secundarias en OligoAnalyzer Tool. En el 

oligonucleótido forward se encontraron 3 hairpins a 45.9, 47.3 y 40.8°C (Figura 11A) y 11 

homodímeros con ΔG entre -14.65 y -1.57 kcal/mol (Figura 11B). En el oligonucleótido 

reverse se identificó un solo hairpin a 46.4°C (Figura 11C) y 11 homodímeros con ΔG entre 

-10.75 y -0.96 kcal/mol (Figura 11D). En cuanto a los heterodímeros se detectaron 20 

posibles formaciones con ΔG entre -10.78 y -1.34 kcal/mol (Figura 11E). La razón de los 

valores considerablemente negativos se debe a los sitios de restricción de ambos 
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oligonucleótidos que favorece su unión. Se diseñaron varios oligonucleótidos y se probó con 

otros sitios de restricción, pero los finalmente presentados son los más viables. Para evitar la 

formación de estructuras secundarias se optó por añadir DMSO a la mezcla de reacción de 

PCR. 

A)  B)  

C) D)  

E)  

Figura 11. Estructuras secundarias de los oligonucleótidos del brazo izquierdo. A) Hairpins (3) oligonucleótido 

forward. B) Hairpin (1) oligonucleótido reverse. C) Homodímeros (11) oligonucleótido forward. D) 

Homodímeros (11) oligonucleótido reverse. E) Heterodímeros (20) oligonucleótidos brazo izquierdo. Obtenido 

de OligoAnalyzer Tool. 
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Obtención del amplicón del Brazo derecho 

Con la finalidad de obtener el amplicón del brazo derecho se probaron diferentes 

temperaturas de alineamiento para la PCR, comenzando por 53°C (promedio de ambas Tm 

menos 5°C), subiendo 1°C hasta obtener el amplificado esperado de 1655 bp. La temperatura 

de alineamiento final fue 59°C (Figura 12). El producto de PCR se corrió en un gel de agarosa 

al 0.7% en buffer TBE 0.5X a 75 V junto al marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb 

(Figura 13A). Para determinar el tamaño de la banda del producto de PCR (carril 1) en el gel 

de agarosa se hizo una curva estándar en Excel (Figura 13C) dando un tamaño aproximado 

de 1660 bp, muy cercano al esperado de 1655 bp. 

 

 

Figura 12. Gráfica de las condiciones de amplificación del brazo derecho. 
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A) B) C)  

Figura 13. Amplificación del brazo derecho. A) Electroforesis en gel de agarosa al 0.7%. M: GeneRuler 1 kb 

DNA Ladder. Carril 1: Producto de PCR del brazo derecho. B) Predicción de la amplificación del brazo derecho 

de 1655 bp en SnapGene. C) Curva estándar en Excel para determinar el tamaño de la banda del carril 1 en el 

gel de agarosa, el tamaño obtenido fue de 1660 bp. 

 

Clonación del brazo derecho en pGEM-T Easy (pGBD) 

La amplificación del brazo derecho se precipitó y se ligó al vector plasmídico pGEM-T Easy 

(Figura 14), como resultado se obtuvo la clona pGBD (Figura 15) con un tamaño de             

4670 bp. 

 

 

 

 

 

Figura 14. Representación gráfica 

del plásmido pGEM-T Easy. 
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A)   B)  

Figura 15. A) Representación gráfica del plásmido pGBD, los oligonucleótidos se muestran en color morado. 

Creado con SnapGene. B) Transformación pGBD en células competentes E. coli DH5𝛼 sembradas en agar LB 

+ Amp + IPTG + X-GAL. 

 

Para comprobar la clonación del brazo derecho, se hizo PCR a partir de ADN plasmídico 

pGDB de 5 clonas blancas seleccionadas al azar. De las 5 clonas, solo 1 amplificó una banda 

muy similar al control de 1655 bp (PCR con ADN cromosómico de A. brasilense Sp7) 

(Figura 16A). Se hizo una curva de calibración para determinar el tamaño de las bandas de 

los productos de PCR de las clonas obtenidas del brazo derecho (Figura 16B). En el gel se 

observa que, de acuerdo con la curva, el control (carril 1) amplificó una banda de 1660 bp; 

la clona 1 (carril 2) amplificó una banda de aproximadamente 1692 bp; la clona 2 (carril 3) 

amplificó una banda de 1568 bp; la clona 3 (carril 4) amplificó dos bandas, una de 7592 bp 

y otra de 3418 bp; la clona 4 (carril 5) amplificó una banda de 2166 bp; y la clona 5 (carril 

6) amplificó una banda de 2046 bp aproximadamente. Se seleccionó la clona 1 para hacer 

restricción enzimática con 4 enzimas diferentes, liberando fragmentos de diversos tamaños, 

esto con la finalidad de comprobar que se haya clonado correctamente el brazo derecho y no 

se haya clonado algún otro fragmento no deseado. Haciendo las comparaciones entre las 

bandas del gel de agarosa (Figura 17A) y las predicciones en SnapGene (Figura 17B), la 
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enzima EcoRI liberó una banda de 2997 bp y otra de 1673 bp; SalI 4184 bp y 486 bp; HindIII 

4670 bp y SpeI 4670 bp, obteniendo los resultados esperados. También se realizó la curva 

estándar (Figura 17C) cuyos tamaños se aproximan a los esperados. 

A)  

B)  

Figura 16. Productos de PCR de las clonas obtenidas del brazo derecho. A) Electroforesis en gel de agarosa al 

0.7%. PCR de 5 clonas seleccionadas al azar del brazo derecho. M: GeneRuler 1 kb DNA Ladder. Carril 1: PCR 

control A. brasilense Sp7. Carril 2: PCR clona 1. Carril 3: PCR clona 2. Carril 4: PCR clona 3. Carril 5: PCR 

clona 4. Carril 6: PCR clona 5. B) Curva estándar en Excel para determinar el tamaño de las bandas de los 

productos de PCR de las clonas del brazo derecho en el gel de agarosa. 
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A) B)  

C)  

Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. A) Restricción enzimática de la clona 1. M: GeneRuler 1 

kb DNA Ladder. Carril 1: Restricción con EcoRI. Carril 2: Restricción con SalI. Carril 3: Restricción con 

HindIII. Carril 4: Restricción con SpeI. Carril 5: ADN plasmídico clona 1 sin cortar. B) Predicción de los 

patrones de restricción de la clona 1 en SnapGene. C) Curva estándar de las restricciones de la clona 1 del brazo 

derecho. 
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Análisis de secuenciación 

Luego de realizar PCR y restricción enzimática, se mandó a secuenciar la clona 1 para 

corroborar que el gen clonado corresponde a la región río abajo del operón pqq de A. 

brasilense Sp7 y para visualizar el sentido en que está clonado, debido a que de eso depende 

las enzimas a utilizar para clonar el marcador de selección. Los resultados de la secuenciación 

se analizaron en el programa BioEdit v7.2.5, el electroferograma obtenido se muestra en la 

Figura 18. 

 

Figura 18. Electroferograma del fragmento inicial la de secuenciación de la clona 1 pGBD visualizado en 

BioEdit v7.2.5. 

Después de analizar el electroferograma, en el mismo programa (BioEdit v7.2.5) se obtuvo 

la secuencia FASTA del fragmento clonado presentado a continuación. 

>Secuencia pGDB 

GCGMRGTGCATGCTCCGGCCGCCATGGCGGCCGCGGGAATTCGATTCTGGGAA

GGAAGGAGCAGCGCGAGGGGGCCTTCGGCATGCGTCCCCTCGCATTGCTTTTTG

GAGAGCACGGGATGACCACCGCCAAGACCGTCCAGATCGGCACCCTGAYKRTC

GCCAACGACCGGCCGTTCACTTTGATCGCCGGACCGTGCCAGATGGAGAGCCG

CGACCACGCGCTGGAGACGGCGGCGGCGCTGGTGGAGATGACCGGCGCGCTGG

GCATCGGGCMGATCTACAAGTCGTCCTTCGACAAGGCCAACCGCACCTCCATCA

SCACGGCGCGCGGCCCCGGCATGGACRAGGCGCTGCCGATCTTCGCCGAGATCA

AGGAGCGGTTCGGCTGCCCGGTGATCACCGACGTGCACGAGGCCGACCAGTGC

GCCGTCGTGGCCGAGGTGATGGACGTCCTCCAGATTCCCGCCTTCCTGTGCCGC

CAGACCGACCTGTTGATCGCCGCGGCGAAGACGGGCCGGGCGGGTCAACGTCA

AGAAGGGCCAGTTCCTCGCCCCCCTGGGGACATGAAGAACGTTGCGGCGAAGC

TGGTGGCGTCGGGCAACGACAAAGGTGCTGCTGTGCGAGCGCGGTGCCAGCTT
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CGGCTACAACACGCTGGTGTCGGACATGCGCTCCCTGCCGATCATGGCGGAGAC

CGGCTTCCCGGTGGTCTTCGACGCCACCCATTCCGTTCAGCAGCCGGGCGGGCA

GGGCACCACCTCCGGCGGGCAGCGCGAGTTCGWKCCGGTGCTGGCGCGCGCC

GCCATCGCCGTGGGCGTCGCCGCCGTTTTCATGGAGACCCATGAGAATCCGGAC

TGCGCCCCCAGCGGCGGTCCGAACATGGTCCCGCTGAAGGAGATGCCGGTCCT

GCTGGCGCGGCTCCAGGCTTCGATCGGCTCGCAAAGGCTGACGAAAGGACAGT

TCGGGAACGYGCGTGCCGGTCCCGGCGTTGGMSTTGGCMCGSGGCGCCGSGCT

TATGGTGGAGSGCCGSGAATGGAGCCATGGAGCACGCATGAGCGATCCGCCTGK

GSGCCATCTAGCCATCGGCAKGTGGCSSGATGATCGCTGTCGGWCTCGGGCATC

GACGGTCGTCCGCAAGCTCACMGCGATGCGAAGGCAGCGCATGCGCGGCAMA

GGCGGTACMMCCMCGCGGGTC 

En la secuencia FASTA obtenida, se indicó con color rojo aquellas bases diferentes a A, T, G 

o C para visualizar el grado de pureza de la secuencia. 

Posteriormente, se hizo un “curado” de la secuencia obtenida donde se eliminaron las bases 

que no fueran A, T, G o C, es decir, las marcadas con rojo en la secuencia anterior. Esto se 

hizo con la finalidad obtener una secuencia con únicamente bases que pueda reconocer la 

base de datos empleada. La secuencia se ingresó en la base de datos Nucleotide BLAST de 

NBCI para buscar si el fragmento clonado corresponde a la secuencia del brazo derecho. Los 

primeros 29 resultados obtenidos, corresponden al género Azospirillum, dentro de los cuales 

se encuentra Azospirillum brasilense Sp7 con un 96.23% de identidad con la secuencia 

ingresada y cuyo GenBank (CP033312.1) es el mismo que se utilizó para el diseño de 

oligonucleótidos de las regiones aledañas al operón pqq. En la Figura 19A solo se presentan 

los primeros 12 resultados en donde se visualiza el nombre de la especie bacteriana, el score, 

el valor E y el número de acceso de la secuencia. En la Figura 19B se muestra el alineamiento 

de la secuencia ingresada (producto de la secuenciación) con la región río abajo del operón 

pqq de A. brasilense Sp7 correspondiente al brazo derecho. Finalmente, en la Figura 19C se 

muestra una representación gráfica del contexto genético de A. brasilense Sp7 en la cual se 

indica dónde se alineó la secuencia FASTA ingresada (producto de la secuenciación), la cual 

sí corresponde al brazo derecho. 
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C)  

Figura 19. Resultados del Nucleotide BLAST que se realizó con el resultado de la secuenciación de la clona 1. 

A) Descripción detallada del alineamiento donde se muestra el porcentaje de identidad y la referencia de la cepa 

alineada. El recuadro rojo marca la presencia de la secuencia esperada. B) Alineamiento de la secuencia de la 

clona 1 (Query) con la secuencia de Azospirillum brasilense Sp7 (Sbjct). C) Contexto genético del alineamiento. 

El fragmento clonado se muestra en el recuadro amarillo. Obtenido de NCBI Nucleotide BLAST. 

Con los resultados obtenidos, se llegó a la conclusión de que el fragmento clonado en el 

vector pGEM-T Easy corresponde a la región río abajo del operón pqq de A. brasilense Sp7 

tal y como se esperaba, además se determinó el sentido en que se clonó y con esto se decidió 

qué enzimas de restricción usar para clonar el gen de resistencia a antibiótico. 

 

Obtención del gen de resistencia a gentamicina 

Como marcador de selección para la mutante por deleción del operón pqq de A. brasilense 

Sp7, se eligió el gen Ω gentamicina del plásmido pBSL142 (Figura 20) porque A. brasilense 

Sp7 no presenta resistencia a este antibiótico. De acuerdo con la orientación, obtenida a partir 

del análisis de la secuenciación de pGBD, en que se clonó el brazo derecho, se decidió liberar 

el Ω-Gm de 1672 bp mediante una restricción enzimática doble con las enzimas HindIII y 

SpeI (Figura 21A). Se corrió la restricción en un gel de electroforesis al 1.2% en TBE 0.5X 

a 90 V, posteriormente se cortó y purificó la banda correspondiente al gen Ω-Gm (1672 bp) 

siguiendo el protocolo indicado en la sección de materiales y métodos. La curva estándar 

señaló tamaños cercanos a la predicción hecha con SnapGene (Figura 21B y C).  
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Figura 20. Representación gráfica del plásmido pBSL142. Se muestran las enzimas de restricción HindIII y 

SpeI usadas para la obtención del gen de resistencia a gentamicina. 

 

A) B) C)  

Figura 21. A) Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. Restricción enzimática del plásmido pBSL142 con 

HindIII y SpeI. Se cortó la banda de 1672 bp correspondiente al Ω-Gm. M: GeneRuler 1 kb. Carril 1: Restricción 

enzimática pBSL142. Carril 2: ADN plasmídico pBSL142 sin cortar. B) Predicción del patrón de restricción de 

pBSL142 en SnapGene. C) Curva estándar de la restricción de pBSL142 elaborada en Excel. 
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Clonación Ω-Gm en pGBD 

Se abrió el plásmido pGBD con las enzimas de restricción HindIII y SpeI y fue ligado con el 

gen Ω-Gm cortado con las mismas enzimas. Como resultado se obtuvo la construcción 

plasmídica pGBDGm con un tamaño de 6284 bp (Figura 22A) y con resistencia a ampicilina 

(200 µg/ml) y gentamicina (8 µg/ml) (Figura 22B). Para comprobarlo se hizo extracción 

plasmídica y posteriormente restricción enzimática con EcoRI, donde se visualizaron en un 

gel de agarosa al 1.2%, una banda de 3287 bp y otra de 2997 bp (Figura 23A). Se hizo una 

curva estándar para determinar los tamaños aproximados de las bandas visualizadas en el gel 

de agarosa (Figura 23C). 

 

A) B)  

Figura 22. A) Representación gráfica del plásmido pGBDGm, la línea roja representa el gen Ω-Gm insertado. 

Creado con SnapGene. B) Transformación pGBDGm en células competentes E. coli DH5𝛼 sembradas en agar 

LB + Amp + Gm. 
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A)   B)  

 

 

Figura 23. A) Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. M: GeneRuler 1 kb. Carril 1: ADN plasmídico 

pGBDGm sin cortar. Carril 2-9: Restricción enzimática pGBSGm con EcoRI. B) Predicción del patrón de 

restricción de pGBDGm en SnapGene. C) Curva estándar de la restricción de pGBDGm, los tamaños obtenidos 

son aproximados a los predichos por SnapGene. 

 

Con estos resultados, se llegó a la conclusión de que clonó con éxito el brazo derecho y el 

gen de resistencia a antibiótico, por lo tanto, se decidió iniciar la clonación de la última parte 

que corresponde al brazo derecho para obtener la construcción plasmídica que se usará para 

obtener la mutante del operón pqq de A. brasilense Sp7. 
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PCR Brazo izquierdo 

Se hicieron reacciones de PCR con cantidades y condiciones similares a las del brazo 

derecho, pero no se obtuvo ningún amplificado, por lo que se decidió añadir DMSO a la 

reacción de PCR para disminuir la formación de secuencias secundarias entre los 

oligonucleótidos y que éstos se puedan unir adecuadamente a la secuencia de ADN. Se hizo 

un gradiente de 57 – 66°C, los 9 productos de PCR se corrieron en un gel de agarosa al 1.2% 

en buffer TBE 0.5X a 90 V junto al marcador de peso molecular GeneRuler 1 kb. En la 

mayoría de las reacciones de PCR se obtuvo el amplificado esperado de 1736 bp (Figura 24). 

La banda deseada se vio mejor definida y sin barridos a 63.6 y 65°C por lo que se sugiere 

que la temperatura de alineamiento podría ser de 64°C. 

A)  B)  

Figura 24. Amplificación del brazo izquierdo usando gradiente de 57 a 66°C. Del carril 1-9 se ve una banda 

correspondiente a la esperada de 1736 bp. A) Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. M: GeneRuler 1 kb. 

Carril 1: 57°C. Carril 2: 57.7°C. Carril 3: 58.2°C. Carril 4: 59.7°C. Carril 5: 61.3°C. Carril 6: 62.9°C. Carril 7: 

63.6°C. Carril 8: 65°C. Carril 9: 66°C. B) Predicción de la amplificación del brazo izquierdo de 1736 bp en 

SnapGene. 

 

Aún falta hacer más pruebas de PCR para confirmar la temperatura de alineamiento a 64°C 

y para obtener el brazo izquierdo y clonarlo en la construcción pGBDGm para continuar con 

la obtención de la mutante por deleción del operón pqq de Azospirillum brasilense Sp7. 
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Discusión 

 

La interacción bacteria-planta es una de las asociaciones más estudiadas debido a los 

beneficios de diversos microorganismos en la promoción del crecimiento vegetal (1). Una de 

las bacterias más estudiadas es A. brasilense Sp7, una rizobacteria Gram-negativa fijadora 

de nitrógeno, descrita en muchos estudios por proveer nutrientes, inducir resistencia a agentes 

patógenos y producir fitohormonas (43). El análisis bioinformático reveló que A. brasilense 

Sp7 contiene 5 genes para la biosíntesis de PQQ dispuestos en un operón (pqqA, pqqB, pqqC, 

pqqD y pqqE). PQQ es un cofactor de quinoproteínas deshidrogenasas como la glucosa 

deshidrogenasa, la cual es responsable de tomar la glucosa del medio y convertirla en ácido 

glucónico. El ácido glucónico es el responsable de solubilizar los fosfatos al liberar fósforo 

de minerales de fosfato y otros fosfatos inorgánicos, el cual se vuelve biodisponible para la 

planta (17,18,44,45). 

El objetivo general de este trabajo fue realizar una construcción plasmídica para obtener la 

mutante por deleción del operón pqq. Para obtener la construcción plasmídica, se analizaron 

bioinformáticamente las regiones río arriba y río abajo del operón pqq en un margen de 2000 

bp con la finalidad de elegir la región óptima a clonar mediante PCR. Dicha región debía 

tener sitios de restricción únicos que coincidieran con los de los vectores plasmídicos pGEM-

T Easy y pBSL142 para poder hacer las clonaciones. La región río abajo del operón pqq fue 

la que cumplió con este criterio, dentro de esta región se encontraron los sitios de restricción 

para las enzimas XhoI, HindIII, SphI y EcoRV (Figura 7). Se decidió trabajar con las enzimas 

SphI y HindIII porque son las más próximas al operón y porque son enzimas disponibles en 

el laboratorio. A partir de ahí se diseñaron los oligonucleótidos PQQHIND3F25 y 

PQQSPH1R26.  

Para clonar la región río abajo, denominada “brazo derecho”, se decidió trabajar con el 

plásmido pGEM-T Easy debido a que es un sistema muy conveniente para clonar productos 

de PCR generados por la polimerasa que se maneja en el laboratorio, la ADN polimerasa 

Dream Taq. Esta polimerasa tiene la característica de añadir una base adenina (A) al extremo 

3' de los productos de PCR, mientras que pGEM-T Easy contiene una base timina (T), lo cual 

resultó muy útil para la clonación TA. De esta forma se obtuvo la clona denominada pGBD, 
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la cual se comprobó con el crecimiento de colonias blancas resistentes a Ampicilina y con 

técnicas de biología molecular como PCR y restricción enzimática. La PCR es una de las 

técnicas básicas de biología molecular para el análisis de secuencias de ADN que genera 

múltiples copias de un segmento específico de ADN (46,47). A partir de la extracción de 

ADN de la clona 1 se hizo PCR con los oligonucleótidos PQQHIND3F25 y PQQSPH1R26 

para determinar la presencia del brazo derecho en la clona seleccionada. Se obtuvo un 

amplificado positivo de 1655 bp (Figura 16A) confirmando la presencia de este fragmento. 

Así mismo se hizo una restricción enzimática con las enzimas EcoRI SalI, HindIII, y SpeI. 

Su usó EcoRI porque es una de las enzimas que permite remover el inserto con una digestión 

simple, en caso de que no se haya clonado nada, en el gel se observaría una banda de 3 kb, 

en caso de que sí, se observarían dos bandas, una de 3 kb y otra del tamaño del inserto. En el 

carril 1 de la Figura 17A se observaron dos bandas, una de 2997 bp y otra de 1673 bp 

correspondiente al brazo derecho. Se usó SalI porque esta enzima tiene dos sitios de 

restricción en pGBD, uno de esos sitios proviene de pGEM-T Easy, mientras que el otro sitio 

se encuentra dentro del inserto, al hacer la restricción se observaron dos bandas, una de 4184 

bp y otra de 486 bp. También se hizo restricción con HindIII porque presenta un sitio único 

de restricción ubicado en el inserto, esta enzima no tiene sitio de restricción en pGEM-T Easy 

por lo tanto si corta es por la clonación del brazo derecho. Finalmente se hizo restricción con 

SpeI que presenta sitio de restricción único proveniente de pGEM-T Easy, por lo tanto, si el 

brazo derecho está clonado se obtendría una banda de casi 4.7 kb, de lo contrario se 

observaría una banda de 3 kb. En el carril 4 de la Figura 17A se observó una banda única de 

4670 bp. 

Otra técnica de biología molecular que se utilizó para confirmar la clonación del brazo 

derecho fue la secuenciación. Se mandó a secuenciar solo la clona analizada mediante PCR 

y restricción enzimática a la Unidad de Síntesis y Secuenciación de DNA del Instituto de 

Biotecnología de la UNAM donde se empleó el método de Sanger, uno de los más utilizados 

en los últimos años. La secuenciación de Sanger se basa en la amplificación de una cadena 

de ADN usando didesoxinucleótidos (ddNTPs), los cuales interrumpen la amplificación 

generando fragmentos con longitudes variables que son separados por electroforesis capilar 

y posteriormente se detecta la fluorescencia de los ddNTPs para determinar la secuencia 
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nucleotídica. La ventaja de clonar en pGEM-T Easy es que contiene el sitio de unión para los 

oligonucleótidos de secuenciación universales pUC/M13. Una vez obtenidos los resultados, 

se analizaron con el programa BioEdit v7.2.5 donde se visualizó un electroferograma y se 

obtuvo la secuencia en formato FASTA. Una de las limitaciones de la secuenciación de 

Sanger es que presenta secuencias de baja calidad en los primeros y últimos 15-40 bp debido 

a la pobre resolución de pequeños fragmentos y grandes fragmentos en la electroforesis. Los 

nucleótidos no determinados fueron eliminados manualmente de la secuencia, se eliminaron 

aquellas pares de bases sobrepuestas y no bien definidas. La secuencia obtenida se ingresó 

en la base de datos Nucleotide BLAST de NCBI, una herramienta bioinformática que detecta 

regiones de similitud entre secuencias biológicas comparando secuencias de nucleótidos con 

bases de datos de secuencias y calcula la significancia estadística de esas comparaciones (48), 

para determinar si el fragmento clonado corresponde al brazo derecho. El análisis reveló que 

efectivamente el inserto corresponde al esperado con un 96.23% de identidad, un valor E de 

0.0 y un score de 1705 el cual fue significativo (Figura 19). El propósito de mandar a 

secuenciar también fue para conocer la dirección en que se clonó el brazo derecho y con eso 

establecer las enzimas a utilizar para clonar el marcador de selección. 

Se seleccionó el plásmido pBSL142 por sus característicos sitios de clonación múltiple 

(MCS) y por poseer un gen de resistencia a gentamicina o Ω-Gm. Su diseño provee varias 

opciones de sitios de restricción a elegir para realizar construcciones plasmídicas y 

mutagénesis (42). Se utilizó el gen Ω-Gm para concederle la resistencia a gentamicina y que 

sirviera como marcador de selección para obtener la construcción plasmídica pGBDGm. La 

elección del gen Ω-Gm se debe a que A. brasilense Sp7 es resistente a ampicilina, pero 

sensible gentamicina, de esta forma se aseguró que las colonias crecidas en placas de agar 

LB + Apm + Gm sea por la clonación del marcador y no por resistencia natural (11). 

La clonación del gen Ω-Gm en pGBD se realizó mediante restricción enzimática. Se hizo 

una restricción doble con HindIII y SpeI porque son enzimas que tienen sitios de restricción 

en pGBD y pBSL142 y porque, de acuerdo con la dirección en que se clonó el brazo derecho, 

el marcador de selección se debe clonar del lado donde está el sitio de restricción para HindIII 

para que tome el lugar del operón pqq cuando se realice la mutación. Dando lugar a la 

construcción plasmídica pGBDGm. 
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Se seleccionaron las colonias blancas que crecieron en medio LB + Amp + Gm, a las cuales 

se les hizo restricción enzimática con EcoRI para confirmar la clonación del marcador de 

selección, dando como resultado dos bandas de tamaños similares, 3287 y 2997 bp. 

Se realizó una primera prueba de PCR para amplificar el brazo izquierdo usando un gradiente 

de temperatura de 57-66°C para determinar la temperatura de alineamiento, la cual con los 

resultados obtenidos (Figura 24) se sugiere sea de 64°C debido a que en el gradiente las 

bandas más definidas se presentaron a 63.6°C y 65°C. Hace faltar realizar más pruebas de 

PCR para determinar la temperatura de alineamiento óptima, sin embargo, ya se obtuvo una 

primera prueba positiva de que los oligonucleótidos diseñados son específicos para 

amplificar la región río arriba del operón pqq, correspondiente al brazo izquierdo. 

El brazo derecho se clonó en el vector plasmídico pGEM-T Easy ya que es muy útil para 

clonaciones TA y posteriormente se transformó en E. coli DH5α donde se agregó un gen de 

resistencia a gentamicina como marcador de selección proveniente del plásmido pBSL142, 

en otros trabajos se han reportado con éxito las mismas estrategias con la diferencia de que 

emplearon el vector pCR2.1, el cual también resulta útil para clonaciones TA (49). 

Como se propuso en la estrategia de trabajo (Figura 5), una vez obtenida la construcción 

plasmídica final, se pretende clonarlo en un vector suicida para inducir a la bacteria a realizar 

una doble recombinación homóloga y de esta forma obtener la mutante, tal y como se ha 

reportado en otros trabajos como el de Carreño-López et al., en 2009, en donde obtuvieron 

las mutantes Sp74031 (chsA-Tn5) y Sp74088 (purK-Tn5) por recombinación homóloga 

donde utilizaron como vector suicida a pSUP202 (13). 

Se ha reportado que los vectores suicidas son útiles para la mutagénesis debido a que 

permiten la movilización de ADN en Azospirillum sin la integración estable de todo el vector, 

lo cual resulta favorable para las recombinaciones homólogas donde se reemplaza el ADN 

del huésped con el ADN transmitido por el vector (50). 

La finalidad de una mutación por deleción del operón pqq de A. brasilense Sp7 es para 

analizar su relación directa con la solubilización de fosfatos en esta cepa, en el estudio de 

Vikram y colaboradores utilizaron la construcción pMCG898 que contiene los genes para la 

biosíntesis de PQQ para movilizarlo dentro de una cepa de Azospirillum incapaz de 
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solubilizar fosfatos por medio de conjugación bilateral, el resultado obtenido fue que dicha 

cepa adquirió la capacidad de solubilizar fosfato dicálcico (44).  En el estudio de Sharma y 

colaboradores analizaron la cepa Priestia megaterium AIOASP1 como promotor del 

crecimiento del tomate y encontraron que los genes gcd y pqq fueron los responsables de 

aumentar la absorción de fósforo de las plantas a través de la producción de ácido orgánico 

(51). Los resultados obtenidos en este trabajo nos acercan más a obtener la mutante esperada 

de A. brasilense Sp7 para continuar con los estudios sobre el operón pqq y la solubilización 

de fosfatos en esta cepa. 
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Conclusiones 

A. brasilense es una de la rizobacterias más estudiadas debido a los diversos mecanismos que 

tiene para promover el crecimiento de las plantas. El más estudiado es la fijación de 

nitrógeno, sin embargo, también cuenta con otros mecanismos como la solubilización de 

fosfatos. Si bien es un mecanismo ya reportado en otras rizobacterias, en A. brasilense Sp7 

no se ha descrito el proceso de forma completa y detallada. En este proyecto se realizó la 

construcción plasmídica pGBDGm la cual contiene la región río abajo del operón pqq de A. 

brasilense Sp7 y el gen Ω-Gm como marcador de selección, para en un futuro clonar la región 

río arriba y con ello obtener la mutante por deleción del operón PQQ en esta cepa. De esta 

forma proponer a A. brasilense Sp7 como modelo de estudio para la regulación de la 

expresión de los genes pqq y continuar con las investigaciones del cofactor PQQ y su papel 

en la promoción del crecimiento vegetal. 

 

Perspectivas 

Posteriormente se pretende clonar la región río arriba del operón pqq de A. brasilense Sp7 

correspondiente al brazo izquierdo, en la construcción plasmídica obtenida en este proyecto 

para clonarlo en un vector suicida, como el pSUP202. La razón de utilizar dicho plásmido es 

porque carece de un origen de replicación compatible para A. brasilense Sp7, por lo que al 

insertarlo en A. brasilense, la bacteria solo tendrá la opción de degradar el plásmido o 

integrarlo a su genoma, además de que contiene genes de movilidad y genes de resistencia a 

ampicilina, cloranfenicol y tetraciclina como marcadores (52). Para eliminar el operón pqq 

se decidió hacerlo mediante una doble recombinación homóloga, por ello se delimitaron sus 

regiones río arriba y rio abajo y se clonó un marcador de selección que es un gen de 

resistencia a gentamicina. Lo que se espera es que se recombinen las regiones homólogas y 

se intercambie el operón pqq por el gen de resistencia a gentamicina como se ilustra en la 

figura 5. De esta forma se obtendría la mutante por deleción del operón pqq de Azospirillum 

brasilense Sp7 y así continuar con las investigaciones sobre el papel de PQQ en la 

solubilización de fosfatos como mecanismo para promover el crecimiento vegetal. 
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Anexos 

ZyppyTM Plasmid Miniprep de Zymo Research 

1. Agregar 600 µl de cultivo bacteriano en medio LB a un tubo Eppendorf de 1.5 ml. 

▪ Si es muy poco pellet bacteriano, se puede centrifugar y agregar más cultivo 

(hasta 3 ml). 

▪ Se recomienda usar medio LB, si proviene de otro medio de cultivo se deben 

centrifugar 600 µl – 3 ml, 30 segundos a máxima velocidad y resuspender en 

600 µl de H2O PISA o Buffer TE. 

2. Agregar 100 µl de 7X Lysis Buffer y mezclar invirtiendo el tubo 4-6 veces. Dejar 

reposar 2 minutos. 

▪ Debe pasar de color azul fuerte a azul claro para asegurar la lisis. 

▪ Si el 7X Lysis Buffer tiene algún precipitado se debe incubar a 30-37°C por 

30 minutos, luego mezclar por inversión para resuspender el buffer. No usar 

microondas. 

3. Agregar 350 µl de Neutralization Buffer frío y mezclar bien por inversión. La 

solución del tubo se volverá amarilla cuando termine de neutralizar y se comenzará a 

ver una masa visible. 

▪ Adicionalmente invertir 2-3 veces para asegurar la neutralización. 

4. Centrifugar 3 minutos a 12000 rpm. 

5. Transferir sobrenadante a la columna Zymo-Spin IIN sin tocar el pellet. 

6. Centrifugar 15 segundos a 12000 rpm. 

7. Desechar flujo continuo y volver a colocar la misma columna a la camisa. 

8. Agregar 200 µl de Endo-Wash Buffer a la columna y centrifugar por 30 segundos. 

▪ Se puede o no desechar el flujo. 

9. Agregar 400 µl de Zyppy Wash Buffer a la columna y centrifugar por 1 minuto. 

Desechar flujo continuo. 

10. Transferir columna a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y agregar 30 µl de Zyppy Elution 

Buffer directamente al filtro blanco de la columna y dejar reposar 1 minuto a 

temperatura ambiente. 

▪ Dejar reposar 5-10 minutos para plásmidos >10 kb. 

11. Centrifugar por 30 segundos para eluir el ADN plasmídico. 
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Preparación de soluciones 

Acetato de sodio 3M pH 5.2 

 g/L 

Acetato de sodio 246.09 (3M) 

Agua destilada Aforar a 1L 

 

Ajustar pH a 5.2 con ácido acético glacial. Esterilizar a 15 lb durante 15 minutos. 

 

Agar LB 

 g/L 

NaCl 10 

Triptona 10 

Extracto de levadura 5 

Agar 15 (1.5%) 

Agua destilada Aforar a 1L 

 

Esterilizar a 10 lb durante 15 minutos. 

 

Agarosa al 0.7% 

 g/L 

Agarosa 7 

Buffer TBE 0.5X Aforar a 1L 

 

Calentar en microondas hasta que se funda la agarosa por completo. 
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Agarosa al 1.2% 

 g/L 

Agarosa 12 

Buffer TBE 0.5X Aforar a 1L 

 

Calentar en microondas hasta que se funda la agarosa por completo. 

 

Buffer TBE 0.5X 

Buffer TBE 10X g/100 ml 

Tris base 10.8 

Ácido bórico 5.5 

EDTA 0.744 (0.5M) 

Agua destilada 50 ml 

 

Disolver con agitador magnético y luego ajustar pH a 8.2-8.4 con HCl. Aforar a 100 ml con 

agua destilada. Esterilizar a 15 lb durante 15 minutos. 

Disolver 20 veces con agua destilada para llegar a una concentración final de 0.5X. 

 

Buffer TE10/1 

 g/L 

Tris base 1.2114 (10 mM) 

EDTA 3.7224 (1 mM) 

Agua destilada Aforar a 1L 

 

Esterilizar a 15 lb durante 15 minutos. 
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Buffer TE50/20 

 g/L 

Tris base 6.057 (50 mM) 

EDTA 7.4448 (20 mM) 

Agua destilada Aforar a 1L 

 

Esterilizar a 15 lb durante 15 minutos. 

 

Cloroformo: alcohol isoamílico 24:1 

 ml/50 ml 

Cloroformo 48 

Alcohol isoamílico 2 

 

Fenol: cloroformo: alcohol isoamílico 25:24:1 

 ml/50 ml 

Fenol 25 

Cloroformo 24 

Alcohol isoamílico 1 

 

Medio líquido LB 

 g/L 

NaCl 10 

Triptona 10 

Extracto de levadura 5 

Agua destilada Aforar a 1L 

 

Esterilizar a 10 lb durante 15 minutos. 
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Medio SOC 

 L 

NaCl 10 mM 

Triptona 2% 

Extracto de levadura 0.5% 

KCl 2.5 mM 

MgCl2 10 mM 

MgSO4 10 mM 

Glucosa 20 mM 

Agua destilada Aforar a 1L 

 

Esterilizar a 10 lb durante 15 minutos. 

 

MMAB 

 g/L 

K2HPO4 3 

NaH2PO4 1 

NH4Cl 1 

MgSO4·7H2O 0.3 

KCl 0.15 

*CaCl2·2H2O 0.01 

*FeSO4 0.0025 

Ácido málico 34 mM 

*Microelementos 100X 10 ml 

Agua destilada Aforar a 1L 

 

Microelementos 100X g/L 

MnSO4·H2O 0.25 

ZnSO4·7H2O 0.07 
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CoSO4·7H2O 0.014 

CuSO4·5H2O 0.0125 

H3BO3 0.003 

Na2MoO4·2H2O 0.05 

Agua destilada Aforar a 1L 

 

Ajustar pH a 7.0 con KOH. Esterilizar a 10 lb durante 10 minutos. 

*CaCl2·2H2O, FeSO4 y microelementos 100X se agregan al final después de esterilizar el 

resto del medio. 

 

NaCl 5M 

 g/L 

NaCl 292.2 (5M) 

Agua destilada Aforar a 1L 

 

Esterilizar a 15 lb durante 15 minutos. 

 

NaI 6M 

 g/L 

NaI 899.34 (6M) 

Agua destilada Aforar a 1L 

 

Esterilizar a 15 lb durante 15 minutos. 
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New Wash 1X 

 ml/L 

New Wash 10X 50 

H2O PISA 450 

Etanol 96% 500 

 

New Wash 10X g/50 ml 

Tris base 1.21 

NaCl 2.92 

Agua destilada Aforar a 50 ml 

 

Esterilizar a 15 lb durante 15 minutos. 

 

Sílica 

1. Pesar 0.5 g de sílica en una balanza analítica. 

2. Disolver por agitación en 14 ml de H2O PISA pH 2.0 en un tubo Falcon de 14 ml. 

3. Dejar reposar toda la noche. 

4. Centrifugar durante 1 min a 6000 rpm. 

5. Desechar sobrenadante. 

6. Hacer 3 lavados más con 14 ml de H2O PISA pH 2.0. 

7. Desechar sobrenadante. 

8. Resuspender sílica en 2 ml de H2O PISA pH 2.0. 

9. Pasar a un tubo Eppendorf de 1.5 ml con ayuda de una micropipeta. 

10. Almacenar a temperatura ambiente. 
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Solución 1 miniprep 

 g/50 ml 

Tris base 0.303 

Na2EDTA·2H2O 0.186 

Agua destilada 30 ml 

 

Ajustar pH a 8.0 con HCl. Aforar a 50 ml con agua destilada. Esterilizar a 15 lb durante 15 

minutos. 

 

Solución 2 miniprep 

 g/50 ml 

NaOH 0.4 

SDS 0.5 

Agua destilada Aforar a 50 ml 

 

Esterilizar a 15 lb durante 15 minutos. 

 

Solución 3 miniprep 

 g/50 ml 

Acetato de potasio 14.725 

Agua destilada 30 ml 

 

Ajustar pH a 5.5 con ácido acético glacial. Aforar a 50 ml con agua destilada. Esterilizar a 

15 lb durante 15 minutos. 
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Solución de competencia CaCl2 150 mM 

 g/100 ml 

CaCl2 2.205 (150 mM) 

Agua destilada Aforar a 100 ml 

 

Esterilizar usando un filtro de jeringa con un tamaño de poro de 0.45 µm. 

 


