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Abreviaturas

°C: Grados centigrados

ul: Microlitros

um: Micrometro

uM: Micromolar

A. brasilense: Azospirillum brasilense

A: Adenina

ADN o DNA: Acido desoxirribonucleico
Amp: Ampicilina

ARN o0 RNA: Acido ribonucleico

bp: Pares de bases

C: Citosina

CaCly: Cloruro de calcio

CaCl,-2H>0: Cloruro de calcio dihidratado
CoS04-7H>0: Sulfato de cobalto(Il) heptahidratado
CTAB: Bromuro de Cetiltrimetilamonio
CuS04-5H,0: Sulfato de cobre(Il) pentahidratado
ddNTP: Didesoxinucleotido trifosfato
DMSO: Dimetilsulfoxido

dNTP: Desoxinucle6tidos trifosfato

DO: Densidad optica

E. coli: Escherichia coli

EDTA: Acido Etilendiaminotetraacético



FeSO4-7H>0: Sulfato ferroso heptahidratado
g: Gramo

G: Guanina

Gm: Gentamicina

H>0O: Agua

H;BO;: Acido bérico

HCI: Acido clorhidrico

IPTG: Isopropil B-D-1-tiogalactopirandsido
K>HPO4: Fosfato dipotésico

kb: Kilobase

KCI: Cloruro de potasio

KOH: Hidroxido de potasio

L: Litro

Ib: Libra

LB: Luria-Bertani

M: Molar

MCS: Sitio de clonacion multiple

mg: Miligramo

MgCla: Cloruro de magnesio

MgSOg4: Sulfato de magnesio
MgSO4-7H>0: Sulfato de magnesio heptahidratado
ml: Mililitro

mM: Milimolar



MMAB: Medio minimo para Azospirillum brasilense
MnSO4-H>0: Sulfato de manganeso(Il) monohidratado
Na;EDTA2HO: Sal disédica dihidrato del acido etilendiaminotetraacético
Na;MoO4-2H>0: Dihidrato de molibdato de sodio
NaCl: Cloruro de sodio

NaH;POyq: Fosfato de sodio monobésico

Nal: Yoduro de sodio

NaOH: Hidréxido de sodio

NCBI: National Center for Biotechnology Information
ng: Nanogramo

NH4Cl: Cloruro de amonio

nm: Nandmetro

PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa

PQQ: Pirroloquinolina quinona

rpm: Revoluciones por minuto

SDS: Dodecil sulfato de sodio

SOC: Super Optimo con Represion Catabolica

T: Timina

TBE: Tris-Borato-EDTA

TE: Tris EDTA

Tm: Temperatura de fusién

U: Unidad

V: Voltios



v: volumen

X: Concentracion

X-GAL: 5-bromo-4-cloro-3-indolil--D-galactopiranosido
ZnS04-7H>0: Sulfato de zinc heptahidratado

AG: Energia libre de Gibbs

Q-Gm: Elemento omega gentamicina



Resumen

Azospirillum brasilense Sp7 es una bacteria ocasional de intestino humano y una de las
rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal mas estudiadas, conocida por ser fijadora
de nitrogeno, productora de biopelicula, fitoreguladores, acido indol-3-acético y sider6foros
con funcidn biocontroladora. En su genoma se encuentran los genes para la biosintesis de
PQQ (pqqABCDE), un cofactor de enzimas deshidrogenasas como la glucosa
deshidrogenasa, la cual se ha reportado que participa en la solubilizacion de fosfatos. Con
este proyecto se pretende obtener una mutante por delecion de operon pgq de Azospirillum
brasilense Sp7 mediante una doble recombinacién homdloga, intercambiando el operdn pgq
por un gen de resistencia a antibiotico. Se delimitaron las regiones rio arriba y rio abajo del
operdn pqq y se disenaron oligonucledtidos para ambas regiones. Se amplifico la region rio
abajo, denominado brazo derecho, y se clon6 en el vector plasmidico pPGEM-T Easy. El gen
de resistencia a gentamicina se obtuvo mediante restriccién enzimatica a partir del plasmido
pBSL142, el cual se clond junto al brazo derecho. Con esto se obtuvo una construccion
parcial para posteriormente clonar el brazo izquierdo y continuar con la estrategia de trabajo

para obtener la mutante por delecion del operdn pgq de A. brasilense Sp7.



Introduccion

Bastante se ha documentado que el suelo es un componente fundamental para el crecimiento
y desarrollo de las plantas, particularmente la rizosfera, la fraccion de suelo que rodea las
raices de las plantas. La rizosfera contiene una gran diversidad microbiana que comprende
desde invertebrados hasta hongos, bacterias y arqueas. Dentro de estos microorganismos, los
mas estudiados con las bacterias conocidas como Rizobacterias Promotoras del Crecimiento
Vegetal (PGPR por sus siglas en inglés) debido a la relacion mutualista que tienen con las
plantas a través de diversos mecanismos como la fijacioén de nitrogeno, control bioldgico de
patogenos, inducir resistencia sistémica, estimular el crecimiento radicular, mayor eficiencia
de absorcion de nutrientes, produccion de fitohormonas, sider6foros y metabolitos
antimicrobianos, solubilizacién de minerales, activacion de mecanismos de resistencia al

estrés abidtico y descomposicion organica (1-6)

Por otra parte, la composicion 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 composicion 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 absorcion de nutrientes de las plantas y protegerlas de agentes patdgenos,
enfermedades y diferentes factores de estrés. Actualmente ya se usan algunas cepas
bacterianas y se continuan las investigaciones para descubrir € incrementar nuevas PGPR

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

Interaccion Bacteria-Planta

Ha sido bien descrito que el suelo contiene una gran diversidad microbiana que incluye
hongos, arqueas, bacterias e invertebrados que interactiian con diferentes plantas sobre todo
a nivel de rizosfera, promoviendo su crecimiento. La rizosfera comprende una red integrada
de raices de plantas, suelo y microorganismos, principalmente bacterias PGPR. Las PGPR
promueven el crecimiento vegetal a través de uno o méas mecanismos, como la fijacion de
nitrégeno, mejora en la adquisicion de nutrientes, produccion de fitorreguladores,
modificacién en la composicion del exudado radicular, control de patégenos, reduccion de
estrés biodtico y abidtico, supresion de enfermedades de las plantas e incluso induciendo
resistencia sistémica a patdgenos. Por otra parte, las plantas también influyen en la
composicion de la microbiota rizosférica a través de los exudados radiculares que sirven
como atrayentes o repelentes quimicos y fuente de energia para los microorganismos (1—

3,8,9).

Azospirillum brasilense

El género Azospirillum pertenece a la clase a-proteobacterias, Gram-negativas de vida libre
que no forman esporas, pueden crecer en ambientes microaerofilos, esporadicamente 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 nitrogeno de forma directa, solubilizar fosfatos, aliviar el
estrés por sequia y salinidad, promover el cambio en la morfologia radicular (elongacion,
aumento de raiz lateral y adventicia, alargamiento y ramificacion de pelos radiculares),
secretar fitorreguladores, producir sider6foros, inducir cambios en la elasticidad de la pared
celular y ajustes osmoticos, ademas reduce el 6xido nitroso, un gas de efecto invernadero que

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

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

PGPR conocida por ser fijadora de nitrégeno, productora de biopelicula, 4cido indol-3-
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acético (AIA) y sideréforos con funcion biocontroladora. Se ha reportado que cambia la
fisiologia de las raices de las plantas al producir fitorreguladores como auxinas, citocinas,
giberelinas y etileno (8). A. brasilense es una bacteria microaeréfila, cuando no se encuentra
en una zona optima, tiende a adherirse entre si para reducir la relacion superficie-volumen y
la difusion de oxigeno a la célula, es decir recurre a la agregacion y floculacion como
respuesta de defensa ante el estrés por oxigeno (12). Posee un solo flagelo polar, para
movilidad tipo ”swimming” y multiples flagelos laterales, para movilidad tipo ”swarming”,

implicados en la adhesion en la superficie de las raices de las plantas (9,13).

Asociacion de Azospirillum a plantas

Azospirillum cominmente se asocia a pasto, arroz, trigo y cafia de azlcar (14). Azospirillum
es un género bacteriano muy moévil, lo que le permite moverse hacia condiciones
nutricionales favorables (14). Presenta quimiotaxis hacia exudados radiculares como
aminodacidos, 4cidos orgdnicos, azlcares, compuestos aromadticos, oxigeno y moléculas
redox. Malato, succinato y D-fructosa son los atrayentes mas efectivos para 4. brasilense
(8,9,13). La adhesion de Azospirillum sp. a las raices de las plantas comienza con su respuesta
quimiotactica hacia los exudados radiculares liberados por la planta, seguido de la adhesion

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

(1) Liberacién de
exudados radiculares
* a8 (2) Movimiento
> quimiotactico

Azospirillum en vida
libre en el suelo

(4) Pasos de la fase
de anclaje

Formacién de
biopelicula

\
ion inicial I

!

|

Reconocimiento de
polisacéridos capsulares (CPS)

| -

@)

Agrupamientos de
Azospirillum en la
superficie de la raiz

Formacion de
microcolonia

(3) Pasos de la fase | 00
de adsorcion

Figura 1. La adhesion de Azospirillum a las raices de las plantas se realiza en dos fases, una de adsorcion y otra
de anclaje. Se muestran micrografias electronicas de barrido de raices colonizadas por A. brasilense. Tomado

de: (8).
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1. Fase de adsorcion: La bacteria se une débilmente a las células de la raiz a través de
su flagelo polar (flagelina). Azospirillum secreta polisacaridos capsulares (CPS) y
lectinas que median su adhesion a la superficie de las raices de la planta. En 4.
brasilense Sp7 se ha identificado una lectina glicosilada con especificidad para L-
fucosa y D-galactosa (8).

2. Fase de anclaje: Esta union es mas fuerte y da lugar a la formacién de biopelicula. En
A. brasilense Sp7 el anclaje con la raiz y con otras bacterias estd mediado por
exopolisacaridos (EPS), principalmente L-arabinosa, formando un cluster con

uniones irreversibles (8).

Se ha descrito un total de 21 especies de Azospirillum, siendo A. brasilense y A. lipoferum
las mas estudiadas y mejor descritas, utilizadas como indculo para cultivos en varios paises

(8-10).

Solubilizacion de fosfatos

El fosforo (P) es un macronutriente esencial para el correcto desarrollo de las plantas, se
utiliza en diversos procesos como fotosintesis, respiracion, sefiales de transduccion,
conversion de energia, reproduccion, replicacion de material genético, sintesis de proteinas,
entre otros. En el suelo se encuentra de forma omnipresente, sin embargo, las fuentes de
obtencion disponibles directamente para las plantas son minimos 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 fosforo se puede encontrar en suelos alcalinos
principalmente en forma de fosfato de calcio, fosfato de magnesio y fosfato octacalcico,
mientras que en suelos acidos los 6xidos de hierro y aluminio absorben fuertemente el P para
formar complejos insolubles Fe-P y Al-P, es por ello que el fésforo resulta dificil 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 minima.
Ademas, su uso puede causar dafios ambientales como acidificacion del suelo y eutrofizacion

de los recursos hidricos (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 fosforica. Desde entonces se ha aislado un
gran numero de bacterias solubilizadoras de fosfatos (PSB por sus siglas en inglés) capaces
de convertir el fosforo insoluble en formas solubles, principalmente en fosfatos, que pueden

ser asimilados por las plantas (16).

Mecanismo de solubilizacion 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 fosforo disponible como la secrecion de
enzimas (fosfatasas), 4acidos organicos y quelacion (sider6foros y polisacaridos

extracelulares) (21).

El principal mecanismo de solubilizacion del fosforo por las PSB consiste en la secrecion de
acidos orgéanicos como dacido gluconico, malico, succinico, fumadrico, acético, citrico,
tartarico, maldnico, glutdmico, propiénico, butirico, lactico, 2-cetoglucénico, sacarinico y
acido oxalico, los cuales hacen un intercambio directo o quelacion en condiciones de pH bajo
a través de grupos hidroxilo y carboxilo con iones metalicos en el suelo (Fe**, AI**, Ca®").
Ademas, la extrusion de protones acidifica el suelo incrementando la solubilidad de sales
inorganicas de fosforo. Muchas PGPR liberan 4cidos organicos 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 oxidacion directa de la glucosa a
acido gluconico es la principal forma de solubilizacion 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 hidrdlisis de fosfolipidos y libera fosforo inorganico en suelos con valores de pH
superiores a 7, aunque también existen fosfatasas acidas (ACP) y neutras que actian a otros
valores de pH. Por otra parte, el mecanismo de quelacion a través de sider6foros producidos
por PSB, polisacéridos extracelulares y la descomposicion de residuos vegetales y animales,
se basa en el principio de la unién del grupo funcional a los cationes metélicos en el suelo

(Fe**, AI*", Ca?"), liberando iones fosfato para la disolucion de fosfato (21).
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En P, asiatica se ha reportado que la solubilizacién de fosfatos se realiza por la oxidacion
directa de glucosa a acido gluconico (GA) en el espacio periplasmico, catalizado por la
glucosa deshidrogenasa usando como cofactor a la pirroloquinolina quinona (PQQ) y
también por la oxidacién del GA a acido 2-ceto gluconico (2KGA) por la gluconato
deshidrogenasa, y por la producciéon de fosfatasa alcalina (ALP) que actua sobre los ésteres
de fosfato para generar fosfato inorganico o transferir el grupo fosforilo a otros alcoholes

(16,25).

PQQ

PQQ es un cofactor (tipo o-quinona) de quinoproteinas 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 periplasmico, requiere tres iones calcio
para la unién de PQQ (34,35). PQQ participa en la antioxidacion y la eliminacion 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, ademés al unirse a la GDH, el sustrato se oxida en el exterior de la
célula donde podria estar acoplado a la cadena respiratoria y por lo tanto a la produccion de
ATP (26,30). Se ha reportado que interviene en mecanismos para la promocion del
crecimiento vegetal como la solubilizacion de fosfatos, ademds de actuar como un
antioxidante en plantas eliminando especies reactivas de oxigeno (ROS por sus siglas en

inglés) (27,30,39).

Operon pqq

Varias especies de bacterias son productoras de PQQ, se estima bioinformaticamente que al
menos 126 especies contienen los genes para su biosintesis, en sus genomas presentan un
operon de pgq altamente conservado. Este operon consiste en aproximadamente cuatro a seis
genes: pqqA, pqqB, pqqC, pqqD, pgqE y pgqFG (26,27,40). Su nimero y posicion depende
de la especie en cuestion, algunas contienen pgqF'G ubicado algunas kilobases rio arriba o

rio abajo del operdn y se cree que en algunas especies puede ser reemplazado por isoenzimas
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similares (18). En P. fluorescens B16 se identifico el gen pggH como regulador
transcripcional que actua sobre los genes pgq, mientras que en Methylobacterium sp. CLZ se
encontro el gen, relativamente tnico, pqqL (18,26). En Methylobacterium se encontraron dos
grupos de genes para la biosintesis de PQQ: pgqgABCDE y pqqFG (36). En Klebsiella
pneumoniae DSM301014 se encontr6 el operon pgqgABCDEF y en Gluconobacter oxydans
el operon pqqABCDE (26,29). Por otra parte, pqqC se ha propuesto como marcador

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

Biosintesis de PQQ

La sintesis 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 formacion de un enlace C-C entre el carbon-y del residuo
de glutamato y el tercer carbon 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 heterociclico. Algunos investigadores
creen que PqqB cataliza el sustrato Glu-Try en acido 3a-(2-amino-2-carboxietil)-4,5-dioxo-
4,5,6,7,8,9-hexahidroquinolina-7,9-dicarboxilico (AHQQ). Finalmente, PqqC cataliza una
oxidacion de 8 electrones para completar una ciclizacion estructural convirtiendo AHQQ en

PQQ (26-28,36,40).
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Figura 2. Representacion grafica de la biosintesis de PQQ realizada por PqqA,B,C,D,E,F/G. Tomado de: (26).
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Antecedentes especificos

Algunos estudios han identificado genes asociados a la promocién del crecimiento vegetal
como nifHDKWXZ, draGT, vufDGK, deaminasa ACC (acds) y genes para la biosintesis de
acido 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 Pakistan, para determinar la base genética de la produccion de acido glucédnico
para la solubilizacion de fosfatos. Disefiaron oligonucleétidos para amplificar los genes
codificantes de GDH (gcd) y PQQ (pgqC'y pqqE). Las cepas solubilizadoras de fosfatos mas
eficientes fueron P. putida y Acinetobacter soli, presentaron una gran produccion de acido
acético y acido gluconico, y amplificaron los genes ged, pqqC'y pqqE. Inocularon estas cepas
en semillas de arroz y observaron una méaxima taza de germinaciéon de semillas, raices
primarias mas cortas y un aumento en el didmetro de las raices en comparacion con el control
no inoculado. Con todo esto, concluyeron que una alta actividad de solubilizacion de fosfato
puede inducir cambios en el sistema radicular del arroz y que Acinetobacter soli y P. putida
mejoran la asimilacion de fosforo por las plantas posiblemente por la presencia de los genes

ged, pgqC'y pgqqE codificantes para GDH y PQQ, respectivamente (17).

En 2020, Tahir y colaboradores hicieron un estudio para examinar el papel del gen pgqFE de
las rizobacterias en la produccion de acido orgéanico y su relacion con la solubilizacion 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, disefiaron oligonucleotidos para amplificar el gen pqgFE
de ambas cepas y las analizaron bioinformaticamente confirmando la presencia de pgqE en
sus genomas. Detectaron y cuantificaron la solubilizacion de fosfatos y la produccion de
acidos organicos, el acido acético fue el significantemente predominante en ambas cepas
seguido por el 4cido citrico y el acido glucénico. Se observé una disminucion del pH (de 7 a
4.2-4.9) y un incremento significantivo en la solubilizacién de fosfatos. Ambas cepas se
usaron como bioinoculantes para trigo por dos afios consecutivos, observaron un aumento en
la poblacién de PSB en la rizosfera de las plantas inoculadas, mayor rendimiento de granos
de trigo, mayor solubilizacion de fosfatos, mayor cantidad de nitrégeno y fosfato en el campo,
asi como una alta concentracion de acido acético y gluconico en los exudados radiculares.

Finalmente, concluyeron que pgqE tiene un papel indirecto en la solubilizacién de fosfatos
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confirmado por una disminucion en el pH del medio y por la actividad metabolica funcional
como la produccion de &cido gluconico, acético y citrico 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 solubilizacion 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 promocion del crecimiento vegetal (fijacion de
nitrégeno, solubilizacion de fosfatos y sintesis de hormonas vegetales) en diferentes cepas de
Azospirillum, realizando un arbol filogenético de maxima verosimilitud construido con las
secuencias de proteinas codificadas por su genoma (Figura 3). De las especies que analizaron
Azospirillum UENF-412522 y A. halopraeferens DSM3675 tenian el operon completo
(pqqABCDE); Azospirillum sp. RU37A, Azospirillum sp. RU38E y Azospirillum sp. L-25-
Sw-1 carecian del operdn pqq; A. brasilense FP2 carecia de pgqA y pqqD; la mayoria carecia

de pqqA, incluyendo Azospirillum brasilense Sp7 (5).
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Figura 3. Arbol filogenético de maxima verosimilitud de genes promotores del crecimiento vegetal del género

Azospirillum. Tomado de: (5).
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Con base en su andlisis genético, investigaron la cepa Azospirillum sp. UENF-412522 he
hipotetizaron que la solubilizacion de fosfatos, la fijacion de nitrogeno y el crecimiento de
las raices son procesos interconectados en el sistema suelo-raiz. El mecanismo que
hipotetizaron es el siguiente. Ante una baja disponibilidad de oxigeno, el nitrato puede
utilizarse como aceptor final de electrones en la respiracion anaerdbica, produciendo nitrito
que se reduce a 6xido nitrico a bajo pH en el periplasma. Este ambiente acido puede ser
aprovechado por el acido gluconico generado por la glucosa deshidrogenasa dependiente de
PQQ. El ¢6xido nitrico o nitrito se exportaria entonces a la rizosfera, estimulando el
crecimiento radicular. Finalmente, el acido gluconico también se exporta a la rizosfera,
solubilizando el fosfato para su absorcion por las células radiculares (Figura 4.). Esta
hipdtesis relaciona la presencia de genes para la biosintesis de PQQ con la solubilizacion de

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

Rizosfera Azospirilfum sp. UENF-412522
Periplasma
< PQQ_+ Glucosa Fosfato
deshidrogenasa . -
) ) - inmovilizado
Sintesis de pirrolquinolina
Citoplasma quinona (PQQ)
pqgqABCDE Glucosa 7
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Figura 4. Representacion esquematica de la fijacion de nitrogeno (citoplasma), la solubilizacion de fosfato y la

emision de nitrito/6xido nitrico (periplasma) por Azospirillum sp. UENF-412522. Tomado de: (5).
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Estas investigaciones nos dan un indicio de la importancia de la solubilizacion de fosfatos
para la promocién del crecimiento vegetal, asi como el papel de PQQ en diferentes cepas
bacterianas. El estudio de Rodrigues y colaboradores en 2022 reveld la presencia de algunos
genes para la biosintesis de PQQ en diferentes cepas del género Azospirillum, sin embargo,
aun no se reporta si el operén pqq interviene directamente en la solubilizacion de fosfatos en
A. brasilense Sp7. En este proyecto se pretende realizar una construccion plasmidica para
posteriormente obtener la mutante por delecion del operon pgq en A. brasilense Sp7 y con
ello continuar con las investigaciones sobre el papel de los genes para la biosintesis de PQQ

en la promocion del crecimiento vegetal por medio de la solubilizacion de fosfatos.
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Planteamiento del problema

El fésforo es uno de los elementos mas esenciales para el correcto desarrollo de las plantas,
se utiliza en diversos procesos como fotosintesis, respiracion, sefalizacion, replicacion de
material genético, sintesis de proteinas, 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 fosforo resulta dificil 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 minima.
Por otra parte, existen diversos microorganismos, como las rizobacterias, que tienen la
capacidad de solubilizar esos fosfatos del suelo mediante la sintesis de acidos organicos.
Azospirillum brasilense Sp7 es una de las rizobacterias mas estudiadas debido a sus
beneficios en la promocion del crecimiento vegetal, ademés contiene los genes para la
sintesis de PQQ, un cofactor que podria jugar un papel esencial en la solubilizacion de
fosfatos. Haciendo una exhaustiva bsqueda, hasta el momento no se cuenta con estudios
enfocados en explicar la relacion entre los genes para la biosintesis de PQQ y la

solubilizacion de fosfatos en esta cepa.

En este proyecto se pretende analizar si los genes para la biosintesis de PQQ de Azospirillum
brasilense Sp7 intervienen en la promocion del crecimiento vegetal por medio de la
solubilizacion de fosfatos y posiblemente ser un modelo de estudio de regulacion de la
expresion de los genes pgq, a través de una construccion plasmidica que incluya un marcador
de seleccion para posteriormente realizar una mutante por delecion del operoén pgq. Esto
permitird comprender y ampliar el conocimiento actual de la interaccion bacteria-planta,
biosintesis de PQQ, asi como contribuir en el conocimiento y con el desarrollo de inoculantes
bacterianos como una opcidn sustentable para la agricultura, y de esta forma disminuir el uso

de fertilizantes quimicos que dafien al suelo, medio ambiente y la salud humana.
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Objetivos

General

Realizar la construccion plasmidica parcial para la mutacion por delecion de los genes pggA,

199B, pqqC, paqD y pgqE de Azospirillum brasilense Sp7.

Especificos

1. Clonar el fragmento rio abajo del operén pgq de Azospirillum brasilense Sp7 en un
vector plasmidico.
2. Clonar un marcador de seleccion, en el vector anterior, adyacente al fragmento rio

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

Analisis bioinformatico

El andlisis de la secuencia del operon pgq de A. brasilense Sp7 y de la region rio abajo del
mismo, se realiz6 mediante los servidores National Center for Biotechnology Information
(NCBI), GeneBank y SnapGene. Se analiz6 la composicion del operon, su region promotora
y la posicion de los genes adyacentes. Con esa informacion se disefio la estrategia

experimental para obtener la mutante.

Se decidi6 hacer recombinacion homdloga para obtener la mutante por delecion del operéon
pqq.- Para ello se determind clonar las regiones rio arriba y rio abajo del operén pgq en un
vector plasmidico, y en lugar del operdn clonar un marcador de selecciéon como un gen de
resistencia a antibidtico. Posteriormente clonar esa construccion en un vector suicida e
insertarlo en A. brasilense Sp7 para obligar a la bacteria a realizar recombinacion homologa

y de esta forma intercambiar el operdn pgq por el marcador de eleccion (Figura 5).

Bioinformaticamente, se delimito la region rio abajo del operdn pgq que se denomind “brazo
derecho” y la region rio arriba denominada “brazo izquierdo”. Para el andlisis de los
plasmidos se utiliz6 Addgene, SnapGene y GeneBank, Asi mismo, se utilizaron los
servidores NEBcutter v3.0.20 y SnapGene donde se identificaron los sitios de restriccion mas
viables del operon pqq, del brazo derecho e izquierdo, el gen de resistencia a antibiotico y

los plasmidos utilizados.
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Material biologico

Las cepas bacterianas y los plasmidos 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 ultracongelacion a -80°C en glicerol (50% v/v). Se tomaron 50 pl del cultivo
y se inocularon en 5 ml de medio minimo para Azospirillum brasilense Sp7 (MMAB) (ver
Anexos) sin antibidtico en un tubo Falcon de 50 ml que se dejé incubando en agitacion
durante 16-18 horas a 32°C. Posteriormente, se analiz6 el cultivo en un microscopio optico.
Luego se tomaron 10 pl de ese cultivo y se inocularon en una placa Petri con 20 ml de agar
MMARB estéril. Para la cepa Escherichia coli DH5a, se realiz6 lo mismo, con la diferencia
de que se utiliz6 medio Luria-Bertani (LB) (ver Anexos) en lugar de medio MMAB y se dejé

incubando a 37°C.

El plasmido pGEM-T Easy fue adquirido de manera comercial con la empresa biotecnologica

Promega, mientras que los demas plasmidos fueron obtenidos en este proyecto.

Tabla 1. Material biologico empleado en este proyecto.

Azospirillum brasilense Sp7 = Cepa silvestre. Dobereiner, 1570
Tarrand, et al. 1978
AlacU169 hsdR17 recAl
Escherichia coli DH5a endA1l gyrA96 thilb relAl Hanahan, 1983
lacZAM15.
I I
Vector de clonacion. flori
pGEM-T Easy Amp' ori lacZ promotor T7 Promega
y SP6.
Region rio abajo del operon
pqq de A. brasilense Sp7

pGBD Este estudio
clonado en pGEM-T Easy.

T

Amp".
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Gen Q-Gm clonado en .
pGBDGm GED. A G Este estudio
p .Amp' Gm".

Diseiio de oligonucleotidos

Se disefid un par de oligonucle6tidos 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 oligonucledtidos no mayor a 5°C, evitar la
formacion de estructuras secundarias (hairpins, self-dimers, hetero-dimers) y terminacion G,

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

Tabla 2. Oligonucleotidos utilizados para amplificar el brazo derecho.

Brazo Derecho

Direccion Oligonucleodtido Secuencia 5°-3’
Forward PQQHIND3F25 AGATAGCCGCAGAGGACG
Reverse PQQSPHI1R26 TCTGGGAAGGAAGGAGCAGC

Para el diseno de oligonucleotidos del brazo izquierdo, se hizo el cambio de dos bases para
generar sitios de restriccion debido a que la regidn rio arriba no contaba con sitios de

restriccion Unicos necesarios para la clonacion en el vector plasmidico pGEM-T Easy.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para amplificar el brazo izquierdo. Las letras en color rojo representan la
base cambiada para generar los sitios de restriccién dentro de los oligonucledtidos. Los sitios de restriccion

obtenidos se muestran subrayados en color amarillo.

Brazo Izquierdo

Direccion Oligonucleotido Secuencia 5°-3’
Forward PQQECORI2F30 CGGGGAATTCCGTCGTGGGAG
Reverse PQQSPEI12R31 TCCCCACTAGTGAACGTTAGAACG
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Extraccion de ADN genémico con silica

En un tubo Falcon de 50 ml se inoculo, en 5 ml de medio MMAB (ver Anexos), una colonia
aislada de un cultivo fresco en placa de A. brasilense Sp7 y se dejé incubando en agitacion
durante 16-18 horas a 32°C. Se tom¢é 1 ml de cultivo y se pas6 a un tubo Eppendorf de 1.5
ml, se centrifugd durante 2 minutos a 13000 rpm en la microcentrifuga LabNet Spectrafuge
24D y se decant6 el sobrenadante. El pellet bacteriano obtenido se resuspendi6 en 500 pl de
buffer TEso20 (ver Anexos), se centrifugd durante 2 minutos a 13000 rpm y se elimin6 el
sobrenadante. Posteriormente se resuspendio en 450 ul de buffer 7FEs020 y se agregaron 10
ul de proteinasa k (10 mg/ml), se homogeneiz6 invirtiendo el tubo varias veces y se incub6
1 hora a 37°C. Se agregaron 50 pul de dodecil sulfato de sodio (SDS) al 10%, se homogeneizd
por inversion y se dejé incubando 15 minutos a 37°C. Se agregaron 100 ul de NaCl 5M (ver
Anexos), se homogeneizo por inversion y se incubd 10 minutos a 65°C. Se agregaron 100 pl
de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB), se homogeneiz6 por inversion y se incubd 15
minutos a 65°C. Se agregaron 200 pl de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 (ver Anexos),
se homogeneizd por inversion y se centrifugé 5 minutos a 13000 rpm. Se repitié el mismo
paso hasta que ya no fue visible la interfase blanca. Se transfiri6 el sobrenadante a un nuevo
tubo Eppendorf de 1.5 ml, se agregaron 500 pl de Nal 6M (ver Anexos) y se homogeneizd
por inversion. Se agregaron 20 pl de silica (ver Anexos), se incubd 5 minutos a temperatura
ambiente y se centrifugd 1 minuto a 13000 rpm, se decant6 sobrenadante. Se agregaron 500
ul de solucion New Wash 1X (ver Anexos) y se resuspendid la silica por agitacion. Se
centrifugd 1 minuto a 13000 rpm y se decantd el sobrenadante. Se repitid el mismo paso 2
veces mas. Se dejo secando el pellet resultante a 37°C. Se resuspendi6 en 50 pl de buffer
TE10n (ver Anexos). Se incubo 5 minutos a 37°C y se centrifugd 2 minutos a 13000 rpm.
Finalmente se transfiri6 el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml y se almacend

a-20°C.

Amplificacion del brazo derecho por PCR

La construccién plasmidica para obtener de la mutacion comenzd con la clonacion del brazo
derecho, posteriormente el marcador de seleccion y finalmente el brazo izquierdo. Para

amplificar el brazo derecho, se realizo PCR en un tubo de microcentrifuga de 0.2 ml a un
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volumen final de 25 pl. La mezcla de la reaccion 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 (ul) Concentracion final
H,O PISA 14.6 -
Buffer DreamTaq 10X 2.5 1X
ADN de Azospirillum brasilense Sp7
(28 ng/ul) 1 1.12 ng
2 mM dNTPs 2.5 0.2 mM
10 uM Oligonucledtido forward 2 0.8 uM
10 uM Oligonucleotido reverse 2 0.8 uM
DreamTaq ADN polimerasa (5 U/ul) 0.4 2U
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 caracteristicas de los
oligonucleotidos empleados (Tabla 5). Se tomaron 5 pl del producto de PCR de cada reaccion
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 pl) se us6 para clonacion.

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

Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
Desnaturalizacion inicial 95 3:00
Desnaturalizacion 95 0:45
Alineamiento 59 0:45
Extension 72 2:00
Extension final 72 10:00
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Atemperamiento 20 0

Numero de ciclos: 30

Precipitacion de ADN con alcoholes

Un volumen de 60 pl del amplicon del brazo derecho se coloco en un tubo Eppendorf de 1.5
ml. Se agreg6 una décima de volumen (6 pl) de acetato de sodio 3M pH 5.2 (ver Anexos).
Luego se agregd 0.7 volimenes (46.2 ul) de isopropanol a temperatura ambiente. Se
centrifugd durante 15 minutos a 13000 rpm en la microcentrifuga LabNet Spectrafuge 24D.
Se decant6 el sobrenadante con mucho cuidado. Se hizo un lavado con 100 pl de etanol al
70% frio. Se centrifugd 10 minutos a 13000 rpm y se decant6 el sobrenadante. Se dejo

secando la muestra a 37°C. Se resuspendio en 5 pl de agua destilada PISA.

Obtencion de pGBD por ligacion de PCR Brazo derecho en pGEM-T Easy

A partir de las PCR precipitadas del brazo derecho, se hizo una reaccion de ligacion en un
tubo de microcentrifuga de 0.2 ml. La mezcla de la reaccion se muestra en la Tabla 6. Se
homogeneiz6 con micropipeta y se dejo incubando 1 hora a temperatura ambiente. Se decidid

utilizar el vector plasmidico pGEM-T Easy (Promega) para la clonacion.

Tabla 6. Reaccion de ligacion para el plasmido pGEM-T Easy.

Reactivo Volumen (pl)
2X Rapid ligation buffer T4 DNA ligase 5
pGEM-T Easy (50 ng) 1
Producto de PCR precipitado 3
T4 DNA ligase (3 U/ul) 1
Volumen final 10

29



Transformacion genética de E. coli con construccion plasmidica

En un bafio de hielo se coloco la reaccion de ligacion y 2 viales de células competentes E.
coli DH5a previamente preparadas en el laboratorio y almacenadas a -80°C. En un tubo de
microcentrifuga de 0.2 ml se colocaron 90 ul de células competentes + 10 pl de la reaccion
de ligacion. En otro tubo de microcentrifuga de 0.2 ml se colocaron 90 ul de células
competentes + 10 ul de agua destilada PISA, este tltimo sirvié control de transformacion
(sensibilidad y viabilidad). Se homogeneizaron cuidadosamente con una micropipeta y se
dejaron incubando por 30 minutos en hielo. Ambos tubos se colocaron en el bafo seco digital
AccuBlock LabNet a 42°C durante 2 minutos, inmediatamente se regresaron al bafio de hielo
por 2 minutos. En 2 tubos Eppendorf de 1.5 ml se agregd 1 ml de medio SOC (ver Anexos),
auno de los tubos se agrego6 la transformacion y en otro el control de transformacion. Ambos
tubos se incubaron en agitacion a 37°C durante 1 hora y 30 minutos. Se prepararon placas de
agar LB (ver Anexos) con reactivos de seleccion (Tabla 7), en ellas se inocularon 200 pl de
transformacion 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 pg/ml).

Tabla 7. Composicion de las placas utilizadas para la transformacion bacteriana. Se prepar6d una placa para

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

Transformacion Control de sensibilidad ﬁ

Agar LB
20 ml
al 1.5% Agar LB
20 ml
Ampicilina al 1.5%
20 pl
(200 pg/ml) Agar LB
20 ml
X-GAL al 1.5%
20 pl
(20 mg/ml) Ampicilina 204l
u
IPTG (200 pg/ml)
2.5l
(20 mg/100 pl)
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Preparacion de células competentes

En un tubo Falcon de 50 ml se inoculd, en 5 ml de medio LB (ver Anexos), una colonia
aislada de un cultivo fresco en placa de E. coli DH5a y se dejo incubando en agitacion durante
16-18 horas a 37°C. Se tom6 1 ml de cultivo y se inoculd en 100 ml de medio LB en un
matraz Erlenmeyer de 500 ml. Se dejoé incubando en agitacion a 37°C durante 2-3 horas hasta
que alcanzo6 una DOgponm 0.3-0.4. Se tomaron 20 ml cultivo y se pasaron a un tubo de fondo
redondo de 50 ml para centrifuga. Se centrifugd durante 10 minutos a 6000 rpm a 4°C en la
centrifuga Allegra 64R Beckman Coulter. Se decantdé el medio de cultivo y el pellet
bacteriano resultante se resuspendio, con movimientos circulares en un bano de hielo, en 20
ml de solucién de competencia CaCl, 150 mM (ver Anexos) frio. El tubo se dej6 reposando
sumergido totalmente en hielo durante 30 minutos. Se centrifugd por 10 minutos a 6000 rpm
a4°Cy se decanto el sobrenadante. Se hicieron dos lavados mas con solucion de competencia
repitiendo los pasos anteriores. El pellet bacteriano resultante se resuspendio en 0.8 ml de
solucion de competencia + 0.2 ml de glicerol estéril. Se hicieron alicuotas de 100 pl en tubos

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

Comprobacion de clona del brazo derecho

Fueron seleccionadas 20 colonias de E. coli transformadas con la construccion plasmidica
del brazo derecho por su coloracion 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
plasmidico pGEM-T Easy. Dicha comprobacion se realizd6 mediante PCR y restriccion
enzimatica a partir de ADN plasmidico purificado de las clonas seleccionadas al azar. La
PCR se realiz6 siguiendo las mismas condiciones explicadas anteriormente. Las condiciones

de la restriccion se explican mas adelante.

Extraccion de ADN plasmidico modificado (miniprep + silica)

En un tubo Falcon de 50 ml se inoculd, en 5 ml de medio LB (ver Anexos), una colonia
aislada de un cultivo fresco en placa de la transformacion y se dejoé incubando en agitacion

durante 16-18 horas a 37°C. Se tomo6 1 ml de cultivo y se pasé a un tubo Eppendorf de 1.5
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ml, se centrifugd durante 2 minutos a 13000 rpm en la microcentrifuga LabNet Spectrafuge
24D y se decant6 el sobrenadante. El pellet bacteriano obtenido se resuspendio en 300 pl de
solucion 1 miniprep (ver Anexos). Se incubd durante 5 minutos a temperatura ambiente. Se
agreg6 400 ul de solucion 2 miniprep (ver Anexos), se homogeneizod por inversion y se
incubd 5 minutos en un baifio de hielo. Se agreg6 300 ul de solucion 3 miniprep (ver Anexos),
se homogeneiz6 por inversion y se incub6 10 minutos en un bafio de hielo. Se centrifugd por
10 minutos a 13000 rpm. Se recuperaron 500 ul de sobrenadante que se pasaron a un nuevo
tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se agregaron dos volimenes (1 ml) de Nal 6M (ver Anexos), se
homogeneizd por inversion. Se agregd 20 ul de silica (ver Anexos), se homogeneiz6 por
inversion y se incub6 5 minutos a temperatura ambiente. Se centrifug6 1 minuto a 13000 rpm
y se decantd el sobrenadante. Se agregaron 800 ul de New Wash 1X (ver Anexos), se
homogeneizd por inversion hasta resuspender la silica, se centrifugé durante 1 minuto a
13000 rpm y se decanto la solucion. Se hicieron 3 lavados mas con New Wash 1X repitiendo
los pasos anteriores. Se centrifugd durante dos minutos a 13000 rpm y se retiraron las trazas
de New Wash 1X con una micropipeta. El tubo se incub6 a 37°C hasta que se secara la silica.
Una vez seca, se resuspendio en 30 ul de buffer 7E1o/1 (ver Anexos). Se incubd 5 minutos a
37°C. Se centrifug6 durante 3 minutos a 13000 rpm. Finalmente se transfiri6 el sobrenadante

a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml y se almacen6 a -20°C.

Restriccion enzimatica de clonas del brazo derecho ( pGBD)

Después de realizar PCR a las 5 clonas seleccionadas al azar, se eligié una para hacer
restriccion enzimatica y asi comprobar que se hayan clonado con éxito utilizando las enzimas
EcoRl1, Hindlll, Sall y Spel (Tabla 8). El andlisis se realiz6 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 restriccion enzimatica.

Reactivo Volumen (ul)

H>O PISA 25.3

Buffer enzima de restriccion 10X 3

32



ADN plasmidico pGBD clona 1 1

(93 ng/ul)
Enzima de restriccion (10 U/ul) 0.2(20)
RNAsa 0.5

Volumen final 30

Secuenciacion de la clona del brazo derecho (pGBD)

Una vez que se confirmd que se haya clonado con éxito el brazo derecho, mediante PCR y
restriccion enzimadtica, se mando a secuenciar dicha clona para asegurar que la secuencia
corresponda a la esperada y para ver el sentido en el que se clono en el vector plasmidico, ya
que de eso dependio el orden y la direccion en que se clon6 el gen de resistencia a antibiotico.
Para ello se realizo la extraccion de ADN plasmidico de la clona del brazo derecho
seleccionada mediante el kit comercial Zyppy™ Plasmid Miniprep de Zymo Research
siguiendo el protocolo del fabricante (ver Anexos). E1 ADN plasmidico obtenido se mand6 a
secuenciar a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia
de la UNAM (método de Sanger) con los oligonucle6tidos 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.

Obtencion del gen de resistencia a antibidtico

Luego de analizar los resultados de la secuenciacion, se decidio clonar el gen de resistencia
a antibiotico. Se escogid el gen de resistencia a gentamicina (2-Gm) del plasmido pBSL142
(42) y se realizo la extraccion de ADN plasmidico con el método modificado miniprep +
silica descrito anteriormente. Posteriormente se hizo una doble restriccion enzimatica con las
enzimas HindlIl y Spel (Tabla 9) en un tubo de microcentrifuga de 0.2 ml, se homogeneiz6

con micropipeta y se incub6 toda la noche a 37°C.
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Tabla 9. Reactivos y cantidades empleados para una doble restriccién enzimatica.

Reactivo Volumen (ul)

H>O PISA 20.1
Buffer Tango 10X 3
ADN plasmidico pBSL142 6
(0.08 pg/ul) (0.48 ng)
HindIll (10 U/ul) 0.2(20)
Spel (10 U/ul) 0.2 (20)
RNAsa 0.5

Volumen final 30

Extraccion de ADN de gel de agarosa con silica

Se analiz6 la restriccion enzimatica del plasmido pBSL142 en un gel de agarosa al 1.2% en
buffer TBE 0.5X corriéndola a 90 V durante 30 minutos. Se tiiid 10 minutos en bromuro de
etidio (0.5 pg/ml) y después se dejo reposando en agua destilada por otros 10 minutos. El gel
se revelo en el transiluminador Cole Parmer 97500-series por unos pocos segundos para ver
donde realizar los cortes y recuperar la banda de interés. Se peséd la banda en un tubo
Eppendorf de 1.5 ml. Se agregaron dos volimenes de Nal 6M (ver Anexos) a un volumen de
gel (100 mg gel ~ 100 ul). Se incubd en el bafio seco digital AccuBlock LabNet a 55°C
durante 5-10 minutos vortexeando ocasionalmente hasta que la agarosa se disuelva por
completo. Se agreg6 10 pl de silica (ver Anexos), se homogeneizo por inversion y se incubd
5 minutos a temperatura ambiente. Se centrifugd 1 minuto a 13000 rpm en la microcentrifuga
LabNet Spectrafuge 24D y se decanto el sobrenadante. Se agregaron 500 ul de New Wash
1X (ver Anexos), se homogeneizo por inversion hasta resuspender la silica, se centrifugd
durante 1 minuto a 13000 rpm y se decantd la solucion. Se hicieron dos lavados mas con
New Wash 1X repitiendo los pasos anteriores. Se centrifugd durante dos minutos a 13000
rpm y se retiraron las trazas de New Wash 1X con una micropipeta. El tubo se incub6 a 37°C
hasta que se secara la silica. Una vez seca, se resuspendi6é en 10 pl de buffer TE101 (ver
Anexos). Se incubd 5 minutos a 37°C. Se centrifugé durante 3 minutos a 13000 rpm.

Finalmente se transfiri6 el sobrenadante a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml.
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Clonacion del gen Q-Gm en pGBD

Para clonar el gen Q-Gm, primero se abri6 el plasmido pGBD mediante restriccion
enzimatica con las enzimas Hindlll y Spel (Tabla 10) en un tubo de microcentrifuga de 0.2
ml, la reaccion se homogeneizd con micropipeta y se incubd toda la noche a 37°C.

Posteriormente se inactivaron las enzimas de restriccion.

Tabla 10. Reactivos y cantidades empleados para abrir el plasmido pGBD mediante doble restriccion

Reactivo Volumen (ul)

enzimatica.

H>O PISA 20.1
Buffer Tango 10X 3
ADN plasmidico pGBD 6
(0.092 ng/pl) (0.552 pg)
HindIlI (10 U/ul) 0.2(20)
Spel (10 U/ul) 0.2(20)
RNAsa 0.5
Volumen final 30

Inactivacion de enzimas de restriccion con Fenol:Cloroformo

A una reaccion de restriccion de 30 pl en un tubo Eppendorf de 1.5 ml, se agregaron 120 pl
de agua destilada PISA. Se agregaron 100 ul de fenol: cloroformo: alcohol isoamilico 25:24:1
(ver Anexos), se homogeneizo por inversion y se centrifugdé 10 minutos a 13000 rpm en la
microcentrifuga LabNet Spectrafuge 24D. Se recuperd el sobrenadante con una micropipeta
sin tocar la fase densa y se pasé a un nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se hicieron 3 lavados
con 150 pl de cloroformo: alcohol isoamilico 24:1 (ver Anexos) y se centrifugd 10 minutos
a 13000 rpm. Se recuperaron 100 pl de sobrenadante sin tocar la fase densa y se pasé a un
nuevo tubo Eppendorf de 1.5 ml. Se agregoé 0.7 volumenes (70 ul) de isopropanol a
temperatura ambiente. Se centrifugd durante 15 minutos a 13000 rpm. Se decantd el

sobrenadante con mucho cuidado. Se hicieron 2 lavados con 500 pl de etanol al 70% frio. Se
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centrifugd 10 minutos a 13000 rpm y se decanto el sobrenadante. Se dejo secando la muestra

a 37°C. Se resuspendi6 en 10 pl de agua destilada PISA.

Ligacion de Q-Gm y pGBD

A partir de las restricciones de pGBD y Q-Gm con HindlIIl y Spel, se hizo una reaccion de
ligacion (Tabla 11) en un tubo de microcentrifuga de 0.2 ml. Se homogeneizd con
micropipeta y se dejo incubando una hora a temperatura ambiente. Después se transformo en
células competentes E. coli DH5a siguiendo la misma metodologia descrita anteriormente.
Las colonias blancas obtenidas se resembraron en placas de agar LB al 1.5% + Ampicilina

(200 pg/ml) + Gentamicina (8 pg/ml).

Tabla 11. Reaccion de ligacion para la clonacion de Q-Gm en pGBD.

2X Rapid ligation buffer T4 DNA ligase 5
pGBD abierto 1
Gen Q-Gm 3
T4 DNA ligase (3 U/ul) 1
Volumen final 10

Comprobacion de clonas pGBDGm

Para comprobar que se haya clonado con éxito el gen Q2-Gm en el plasmido pGBD, ademas
de ver el crecimiento de las clonas en placas de agar LB con los antibidticos de seleccion
(ampicilina y gentamicina), se hizo restriccion enzimatica en la enzima EcoRI. La reaccion
de ligacion (Tabla 12) se hizo en un tubo de microcentrifuga de 0.2 ml. Se homogeneiz6 con
micropipeta y se dejo incubando 1 hora a 37°C. Posteriormente se corri6 la restriccion 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 restricciéon enzimatica.

Reactivo Volumen (ul)

H>O PISA

Buffer EcoRI 10X

ADN plasmidico pPGBDGm
(131.5 ng/pl)

EcoRI (10 U/ul)

25.8
3
1

0.2 (2 U)

Volumen final

Amplificacion del brazo izquierdo

30

Para amplificar el brazo izquierdo, se realizo PCR en un tubo de microcentrifuga de 0.2 ml a

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

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

Reactivo
H>O PISA
Buffer DreamTaq 10X
ADN de Azospirillum brasilense Sp7
(28 ng/ul)
2 mM dNTPs
10 uM Oligonucleotido forward
10 uM Oligonucledtido reverse
DreamTaq ADN polimerasa (5 U/ul)
DMSO

Volumen final

Volumen (ul)
16.25
2.5

1.5
1.5
0.5
0.75

25

Concentracion final

1X
1.12 ng

0.2 mM

0.8 uM

0.8 uM
2U
3%

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

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

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

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

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

Temperatura (°C) Tiempo (minutos)
Desnaturalizacion inicial 98 5:00
Desnaturalizacion 98 0:45
Alineamiento 57 - 66 0:45
Extension 72 2:00
Extension final 72 5:00
Atemperamiento 23 o0
Numero de ciclos: 30
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Esquema de trabajo

HindIII

pGBDGm
6284 bp

INSERTT

FRAGMENT

Replace
HindIII {(1661) — Spel (1719)

Flip and insert
Spel (725) — HindIII {2397)

_Spel

" HindIII
Spel
pGB
4670 bp HindIII
pBSL142
4669 bp
IN'FUSIOH{[
CLONING |1cert between DNA ends Flip, overlap and insert
2 .. 3016 2..1686

3016

2
o <3<l
lacZa ori AmpR | fl ori MCS
lac promoter AMpR proroter

pGEM-T Easy (linearized)
3016 bp

1e86
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pagD

pCR BD
1656 bp

Amplify -
PCR 5174 .. 6828 4”""“

PQQHIND3F2S PQQSPHLR 26
|

51741 68281

» =»

paqB  pagD

Azospirillum brasilense Sp7
7237 bo

Figura 25. Esquema de trabajo general sobre las clonaciones realizadas para obtener la construccion plasmidica

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

SnapGene.

39



Resultados

Analisis bioinformatico

La secuencia del operdn pgq de Azospirillum brasilense Sp7 se encontrd en la base datos

NCBI bajo la referencia CP033312.1. El operon esta compuesto por los genes pggA, pgqB,
PqqC, paqD'y pqqE (Figura 6).

Azospirillum brasilense strain Sp 7 chromosome 1, complete sequence

GenBank: CP033312.1
GenBank FASTA
Link To This View | Feedback

1 |200 K [400 K |E00 K |=00 K [l 1,200 K [1.400 K |1,EBO0 K 1,200 K [2r |2.200 K |2.400 K |2.600 K | 2,883,283
i o R N O N T L L R R R I I D A D T

5 = cpozazi2.a - | Find: b [l=[=1]f¥ | @, 2= F Tools - | ¥ Tracks - ¥, Download - & 7 -
|1.558 K 18 Markes |55z K 1555 K 1554 K [1.525 K 1556 K [1557 K [N Marker 2] |1.568 K
1
Genes L O o=
i21 A7245 O9621_B7255 pagE D962 A7298
T geLssvdc) I I (EL 399451 pELE32:3.1 I QELE335
D9621_A725! 09621 A72EE paac pagh tils
QELES945.1 QELZ9947.1 T 0EL 899561 B fELE99521 GELESocc ) [
pagD paqE ybgF
Bl 0EL2o240) | S JEL 299511 QELS29c4) I
Repeat region Co i
Warning: No track data found in this range
£Eq K 1551 K [e52 K 1LEEZ K 1554 K 1,5EE K [LEEE K 1557 K 1.EE2 K [t.es2 K [t560 K
CP033312.1: 1.5M..1.6M (10,981 nt) " ¥ Tracks shown: 3/6

Figura 6. Contexto genético del operon pgq de Azospirillum brasilense Sp7 y sus regiones adyacentes

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

Se analizaron las regiones rio arriba y rio abajo del operén pgg tomando un rango de 2000
pares de bases (1551277-1553277 y 1556515-1558515). Se buscaron los sitios de restriccion
de ambas regiones que coincidieran con los sitios de restriccion del vector plasmidico pPGEM
T-Easy y pBSL142 (Figura 7A). De todas las enzimas analizadas, solamente 4 presentaron

sitios de restriccion unicos: Xhol, Hindlll, Sphl y EcoRV (Figura 7B y C).
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Enzyme “ | Cuts ~* | Recognition Sequence Methylation Sensitivity?
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BstXl 4 CCAN_NNNNTNTGG
Eagl 6 CTGGCC G CpG
ECORV 1 GATJATC CpG
Hindlll 1 ATAGCT T
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Sall 3 GTTCGA C CpG
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Figura 7. Sitios de restriccion del operdn pgq y sus regiones rio arriba y rio abajo analizados en NEBcutter. A)
Sitios de restriccion analizados en SnapGene, las enzimas con cortes unicos se muestran en negritas. B) Lista
de enzimas y nimero de cortes que realizan en la secuencia, obtenido de NEBcutter. C) Representacion de los

sitios de restriccion de las enzimas Xhol, Hindlll, Sphl y EcoRV con cortes unicos analizado en SnapGene.
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Diseiio de oligonucleotidos

Se decidio trabajar primero con la region rio abajo, denominado brazo derecho, por lo que el
disefio de oligonucleotidos se realizd contemplando los sitios de restriccion para Sphl y

Hindlll dentro del amplificado (Figura 8).

(7239) End

(6810 .. 6329)
(5224) HindIII (6793) SphI
‘Sm” © (5175 .. 5192) m ‘ \
|

20007 4000" ‘0007

- » BT [ poae v e w— —

ybgF paqA D9621_RS07280

[ b 3

paaD

Azospirillum brasilense Sp7
7239 bp

Figura 8. Representacion grafica del amplificado del brazo derecho marcado con color azul. Realizado en

SnapGene. Se invirti6 la secuencia para visualizar mejor la direccion del brazo derecho.

Las caracteristicas principales de los oligonucledtidos para amplificar el brazo derecho se
muestran en la Tabla 15, se disefiaron siguiendo los rangos mencionados en la seccion de
material y métodos. Se utilizd OligoAnalyzer Tool para analizar la presencia de estructuras
secundarias, los resultados se muestran en la Figura 9. En el oligonucleotido forward se
encontr6 un solo hairpin a 50.5°C (Figura 9A) y 9 homodimeros con AG entre -3.61 y -0.96
kcal/mol (Figura 9B). En el oligonucledtido reverse se detectaron dos hairpins a 39.8 y
31.5°C (Figura 9C) y 10 homodimeros con AG entre -3.55 y -1.57 kcal/mol (Figura 9D). En
cuanto a los heterodimeros se detectaron 11 con AG entre -5.13 y -1.6 kcal/mol (Figura 9E).
Si bien, lo deseable es que los valores AG sean positivos, los valores obtenidos son tolerables
para las reacciones de PCR, ademas, las otras caracteristicas se encuentran dentro de los

rangos optimos.

Tabla 15. Principales caracteristicas de los oligonucledtidos para amplificar el brazo derecho.

PQQHIND3F25 AGATAGCCGCAGAGGACG I8bp  61.1% 56.7°C

1655 bp
PQQSPHIR26 TCTGGGAAGGAAGGAGCAGC 20bp | 60.0% | 59.5°C
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Structures

structure Image

D 16
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T.0C) AH (keal.mole™)

Primary Sequence: 5 AGATAGCCGCAGAGGACG -3'

Secondary Sequence: 5 TCTGGGAAGGAAGGAGCAGC -3'

Maximum Delta G: -40.64 kcal/mol
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Figura 9. Estructuras secundarias de los oligonucleétidos del brazo derecho. A) Hairpin (1) oligonucleo6tido

forward. B) Hairpins (11) oligonucleotido reverse. C) Homodimeros (9) oligonucledtido forward. D)

Homodimeros (10) oligonucledtido reverse. E) Heterodimeros (11) oligonucleotidos brazo derecho. Obtenido

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

El andlisis bioinformatico reveld que la region rio arriba no cuenta con sitios de restriccion

unicos que coincidieran con los vectores plasmidicos a utilizar, por lo que se decidid

generarlos mediante el disefio de los oligonucleotidos para esta region. Se encontraron

unicamente dos opciones viables: un cambio de base para generar el sitio de restriccion para

Spel y otro para EcoRI (Figura 10). Para generar el sitio de restriccion para Spel se cambid

una C por T, mientras que para la generacion de EcoRI se cambi6 una G por T.
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Con este cambio se pudo realizar el disefio de los oligonucleotidos para amplificar el brazo

izquierdo (Tabla 16).

End (723%)

L) r
apooT 'S0007 60007 000
4TI | | o 1 B>
pagAfspel EcoRI
PQQSPE12R31
T
|TCCCCACTAGnGAACGTTAGAACG
GTCCCCACTAGCGAACGTTAGAACGC CCTCCCACGACGGCATTCCCCGC
aa o o ] . EESCESES—— . ] . . . o . o ] 1 1 1 PRI P |
T T ] T T T T 1 T |
CAGGGGTGATCGCTTGCAATCTTGCG GGAGGGTGCTGCCGTAAGGGGCG
(& ] M EcorI
GAGGGTGCTGCCYTAAGGGGC)
L : L)
PQQECOR12F30

Figura 10. Representacion grafica de los cambios de base para la generacion de sitios de restriccion en la region
rio arriba del operdn pgq de A. brasilense Sp7. Los recuadros rojos muestran la ubicacion de los sitios de
restriccion generados. En azul se muestra la secuencia elegida para hacer el cambio de base en los

oligonucle6tidos mostrados en morado.

Tabla 16. Principales caracteristicas de los oligonucle6tidos para amplificar el brazo izquierdo. Se muestra el

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

Oligonucleodtido Secuencia 5°-3° Tamafio %G/C Tm  Amplificado

PQQECORI2F30 CGGGGAATTCCGTCGTGGGAG 18bp  61.1% 56.7°C
1655 bp
PQQSPEI2R31 TCCCCACTAGTGAACGTTAGAACG 20bp  60.0%  59.5°C

De igual forma se realizo el analisis de estructuras secundarias en OligoAnalyzer Tool. En el
oligonucle6tido forward se encontraron 3 hairpins a 45.9, 47.3 y 40.8°C (Figura 11A) y 11
homodimeros con AG entre -14.65 y -1.57 kcal/mol (Figura 11B). En el oligonucle6tido
reverse se identificd un solo hairpin a 46.4°C (Figura 11C) y 11 homodimeros con AG entre
-10.75 y -0.96 kcal/mol (Figura 11D). En cuanto a los heterodimeros se detectaron 20
posibles formaciones con AG entre -10.78 y -1.34 kcal/mol (Figura 11E). La razén de los

valores considerablemente negativos se debe a los sitios de restriccion de ambos
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oligonucleotidos que favorece su union. Se disefiaron varios oligonucleo6tidos y se probo con
otros sitios de restriccion, pero los finalmente presentados son los mas viables. Para evitar la
formacion de estructuras secundarias se optd por anadir DMSO a la mezcla de reaccion de

PCR.
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Figura 11. Estructuras secundarias de los oligonucleétidos del brazo izquierdo. A) Hairpins (3) oligonucledtido
forward. B) Hairpin (1) oligonucledtido reverse. C) Homodimeros (11) oligonucledtido forward. D)
Homodimeros (11) oligonucleétido reverse. E) Heterodimeros (20) oligonucleo6tidos brazo izquierdo. Obtenido

de OligoAnalyzer Tool.
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Obtencion del amplicon del Brazo derecho

Con la finalidad de obtener el amplicon 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 corri6 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 tamafio de la banda del producto de PCR (carril 1) en el gel
de agarosa se hizo una curva estandar en Excel (Figura 13C) dando un tamafio aproximado

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

95°C 95°C
3:00 0:45

72°C 72°C

Temperatura (°C)

Tiempo (min)

Figura 12. Grafica de las condiciones de amplificacion del brazo derecho.
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Figura 13. Amplificacion 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) Prediccion de la amplificacion del brazo derecho
de 1655 bp en SnapGene. C) Curva estandar en Excel para determinar el tamafio de la banda del carril 1 en el

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

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

La amplificacion del brazo derecho se precipitd y se ligo al vector plasmidico pGEM-T Easy
(Figura 14), como resultado se obtuvo la clona pGBD (Figura 15) con un tamano de
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Figura 15. A) Representacion grafica del plasmido pGBD, los oligonucleoétidos se muestran en color morado.
Creado con SnapGene. B) Transformacion pGBD en células competentes E. coli DHSa sembradas en agar LB

+Amp + IPTG + X-GAL.

Para comprobar la clonacion del brazo derecho, se hizo PCR a partir de ADN plasmidico
pGDB de 5 clonas blancas seleccionadas al azar. De las 5 clonas, solo 1 amplific6 una banda
muy similar al control de 1655 bp (PCR con ADN cromosémico de A. brasilense Sp7)
(Figura 16A). Se hizo una curva de calibracion para determinar el tamafio 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) amplifico una banda de 1660 bp;
la clona 1 (carril 2) amplific6 una banda de aproximadamente 1692 bp; la clona 2 (carril 3)
amplifico una banda de 1568 bp; la clona 3 (carril 4) amplificé dos bandas, una de 7592 bp
y otra de 3418 bp; la clona 4 (carril 5) amplificd una banda de 2166 bp; y la clona 5 (carril
6) amplificd una banda de 2046 bp aproximadamente. Se selecciond la clona 1 para hacer
restriccion enzimatica con 4 enzimas diferentes, liberando fragmentos de diversos tamafios,
esto con la finalidad de comprobar que se haya clonado correctamente el brazo derecho y no
se haya clonado algin 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 liberé una banda de 2997 bp y otra de 1673 bp; Sall 4184 bp y 486 bp; Hindlll
4670 bp y Spel 4670 bp, obteniendo los resultados esperados. También se realiz6 la curva

estandar (Figura 17C) cuyos tamafios se aproximan a los esperados.

Y= 36750800

Curva estandar

R*=0.9555
1200
=)
=]
= 10000 .
L]
=
. ..
-
=
o © -
ki L 2%
u 4 .’.“
S 2 T v
8 ... -
5 0 .
- o 50 100 150 200 250 300

B) Migracion (pixeles)
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 estdndar en Excel para determinar el tamafio de las bandas de los

productos de PCR de las clonas del brazo derecho en el gel de agarosa.
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Figura 17. Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. A) Restriccion enzimatica de la clona 1. M: GeneRuler 1
kb DNA Ladder. Carril 1: Restriccion con EcoRI. Carril 2: Restriccion con Sall. Carril 3: Restriccion con
Hindlll. Carril 4: Restriccion con Spel. Carril 5: ADN plasmidico clona 1 sin cortar. B) Prediccion de los
patrones de restriccion de la clona 1 en SnapGene. C) Curva estandar de las restricciones de la clona 1 del brazo

derecho.
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Analisis de secuenciacion

Luego de realizar PCR y restriccion enzimatica, se mand6 a secuenciar la clona 1 para
corroborar que el gen clonado corresponde a la region rio abajo del operon pgg de A.
brasilense Sp7 y para visualizar el sentido en que esta clonado, debido a que de eso depende
las enzimas a utilizar para clonar el marcador de seleccion. Los resultados de la secuenciacion
se analizaron en el programa BioEdit v7.2.5, el electroferograma obtenido se muestra en la

Figura 18.

}" Biokdit Sequence Alignment Editor - [ABI Chr AL umentsiLiz Uni\Lab uenciacién\8755\8755.ab1] — ] X
% File Edit view Zoom Horizontal Scale Accesory Application RMA Window Help - & x
=0

e Selested: none | S=mple: 8755 |File: C:Userslizbe'DocumentslLiz UnilL aboratorio! 8755\8755.2b1

20 30 30 n 100
G CG NG TG C\IGCTCEGGCCGC(\IGGEGGCEGEGGG AATTCGATTCTGGGAAGGAAGGAGCAGCGCGAGGGGGCCTTCG GCATGCGTCCCCTCGCATTGCTTTTT

A mfA' “‘H | | M‘J

Figura 18. Electroferograma del fragmento inicial la de secuenciacion 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 continuacion.
>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 indicé 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 unicamente bases que pueda reconocer la
base de datos empleada. La secuencia se ingreso 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 utiliz6 para el disefio de
oligonucleotidos de las regiones aledafas al operdn pgq. 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 nimero de acceso de la secuencia. En la Figura 19B se muestra el alineamiento
de la secuencia ingresada (producto de la secuenciacion) con la region rio abajo del operén
pqq de A. brasilense Sp7 correspondiente al brazo derecho. Finalmente, en la Figura 19C se
muestra una representacion grafica del contexto genético de A. brasilense Sp7 en la cual se
indica donde se aline6 la secuencia FASTA ingresada (producto de la secuenciacion), la cual

si corresponde al brazo derecho.
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Azospirillum brasilense strain Sp 7 chromosome 1, complete sequence

GenBank: CP033312.1
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Figura 19. Resultados del Nucleotide BLAST que se realizo con el resultado de la secuenciacion de la clona 1.
A) Descripcion 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 llegd a la conclusion de que el fragmento clonado en el
vector pGEM-T Easy corresponde a la region rio abajo del operdn pgq de A. brasilense Sp7
tal y como se esperaba, ademas se determind el sentido en que se clond y con esto se decidid

qué enzimas de restriccion usar para clonar el gen de resistencia a antibiotico.

Obtencion del gen de resistencia a gentamicina

Como marcador de seleccion para la mutante por delecion del operon pgq de A. brasilense
Sp7, se eligio el gen Q gentamicina del plasmido pBSL142 (Figura 20) porque 4. brasilense
Sp7 no presenta resistencia a este antibiotico. De acuerdo con la orientacion, obtenida a partir
del anélisis de la secuenciacion de pGBD, en que se clono6 el brazo derecho, se decidio liberar
el Q-Gm de 1672 bp mediante una restriccion enzimatica doble con las enzimas Hindlll y
Spel (Figura 21A). Se corri6 la restriccion en un gel de electroforesis al 1.2% en TBE 0.5X
a 90 V, posteriormente se cortd y purifico la banda correspondiente al gen Q-Gm (1672 bp)
siguiendo el protocolo indicado en la seccion de materiales y métodos. La curva estdndar

sefald tamafios cercanos a la prediccion hecha con SnapGene (Figura 21B y C).
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Figura 20. Representacion grafica del plasmido pBSL142. Se muestran las enzimas de restriccion HindlIl y

Spel usadas para la obtencion del gen de resistencia a gentamicina.
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Figura 21. A) Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. Restriccion enzimatica del plasmido pBSL142 con

Hindll 'y Spel. Se cort6 la banda de 1672 bp correspondiente al Q-Gm. M: GeneRuler 1 kb. Carril 1: Restriccion

enzimatica pBSL142. Carril 2: ADN plasmidico pBSL142 sin cortar. B) Prediccion del patrén de restriccion de

pBSL142 en SnapGene. C) Curva estandar de la restricciéon de pBSL142 elaborada en Excel.
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Clonacion Q-Gm en pGBD

Se abri6 el plasmido pGBD con las enzimas de restriccion Hindlll y Spel y fue ligado con el
gen Q-Gm cortado con las mismas enzimas. Como resultado se obtuvo la construccion
plasmidica pGBDGm con un tamaio de 6284 bp (Figura 22A) y con resistencia a ampicilina
(200 pg/ml) y gentamicina (8 pg/ml) (Figura 22B). Para comprobarlo se hizo extraccion
plasmidica y posteriormente restriccion enzimatica 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 estandar para determinar los tamafos aproximados de las bandas visualizadas en el gel

de agarosa (Figura 23C).

R
mﬁ‘

pGBDGM
5284 bp

Figura 22. A) Representacion grafica del plasmido pGBDGm, la linea roja representa el gen Q-Gm insertado.
Creado con SnapGene. B) Transformacion pGBDGm en células competentes E. coli DHSa sembradas en agar

LB +Amp + Gm.
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Figura 23. A) Electroforesis en gel de agarosa al 1.2%. M: GeneRuler 1 kb. Carril 1: ADN plasmidico

pGBDGm sin cortar. Carril 2-9: Restriccion enzimatica pGBSGm con EcoRI. B) Prediccion del patron de
restriccion de pGBDGm en SnapGene. C) Curva estandar de la restriccion de pGBDGm, los tamafios obtenidos

son aproximados a los predichos por SnapGene.

Con estos resultados, se llegd a la conclusion de que clond con éxito el brazo derecho y el
gen de resistencia a antibiotico, por lo tanto, se decidio iniciar la clonacion de la altima parte
que corresponde al brazo derecho para obtener la construccion plasmidica que se usara para

obtener la mutante del operdn pgq 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 ningin amplificado, por lo que se decidio afiadir DMSO a la
reaccion de PCR para disminuir la formacion de secuencias secundarias entre los
oligonucleotidos 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
mayoria 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 podria ser de 64°C.

Figura 24. Amplificacion 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) Prediccion de la amplificacion del brazo izquierdo de 1736 bp en
SnapGene.

Aun falta hacer mas pruebas de PCR para confirmar la temperatura de alineamiento a 64°C
y para obtener el brazo izquierdo y clonarlo en la construccion pGBDGm para continuar con

la obtencion de la mutante por delecion del operon pgq de Azospirillum brasilense Sp7.

58



Discusion

La interaccion bacteria-planta es una de las asociaciones mds estudiadas debido a los
beneficios de diversos microorganismos en la promocién del crecimiento vegetal (1). Una de
las bacterias mas estudiadas es 4. brasilense Sp7, una rizobacteria Gram-negativa fijadora
de nitrégeno, descrita en muchos estudios por proveer nutrientes, inducir resistencia a agentes
patogenos y producir fitohormonas (43). El analisis bioinformético reveld que A. brasilense
Sp7 contiene 5 genes para la biosintesis de PQQ dispuestos en un operdn (pqq4, pqqB, pqqC,
pqqD v pgqE). PQQ es un cofactor de quinoproteinas deshidrogenasas como la glucosa
deshidrogenasa, la cual es responsable de tomar la glucosa del medio y convertirla en acido
gluconico. El acido gluconico es el responsable de solubilizar los fosfatos al liberar fosforo
de minerales de fosfato y otros fosfatos inorgénicos, el cual se vuelve biodisponible para la

planta (17,18,44,45).

El objetivo general de este trabajo fue realizar una construccion plasmidica para obtener la
mutante por delecion del operdn pgq. Para obtener la construccion plasmidica, se analizaron
bioinformaticamente las regiones rio arriba y rio abajo del operon pgq en un margen de 2000
bp con la finalidad de elegir la region Optima a clonar mediante PCR. Dicha region debia
tener sitios de restriccion unicos que coincidieran con los de los vectores plasmidicos pGEM-
T Easy y pBSL142 para poder hacer las clonaciones. La region rio abajo del operdn pgq fue
la que cumplid con este criterio, dentro de esta region se encontraron los sitios de restriccion
para las enzimas X#hol, Hindlll, Sphl y EcoRV (Figura 7). Se decidio trabajar con las enzimas
Sphl 'y Hindlll porque son las mas proximas al operon y porque son enzimas disponibles en
el laboratorio. A partir de ahi se disefiaron los oligonucle6tidos PQQHIND3F25 y
PQQSPHIR26.

Para clonar la region rio abajo, denominada “brazo derecho”, se decidio trabajar con el
plasmido 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 caracteristica de afiadir una base adenina (A) al extremo
3'de los productos de PCR, mientras que pGEM-T Easy contiene una base timina (T), lo cual

resultdé muy ttil para la clonacion TA. De esta forma se obtuvo la clona denominada pGBD,
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la cual se comprob6 con el crecimiento de colonias blancas resistentes a Ampicilina y con
técnicas de biologia molecular como PCR y restriccion enzimatica. La PCR es una de las
técnicas basicas de biologia molecular para el analisis de secuencias de ADN que genera
multiples copias de un segmento especifico de ADN (46,47). A partir de la extraccion de
ADN de la clona 1 se hizo PCR con los oligonucle6tidos 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.

Asi mismo se hizo una restriccion enzimatica con las enzimas EcoRI Sall, Hindlll, y Spel.
Su us6 EcoRI porque es una de las enzimas que permite remover el inserto con una digestion
simple, en caso de que no se haya clonado nada, en el gel se observaria una banda de 3 kb,
en caso de que si, se observarian dos bandas, una de 3 kb y otra del tamafio 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 us6 Sall porque esta enzima tiene dos sitios de
restriccion en pGBD, uno de esos sitios proviene de pPGEM-T Easy, mientras que el otro sitio
se encuentra dentro del inserto, al hacer la restriccion se observaron dos bandas, una de 4184
bp y otra de 486 bp. También se hizo restriccion con HindlIll porque presenta un sitio tnico
de restriccion ubicado en el inserto, esta enzima no tiene sitio de restriccion en pGEM-T Easy
por lo tanto si corta es por la clonacion del brazo derecho. Finalmente se hizo restriccion con
Spel que presenta sitio de restriccion Unico proveniente de pGEM-T Easy, por lo tanto, si el
brazo derecho esta clonado se obtendria una banda de casi 4.7 kb, de lo contrario se
observaria una banda de 3 kb. En el carril 4 de la Figura 17A se observo una banda tnica de

4670 bp.

Otra técnica de biologia molecular que se utilizd para confirmar la clonacién del brazo
derecho fue la secuenciacion. Se mando a secuenciar solo la clona analizada mediante PCR
y restriccion enzimatica a la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de DNA del Instituto de
Biotecnologia de la UNAM donde se emple6 el método de Sanger, uno de los més utilizados
en los ultimos afios. La secuenciacion de Sanger se basa en la amplificacion de una cadena
de ADN usando didesoxinucledtidos (ddNTPs), los cuales interrumpen la amplificacion
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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nucleotidica. La ventaja de clonar en pGEM-T Easy es que contiene el sitio de union para los
oligonucleotidos de secuenciacion universales pUC/M13. Una vez obtenidos los resultados,
se analizaron con el programa BioEdit v7.2.5 donde se visualizé un electroferograma y se
obtuvo la secuencia en formato FASTA. Una de las limitaciones de la secuenciacion de
Sanger es que presenta secuencias de baja calidad en los primeros y ultimos 15-40 bp debido
a la pobre resolucion de pequetios fragmentos y grandes fragmentos en la electroforesis. Los
nucledtidos no determinados fueron eliminados manualmente de la secuencia, se eliminaron
aquellas pares de bases sobrepuestas y no bien definidas. La secuencia obtenida se ingreso
en la base de datos Nucleotide BLAST de NCBI, una herramienta bioinformatica que detecta
regiones de similitud entre secuencias bioldgicas comparando secuencias de nucledtidos con
bases de datos de secuencias y calcula la significancia estadistica de esas comparaciones (48),
para determinar si el fragmento clonado corresponde al brazo derecho. El analisis revelo 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 propdsito de mandar a
secuenciar también fue para conocer la direccion en que se clond el brazo derecho y con eso

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

Se seleccion6 el plasmido pBSL142 por sus caracteristicos sitios de clonacion multiple
(MCS) y por poseer un gen de resistencia a gentamicina o Q-Gm. Su disefio provee varias
opciones de sitios de restriccion a elegir para realizar construcciones plasmidicas y
mutagénesis (42). Se utiliz6 el gen Q-Gm para concederle la resistencia a gentamicina y que
sirviera como marcador de seleccion para obtener la construccion plasmidica pGBDGm. La
eleccion del gen Q-Gm se debe a que A. brasilense Sp7 es resistente a ampicilina, pero
sensible gentamicina, de esta forma se asegur6 que las colonias crecidas en placas de agar

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

La clonacion del gen Q-Gm en pGBD se realizd6 mediante restriccion enzimatica. Se hizo
una restriccion doble con Hindlll y Spel porque son enzimas que tienen sitios de restriccion
en pGBD y pBSL142 y porque, de acuerdo con la direccion en que se clond el brazo derecho,
el marcador de seleccion se debe clonar del lado donde esta el sitio de restriccion para Hindlll
para que tome el lugar del operén pgq cuando se realice la mutacion. Dando lugar a la

construccion plasmidica pGBDGm.
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Se seleccionaron las colonias blancas que crecieron en medio LB + Amp + Gm, a las cuales
se les hizo restriccion enzimatica con EcoRI para confirmar la clonacion del marcador de

seleccion, dando como resultado dos bandas de tamafios similares, 3287 y 2997 bp.

Se realizé 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 mas definidas se presentaron a 63.6°C y 65°C. Hace faltar realizar mas pruebas de
PCR para determinar la temperatura de alineamiento dptima, sin embargo, ya se obtuvo una
primera prueba positiva de que los oligonucledtidos disefiados son especificos para

amplificar la region rio arriba del operon pggq, correspondiente al brazo izquierdo.

El brazo derecho se clond en el vector plasmidico pGEM-T Easy ya que es muy util para
clonaciones TA y posteriormente se transform6 en E. coli DH5a donde se agregd un gen de
resistencia a gentamicina como marcador de seleccion proveniente del plasmido 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 1til para clonaciones TA (49).

Como se propuso en la estrategia de trabajo (Figura 5), una vez obtenida la construccion
plasmidica final, se pretende clonarlo en un vector suicida para inducir a la bacteria a realizar
una doble recombinacion homoéloga y de esta forma obtener la mutante, tal y como se ha
reportado en otros trabajos como el de Carrefio-Lopez et al., en 2009, en donde obtuvieron
las mutantes Sp74031 (chsA-TnS) y Sp74088 (purK-Tn5) por recombinaciéon homologa

donde utilizaron como vector suicida a pSUP202 (13).

Se ha reportado que los vectores suicidas son utiles para la mutagénesis debido a que
permiten la movilizacion de ADN en Azospirillum sin la integracion estable de todo el vector,
lo cual resulta favorable para las recombinaciones homologas donde se reemplaza el ADN

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

La finalidad de una mutacion por delecion del operdn pgqg de A. brasilense Sp7 es para
analizar su relacion directa con la solubilizacion de fosfatos en esta cepa, en el estudio de
Vikram y colaboradores utilizaron la construccion pMCG898 que contiene los genes para la

biosintesis de PQQ para movilizarlo dentro de una cepa de Azospirillum incapaz de
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solubilizar fosfatos por medio de conjugacion bilateral, el resultado obtenido fue que dicha
cepa adquiri6 la capacidad de solubilizar fosfato dicalcico (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 absorcion de fosforo de las plantas a través de la produccion de acido organico
(51). Los resultados obtenidos en este trabajo nos acercan mas a obtener la mutante esperada
de A. brasilense Sp7 para continuar con los estudios sobre el operon pgq y la solubilizacién

de fosfatos en esta cepa.
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Conclusiones

A. brasilense es una de la rizobacterias mas estudiadas debido a los diversos mecanismos que
tiene para promover el crecimiento de las plantas. El mas estudiado es la fijacién de
nitrogeno, sin embargo, también cuenta con otros mecanismos como la solubilizacion de
fosfatos. Si bien es un mecanismo ya reportado en otras rizobacterias, en 4. brasilense Sp7
no se ha descrito el proceso de forma completa y detallada. En este proyecto se realizo6 la
construccion plasmidica pGBDGm la cual contiene la region rio abajo del operon pgg de A.
brasilense Sp7y el gen Q-Gm como marcador de seleccion, para en un futuro clonar la regioén
rio arriba y con ello obtener la mutante por delecion del operon PQQ en esta cepa. De esta
forma proponer a A. brasilense Sp7 como modelo de estudio para la regulacion de la
expresion de los genes pgq y continuar con las investigaciones del cofactor PQQ y su papel

en la promocion del crecimiento vegetal.

Perspectivas

Posteriormente se pretende clonar la region rio arriba del operdn pgq de A. brasilense Sp7
correspondiente al brazo izquierdo, en la construccioén plasmidica obtenida en este proyecto
para clonarlo en un vector suicida, como el pSUP202. La razén de utilizar dicho plasmido es
porque carece de un origen de replicacion compatible para A. brasilense Sp7, por lo que al
insertarlo en A. brasilense, la bacteria solo tendra la opcion de degradar el plasmido o
integrarlo a su genoma, ademas de que contiene genes de movilidad y genes de resistencia a
ampicilina, cloranfenicol y tetraciclina como marcadores (52). Para eliminar el operon pgq
se decidi6 hacerlo mediante una doble recombinacion homologa, por ello se delimitaron sus
regiones rio arriba y rio abajo y se clon6 un marcador de seleccion que es un gen de
resistencia a gentamicina. Lo que se espera es que se recombinen las regiones homologas y
se intercambie el operdn pgq por el gen de resistencia a gentamicina como se ilustra en la
figura 5. De esta forma se obtendria la mutante por delecion del operdén pqqg de Azospirillum
brasilense Sp7 y asi continuar con las investigaciones sobre el papel de PQQ en la

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

ZyppyTM Plasmid Miniprep de Zymo Research

1.

© N ok

10.

11.

Agregar 600 pul 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 mas cultivo
(hasta 3 ml).
= Se recomienda usar medio LB, si proviene de otro medio de cultivo se deben
centrifugar 600 pl — 3 ml, 30 segundos a maxima velocidad y resuspender en
600 pl de H>O PISA o Buffer TE.
Agregar 100 pl 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.
» Siel 7X Lysis Buffer tiene algin precipitado se debe incubar a 30-37°C por
30 minutos, luego mezclar por inversion para resuspender el buffer. No usar

microondas.

. Agregar 350 pl de Neutralization Buffer frio y mezclar bien por inversion. La

solucion del tubo se volvera amarilla cuando termine de neutralizar y se comenzara a
ver una masa visible.

* Adicionalmente invertir 2-3 veces para asegurar la neutralizacion.
Centrifugar 3 minutos a 12000 rpm.
Transferir sobrenadante a la columna Zymo-Spin 1IN sin tocar el pellet.
Centrifugar 15 segundos a 12000 rpm.
Desechar flujo continuo y volver a colocar la misma columna a la camisa.
Agregar 200 pl de Endo-Wash Buffer a la columna y centrifugar por 30 segundos.

= Se puede o no desechar el flujo.
Agregar 400 ul de Zyppy Wash Buffer a la columna y centrifugar por 1 minuto.
Desechar flujo continuo.
Transferir columna a un tubo Eppendorf de 1.5 ml y agregar 30 ul 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 plasmidos >10 kb.

Centrifugar por 30 segundos para eluir el ADN plasmidico.
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Preparacion de soluciones

Acetato de sodio 3M pH 5.2
g/L
Acetato de sodio 246.09 (3M)
Agua destilada Aforara 1L

Ajustar pH a 5.2 con 4cido acético glacial. Esterilizar a 15 1b durante 15 minutos.

Agar LB
g/L
NaCl 10
Triptona 10
Extracto de levadura 5
Agar 15 (1.5%)
Agua destilada Aforara IL
Esterilizar a 10 1b durante 15 minutos.
Agarosa al 0.7%
g/L
Agarosa 7
Buffer TBE 0.5X Aforara 1L

Calentar en microondas hasta que se funda la agarosa por completo.
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Agarosa al 1.2%

Agarosa

Buffer TBE 0.5X

g/L
12
Aforara 1L

Calentar en microondas hasta que se funda la agarosa por completo.

Buffer TBE 0.5X
Buffer TBE 10X
Tris base
Acido bérico
EDTA
Agua destilada

g/100 ml
10.8

5.5

0.744 (0.5M)
50 ml

Disolver con agitador magnético y luego ajustar pH a 8.2-8.4 con HCI. Aforar a 100 ml con

agua destilada. Esterilizar a 15 Ib durante 15 minutos.

Disolver 20 veces con agua destilada para llegar a una concentracion final de 0.5X.

Buffer TE101

Tris base
EDTA
Agua destilada

Esterilizar a 15 Ib durante 15 minutos.

g/L

1.2114 (10 mM)
3.7224 (1 mM)
Aforara 1L
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Buffer TEso/20

g/L
Tris base 6.057 (50 mM)
EDTA 7.4448 (20 mM)
Agua destilada Aforara 1L
Esterilizar a 15 Ib durante 15 minutos.
Cloroformo: alcohol isoamilico 24:1
ml/50 ml
Cloroformo 48
Alcohol isoamilico 2

Fenol: cloroformo: alcohol isoamilico 25:24:1

ml/50 ml
Fenol 25
Cloroformo 24
Alcohol isoamilico 1
Medio liquido LB
g/L
NaCl 10
Triptona 10
Extracto de levadura 5
Agua destilada Aforara IL

Esterilizar a 10 1b durante 15 minutos.
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Medio SOC

NaCl

Triptona

Extracto de levadura
KCl

MgCl,

MgSOq4

Glucosa

Agua destilada

Esterilizar a 10 Ib durante 15 minutos.

MMAB

K>2HPO4

NaH>POq4

NH4Cl

MgSO4-7H20

KCl

*CaCl2-2H20

*FeSO4

Acido malico
*Microelementos 100X

Agua destilada

Microelementos 100X
MnSO4-H>0O
ZnS0O4-7H,O

L

10 mM

2%

0.5%

2.5 mM

10 mM

10 mM

20 mM
Aforara 1L

g/L

3

1

1

0.3
0.15
0.01
0.0025
34 mM
10 ml
Aforara 1L

g/L
0.25
0.07
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CoSO4-TH20 0.014

CuSO4-5H,0 0.0125
H;BOs 0.003
NaxMoO4-2H>0 0.05

Agua destilada Aforara 1L

Ajustar pH a 7.0 con KOH. Esterilizar a 10 Ib durante 10 minutos.

*CaCly-2H,0, FeSO4 y microelementos 100X se agregan al final después de esterilizar el

resto del medio.

NaCl SM
g/L
NaCl 292.2 (5M)
Agua destilada Aforara 1L
Esterilizar a 15 1b durante 15 minutos.
Nal 6M
g/L
Nal 899.34 (6M)
Agua destilada Aforara 1L

Esterilizar a 15 1b durante 15 minutos.
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New Wash 1X

New Wash 10X
H>O PISA
Etanol 96%

New Wash 10X
Tris base

NaCl

Agua destilada

Esterilizar a 15 1Ib durante 15 minutos.

Silica

—

o ® Ny Nk wDN

Dejar reposar toda la noche.

Desechar sobrenadante.
Hacer 3 lavados mas con 14 ml de H>O PISA pH 2.0.
Desechar sobrenadante.

Resuspender silica en 2 ml de H,O PISA pH 2.0.

ml/L
50
450
500

g/50 ml

1.21

2.92

Aforar a 50 ml

Pesar 0.5 g de silica en una balanza analitica.

Disolver por agitacion en 14 ml de H2O PISA pH 2.0 en un tubo Falcon de 14 ml.

Centrifugar durante 1 min a 6000 rpm.

Pasar a un tubo Eppendorf de 1.5 ml con ayuda de una micropipeta.

10. Almacenar a temperatura ambiente.
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Solucion 1 miniprep

g/50 ml
Tris base 0.303
Na;EDTA-2H,0 0.186
Agua destilada 30 ml

Ajustar pH a 8.0 con HCI. Aforar a 50 ml con agua destilada. Esterilizar a 15 1b durante 15

minutos.

Solucion 2 miniprep

g/50 ml
NaOH 0.4
SDS 0.5
Agua destilada Aforar a 50 ml
Esterilizar a 15 1b durante 15 minutos.
Solucion 3 miniprep
/50 ml
Acetato de potasio 14.725
Agua destilada 30 ml

Ajustar pH a 5.5 con 4cido acético glacial. Aforar a 50 ml con agua destilada. Esterilizar a

15 Ib durante 15 minutos.
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Solucion de competencia CaClz 150 mM

g/100 ml
CaCl; 2.205 (150 mM)
Agua destilada Aforar a 100 ml

Esterilizar usando un filtro de jeringa con un tamafio de poro de 0.45 um.
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