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RESUMEN 
Azospirillum brasilense acumula gránulos de poli-β-hidroxibutirato (PHB), éste 

favorece su establecimiento y sobrevivencia bajo condiciones de estrés. El PHB 
pertenece al grupo químico de los polihidroxialcanoatos (PHAs), muestran propiedades 
similares a algunos plásticos derivados del petróleo, difiriendo de estos en que es 
reciclable, fácil de degradar por muchos microorganismos, es compatible con otros 
polímeros y es biocompatible con el cuerpo humano; por lo que tiene importancia en la 
fabricación de plásticos biodegradables, en la industria química, alimentaria y 
farmacéutica. 

Debido a sus diversas aplicaciones es importante el estudio a bacterias en donde 
aumente la acumulación de PHB. Las investigaciones más recientes centran su atención 
en la generación de cepas que han sido modificadas genéticamente en las rutas 
metabólicas involucradas en la síntesis de PHB como estrategia para mejorar la 
producción de este polímero. 

Los tres genes que se consideran esenciales en la ruta biosintética del PHB son 
el phbA (β-cetotiolasa), phbB (acetoacetil coenzima A reductasa) y phbC (PHB 
sintasa); El objetivo de este trabajo es incrementar la producción de PHB al 
sobreexpresar estos tres genes que se han identificado, clonado, secuenciado y bajo 
control del promotor de un plásmido de expresión en la cepa A. brasilense Sp245. 

A. brasilense Sp245 posee dos genes del phbA, tres genes del phbB y dos genes 
del phbC, localizando algunos de estos genes en el cromosoma y en plásmidos. El 
análisis bioinformático proporciono información de los genes que se utilizarían para 
clonarlos el vector de expresión pMMB206.  

Los genes phbA y phbB ubicados en el plásmido uno, ambos se amplificaron, 
incluyendo la región SD del phbA, la región intergénica y el codón de paro del phbB, el 
amplificado fue clonado en pMMB206 y transferido por conjugación en A. brasilense 
Sp245, nombrándola como Ab245p206AB; el phbC presente en el cromosoma fue 
clonado y se transfirió de la misma manera, nombrando a la transconjugante como  
Ab245p206C; El phbC se clonó rio abajo del gen phbB de la cepa Ab245p206AB, por 
consiguiente los tres genes se transcriben juntos y bajo el control del promotor, 
siguiendo nuestra nomenclatura a esta cepa se le nombro Ab245p206ABC y se utilizó 
como control a A. brasilense Sp245 y a la cepa A. brasilense Sp245 que contiene el 
vector pMMB206 designando a las cepas como WT y Ab245p206 respectivamente. 

Se cuantificó el PHB de las cepas WT, Ab245p206, Ab245p206AB, 
Ab245p206ABC y Ab245p206C a las 24, 48 y 72 h de cultivo, obteniendo un 
incremento en el PHB en todas las cepas ensayadas a las 24 h, posteriormente el PHB 
desciende conformé el tiempo de crecimiento aumenta, estos resultados son semejantes 
en los ensayos inducidos como los no inducidos; La inducción se realizó con 0.5 mM de 
IPTG a una DO600 de 0.6, se cuantificó el PHB después de 14 h de haber inducido (24 h 
de crecimiento), la cantidad de PHB de la cepa Ab245p206ABC no presenta diferencia 
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significativa en ninguno de los dos tipos de ensayos y al comparar la cantidad que se 
cuantificó de la cepa WT no existe diferencia significativa, anulando la hipótesis que al 
sobrexpresar los tres genes en forma de operón habría un incremento en la cantidad de 
PHB, sin embargo se observa una diferencia significativa de Ab245p206C al producir 
un 62.5% más de PHB en el ensayo de inducción con respecto al no inducido y un 
46.23% más al compararla con la WT, por lo cual la transconjugante con mayor 
acumulación de PHB es la que expresa la enzima PHB sintasa bajo las condiciones de 
este estudio. 
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I.- INTRODUCCIÓN 

Azospirillum brasilense es una bacteria promotora del crecimiento vegetal 
(PGPR), tiene la capacidad de acumular gránulos insolubles de poli-β-hidroxibutirato 
(PHB), el cual favorece su establecimiento y sobrevivencia bajo condiciones de estrés, 
tales como irradiación con luz ultravioleta, altas temperaturas, presión osmótica y 
desecación (Fig. 1). 

 

Figura 1.- Gránulos de PHB de Azospirillum brasilense Sp7 (tomado de Kadouri et al. 2002). 

El PHB pertenece al grupo químico de polihidroxialcanoatos (PHAs), los cuales 
son moléculas que muestran propiedades similares a plásticos comunes como el 
polipropileno, difiriendo en que es fácil de degradar por muchos microorganismos y 
compatible con otros polímeros, formando copolímeros con propiedades que les permite 
ser manejados en diversas formas (Meng et al. 2015), el PHB ha alcanzado considerable 
importancia comercial como plásticos biodegradables y materiales de alta tecnología en 
el campo de la medicina (Wu et al. 2009). 

Debido a las amplias y variadas aplicaciones que pueden tener estos 
biopolímeros es importante seleccionar cepas con una acumulación aumentada de PHB. 
Las investigaciones centran su atención en la optimización de los parámetros de cultivo, 
así como la generación de cepas que han sido modificadas genéticamente en sus rutas 
metabólicas como estrategias para mejorar la producción de PHB (Van der Walle et al. 
2001). 

En este proyecto se realizó el estudio de la producción de PHB en A. brasilense 
Sp245 mediante el conocimiento y manipulación de los genes implicados en la 
biosíntesis de PHB, los cuales son phbA (β-cetotiolasa), phbB (acetil CoA reductasa), y 
phbC (PHB sintasa) clonándolos en el plásmido pMMB206 bajo el control del promotor 
fuerte e inducible con IPTG denominado Ptaclac, los genes que fueron clonados son 
phbAB, phbABC y phbC, analizando las construcciones por patrón de restricción, PCR 
y secuenciación, la cuantificación de la producción de PHB en las transconjugantes se 
determinó, esperando un aumento en el contenido de PHB de transconjugantes que 
contengan a los genes phbAB, phbABC y phbC, sin embargo la cepa Ab245p206C que 
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contiene la construcción con el gen phbC mostro un aumento considerable en la 
cuantificación de PHB. 

1.1- Características de Azospirillum spp. 

En 1925 Beijerinck describió a Spirillum lipoferum y en 1973 Peña-Cabriales y 
Döbereiner son los que iniciaron los estudios de esta bacteria (Döbereiner, 1983). 
Clasificada como una bacteria promotora del crecimiento vegetal (PGPR) por su 
capacidad de reducir el nitrógeno atmosférico (N2) a amonio (NH4) e incorporarlo a la 
rizósfera y por poder producir diversas fitohormonas que mejoran el desarrollo de la 
raíz, la absorción de agua y minerales, en muchos casos las plantas son más productivas 
(Dobbelaere et al. 2001). El género Azospirillum proporciona beneficios para el 
crecimiento de plantas y de cultivos económicamente importantes, por lo cual en 
algunos países se implementó como biofertilizante (Massena et al. 2011), En la 
actualidad su uso comercial se extiende a diferentes países, incluido México (Bashan et 
al. 2004). 

Azospirillum pertenece a la subclase de las α-proteobacterias, son Gram 
negativas, poseen forma vibroide y movilidad en espiral, además han sido considerados 
como microorganismos diazotróficos, endofíticos y de vida libre (Fig. 2). Azospirillum 
tiene un metabolismo versátil de carbono y nitrógeno lo cual sugiere lo bien adaptadas 
que están a un ambiente competitivo como el de la rizósfera. Este género posee 
mecanismos fisiológicos eficientes tales como la formación de quistes (Bashan, 1999), 
que le ayuda a sobrevivir en condiciones desfavorables, este cambio morfológico está 
acompañado por el desarrollo de una capa externa de polisacáridos y por la acumulación 
de gránulos de poli-β-hidroxibutirato que puede servir como fuente de carbono y 
energía bajo condiciones de estrés e inanición (Steenhoudt y Vanderleyden, 2000). 

Reino: Bacteria 
Phylum: Proteobacteria 

Clase: Alphaproteobacteria 
Orden: Rhodospirillales 

Familia: Rhodospirillaceae 
Género: Azospirillum 

Especie: brasilense 
 
Figura 2.- Taxonomia de Azospirillum (Consultado el día 18 de noviembre del 2015 en NCBI Taxonomy 
Browser http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/). 

1.2- El género Azospirillum brasilense. 

Es heterotrófico, fija nitrógeno en condiciones microaerofílicas; puede utilizar 
una amplia gama de azúcares, alcoholes y ácidos orgánicos como fuentes de carbono, 
tales como D-fructosa, D-gluconato y Glicerol (Massena et al. 2011). Esta bacteria es 
conocida por presentar pleomorfismo y por cambiar su actividad metabólica con rapidez 
en respuesta a los cambios del ambiente (Pereg et al. 2000). En condiciones 
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microaerofílicas son móviles, lo cual se debe a la presencia de dos tipos de flagelos: un 
flagelo polar que es sintetizado en medio líquido responsable del nado de las bacterias y 
numerosos flagelos laterales, sintetizados en medios sólidos y semisólidos, los cuales 
sirven para coordinar el movimiento a lo largo de la superficie (Katzy et al. 2001). Bajo 
condiciones aeróbicas, particularmente en cultivos viejos, pasan de la forma vibroide a 
una forma redonda encapsulada denominada como cisto, no móvil, formando agregados 
que por adhesión floculan en cultivos líquidos. 

Se han identificado muchos genes de Azospirillum involucrados en procesos 
metabólicos importantes tales como la fijación del nitrógeno, la adhesión a la raíz de la 
planta, la biosíntesis de fitohormonas, la biosíntesis del triptófano, el metabolismo de 
carbono y algunas otras menos caracterizadas y se han creado mutantes por medio de 
químicos, radiación, mutagénesis Tn5 e interrupción de genes (Holguin et al. 1999). 
Kadouri y colaboradores en el 2002 determinaron el mapa físico de los genes phbABC 
de la ruta metabólica del PHB (Fig. 3), en el 2003 identificaron y caracterizaron los 
genes que participan en la ruta de despolimerización del PHB en A. brasilense Sp7. 

 

Figura 3.- Mapa físico de los genes phbBAC de A. brasilense Sp7. Las flechas indican la dirección y el 
inicio de la transcripción (Modificado de Kadouri et al. 2002).  

1.3- Genética de A. brasilense. 

El tamaño del genoma de A. brasilense es de alrededor de 7 Mb, muestra siete 
megareplicones que varían de tamaño entre 0.63 a 2.5 Mb (Didonet et al. 2000). En 
1982 Wood y colaboradores reportaron la presencia de minicromosomas en A. 
lipoferum y A. brasilense basado en su tamaño molecular aparente que es mayor de 2.8 
Mb. Estudios de electroforesis de campos pulsados (PFGE) confirmaron la complejidad 
del genoma de esta especie constituido por múltiples plásmidos tanto circulares como 
lineales (Didonet et al. 2000), los genes 16S rRNA encontrados en cada uno de los 
plásmidos sugiere la multiplicidad de cromosomas, los cuales corresponden a replicones 
de alrededor de 200 kb, 700 kb, 800 kb y 1700 kb. (Caballero et al. 1999). 

La presencia de plásmidos fue una de las primeras características reportadas del 
género Azospirillum, y es común en A. lipoferum y A. brasilense. Algunas cepas 
contienen hasta seis plásmidos y la presencia de un plásmido de aproximadamente 90 
MDa común entre las cepas de A. brasilense y algunas de A. lipoferum denominado 
como p90, se cree que codifica para funciones celulares esenciales, como la movilidad, 
adsorción a raíz, morfología de la colonia, crecimiento en medio mínimo y dos loci que 
confieren resistencia a ampicilina (Holguin et al. 1999). El tamaño del cromosoma de A. 
brasilense Sp245 es de 2 871 kb, contiene un megaplásmido con el peso de 1 571 kb y 
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cinco plásmidos con un rango de tamaño de 111 a 768 kb como se observa en la tabla 1. 

Tabla 1.- Datos representativos del genoma de A. brasilense Sp245.  
 Cromosoma Plásmido 1 Plásmido 2 Plásmido 3 Plásmido 4 Plásmido 5 Plásmido 6 

Nombre - AZOBR_p1 AZOBR_p2 AZOBR_p3 AZOBR_p4 AZOBR_p5 AZOBR_p6 

RefSeq NC_016617.1 NC_016594.1 NC_016618.1 NC_016595.1 NC_016596.1 NC_016619.1 NC_016597.1 

INSDC HE577327.1 HE577328.1 HE577329.1 HE577330.1 HE577331.1 HE577332.1 HE577333.1 

Tamaño 
(Mb) 3.02 1.77 0.91 0.78 0.69 0.19 0.17 

GC% 68.6 68.6 68.3 68.2 69 66.6 66.8 

Proteina 2654 1429 707 677 556 135 107 

rRNA 3 8 2 - 1 - - 

tRNA 44 25 2 - 9 - 1 

Otros RNA 10 3 3 - 3 - 1 

Genes 2871 1571 768 706 606 146 111 

Pseudogenes 160 106 54 29 37 11 2 

Símbolos: RefSeq: NCBI Reference Sequence Database, INSDC :The International Nucleotide 
Sequence Database Collaboration. Consultado el día 18 de noviembre del 2015 en NCBI 
Genome http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome. 

1.4- Poli-β-hidroxibutirato. 

El poli-β-hidroxibutirato pertenece al grupo químico de polihidroxialcanoatos 
(PHAs), los cuales muestran propiedades similares a algunos plásticos derivados del 
petróleo difiriendo en que son biodegradables, compatibles con otros polímeros y se 
consideran como inherentemente biocompatibles; esta biocompatibilidad se ha 
aprovechado en numerosas aplicaciones médicas, en los que los biopolímeros han sido 
utilizados como soportes o matrices en la ingeniería de tejidos, apósitos para heridas y 
administración de fármacos (Bernd y Rehm, 2010). 

En 1925 el PHB fue descubierto por primera vez en cuerpos de inclusión dentro 
del citoplasma de Bacillus megaterium y posteriormente en una amplia variedad de 
bacterias, principalmente los que habitan en los ecosistemas de suelo y agua (Nuti et al. 
1972; Anderson y Dawes, 1990; Poli et al. 2011). 

El PHB es producido por algunas bacterias cuando la fuente de carbono es 
disponible y otros nutrientes son limitantes, por lo tanto el PHB se considera productor 
de poder reductor y almacenaje de carbono en estos microorganismos. Los gránulos de 
PHB se deposita como inclusiones intracelulares esféricas con un núcleo amorfo, 
hidrofóbico el cual está cubierto por una capa de lípidos y rodeado principalmente por 
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proteínas y enzimas implicadas en la síntesis de PHB y su degradación (Fig. 4) (Potter y 
Steinbüchel, 2005; Rehm, 2006; Jendrossek, 2009). 

 

Figura 4.- Estructura de un granulo de Polihidroxialcanoato (PHA). Tomado de Bernd y Rehm, 2010. 

1.5 - Vía metabólica para la producción de PHB. 

La vía de biosíntesis para la producción de PHB consiste de tres reacciones 
básicas a partir de acetil-CoA (Fig. 5): primero, la enzima β-cetoacil-CoA tiolasa 
(codificada por phbA) cataliza la transferencia reversible del grupo acetil a acil-CoA, 
condensando dos moléculas de acetil-CoA en acetoacetil-CoA; la segunda reacción es la 
reducción de (R)-3-hidroxibutiril-CoA por la acetoacetil-CoA deshidrogenasa 
(codificada por phbB) dependiente de NADPH siendo un proceso reversible y por 
último en la tercera reacción los monómeros de (R)-3-hidroxibutiril-CoA son 
polimerizados para formar poli-3-hidroxibutirato por la polimerasa P(3HB) (codificada 
por el gen phbC), o mejor conocida como PHB sintasa y la cual determina la 
composición del polímero resultante (Trotsenko y Belova, 1999). 

 

Figura 5.- Ciclo metabólico del poli-β-hidroxibutirato. 
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II.- ANTECEDENTES 

2.1- Genes phbA, phbB y phbC de A. brasilense Sp7. 

Se ha establecido el mapa físico del operón que contiene los genes de la ruta 
metabólica del PHB e identificado y caracterizado el phaZ, el cual participa en la ruta 
de despolimerización del PHB en A. brasilense Sp7 (Kadouri et al. 2003). El phbC 
contiene 1854 pb y se transcribe en dirección divergente a los genes phbA y phbB. El 
gen phbA tiene 1161 pb, seguido del phbB que tiene 2332 pb. Existen zonas ricas en 
purinas que preceden a los codones de inicio de los tres ORFs. Las secuencias de SD se 
encontraron a 10 nucleótidos rio arriba del codón de inicio de phbB y 12 nucleótidos rio 
arriba de phbA. La secuencia SD del phbC no se reporta en este artículo. 

A. brasilense Sp7 cultivado en medio mínimo con una limitación de Nitrógeno 
frente a un exceso de la fuente de Carbono, después de 24 h de incubación a 30ºC se 
puede apreciar la acumulación de gránulos de PHB y al agotar los nutrientes en el 
medio, la degradación de este polímero comienza para sustentar la sobrevivencia de la 
bacteria y a las 48 h de cultivo los gránulos de PHB se han despolimerizado en su 
totalidad. Kadouri en el año 2002 eliminó el gen phbC, consiguiendo que A. brasilense 
Sp7 no pudiera acumular gránulos de PHB y en el 2003 eliminó el gen phbZ el cual 
codifica para la enzima que se encarga de la despolimerización de los gránulos de PHB, 
consiguiendo acumular una mayor cantidad de este polímero en comparación de la cepa 
silvestre en 48 h (Fig. 6). 

 

Figura 6.- Microfotografías de A. brasilense Sp7 que muestran el efecto de la deleción de los genes 
involucrados en la ruta del PHB y su acumulación en 48 h. A) A. brasilense Sp7; B) Deleción del gen 
phbC y C) Deleción del gen phbZ. Tomado de Kadouri et al. 2002 y 2003. 

2.2- Regulación genética de la biosíntesis de PHB. 

Desde el punto de vista bioquímico y genético la producción de PHAs ocurre por 
varias vías metabólicas, usando la enzima β-cetotiolasa y acetoacetil-CoA reductasa por 
la vía de β-oxidación y la vía de síntesis de novo de ácidos grasos (Shyan et al. 2000), 
por lo que se comenta que el loci pha ha divergido considerablemente en las especies 
que producen este metabolito. El loci que codifica los genes para la formación de PHA 
se ha caracterizado en algunas especies, proporcionando las claves para el diseño y la 
ingeniería de organismos recombinantes para la producción de PHA (Madison y 
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Huisman, 1999), este conocimiento nos ha provisto de potentes herramientas para 
diseñar bacterias que son capaces no sólo de la producción de biopolímeros eficientes, 
sino también la producción de polímeros modificados e incluso no naturales que 
exhiben características únicas para aplicaciones específicas de alto valor (Bernd y 
Rehm, 2010). 

En contraste con otros microorganismos A. brasilense no produce copolímeros 
de hidroxialcanoatos, sólo homopolímeros de PHB, las cantidades relativas pueden 
llegar alcanzar más del 80% del peso seco de la biomasa celular (Itzigsohn et al. 1995; 
Kadouri et al. 2003, 2005). El análisis de la secuencia del PhbC de A. brasilense Sp7 
muestra un alto grado de similitud con otras sintasas, su interrupción o escisión del gen 
suprime la acumulación de PHB y causa una disminución en la supervivencia con 
incremento en la movilidad, producción de exopolisacáridos (EPS) y adhesión a la raíz 
(Kadouri et al. 2002). 

2.3- Producción de PHB en A. brasilense Sp245. 

Algunas especies como A. brasilense y A. lipoferum pueden acumular altos 
niveles de PHB (hasta 88% de la biomasa seca de células) bajo condiciones de 
desequilibrio de nutrientes, como la limitación de oxígeno o una alta relación 
carbono/nitrógeno (Itzigsohn et al. 1995). A menudo A. brasilense Sp245 y A. 
brasilense Sp7 han sido comparadas y documentadas para mostrar varias diferencias de 
comportamiento en condiciones similares, al comparar la producción de PHB entre estas 
cepas cultivadas en condiciones microaerofílicas, en un medio con deficiencia de 
nitrógeno y altas concentraciones de carbono, A. brasilense Sp245 produce casi un 10% 
más que la cepa Sp7 (Kamneva et al. 2011). 

2.4- sobreproducción utilizando el vector pMMB206 en A. brasilense 
Sp245.  

Morales y colaboradores en el año 1991 construyeron una familia de vectores de 
expresión denominados como pMMB, estos vectores son de bajo número de copias, 
además tienen la capacidad para la detección directa de plásmidos que contengan 
insertos, esto debido a la interrupción del lacZ. El vector pMMB206 posee como 
característica principal el uso de un promotor fuerte e inducible con IPTG denominado 
Ptaclac, el cual posee bajo nivel de expresión sin inducir (Fig. 7), este vector ha mostrado 
que se mantiene de manera extracromosomal por replicación autónoma, estable y puede 
ser utilizado para experimentos de complementación en trans (Steyert y Pineiro, 2007). 

El factor de transcripción σE (RpoE) en A. brasilense Sp7 inicia la síntesis de 
carotenos, pero en presencia de un represor denominado ChrR se inhibe su expresión, 
en el 2002 Thirunavukkarasu y colaboradores clonaron el rpoE en el vector pMMB206 
obteniendo la transconjugante en A. brasilense Sp7 con esta construcción, al 
sobreexpresar el rpoE la síntesis de carotenos aumenta considerablemente en 
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comparación con las cepas A. brasilense Sp7 y Car-1 (mutante mini-Tn5 que tiene 
inactivo el gen chrR en A. brasilense Sp7). 

 

Figura 7.- Mapa y construcción del vector pMMB206. Tomado de Morales et al. 2007. 

III.- ANTECEDENTES DIRECTOS  

En el año 2014 se realizó la clonación de los genes phbA, phbB y phbC de A. 
brasilense Sp7 en el vector de expresión pMMB206, cada gen fue amplificado y 
clonado a partir del codón de inicio utilizando la secuencia SD del mismo vector, 
transformando las construcciones en E. coli S17.1 y posteriormente fueron conjugadas 
en A. brasilense Sp7, la concentración de 1 mM de IPTG fue determinada por curvas de 
inducción y se empleó cuando el cultivo obtuvo una DO600 de 0.6 crecidas en medio 
MM sin desbalance de ningún nutriente, se cuantificó la acumulación de PHB a las 0, 3, 
6, 9 y 72 h posterior a la inducción de las transconjugantes que contienen las 
construcciones con los genes phbA, phbB y phbC, la sobreexpresión de las  
transconjugantes no reflejo un incrementó de PHB, sin embargo la transconjugante que 
contiene al gen phbC aumento la producción sostenida de PHB con respecto a la cepa 
silvestre durante las primeras 6 h (Martínez Cámara, 2014; Martínez Martínez, 2014). 

En el 2014 con el objetivo de incrementar la cantidad de PHB en A. brasilense 
Sp7 se planteó sobreexpresar de manera independiente los tres genes involucrados en la 
biosíntesis de PHB, sin embargo otra estrategia para aumentar los niveles de PHB es la 
empleada por Kadouri y colaboradores en el 2003, al deletar el gen que codifica a la 
PHB depolimerasa impiden que los gránulos se degraden; en el 2015 se empleó una 
estrategia similar en A. brasilense Sp245, el gen que codifica para la PHB depolimerasa 
en esta bacteria es el phbZ, en el cual se insertó un casete de Km para interrumpir su 
expresión, como resultado la cantidad del polímero acumulado fue casi constante al 
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transcurrir el tiempo de crecimiento, incluso a las 72 h permanecía con una acumulación 
de PHB mayor a la que se cuantificó a las 24 h (Fig.8), caso contrario a la cepa silvestre, 
la cantidad de PHB fue en descenso (Rosales, 2015). 

 

Figura 8.- Cuantificación de PHB de la mutante que posee una inserción del casete de Km en el gen 
phbZ en A. brasilense Sp245. Modificado de Rosales, 2015. 

IV.- HIPÓTESIS 

Para incrementar la acumulación de PHB en la cepa A. brasilense Sp245 es 
necesario lograr una mayor eficiencia en la sobreexpresión de los genes phbABC, de 
manera que los tres genes estén co-transcribiendose y se encuentren regulados por un 
promotor, organizados en forma de operón en un vector de expresión. 

V.- JUSTIFICACIÓN 

En respuesta a los problemas y efectos nocivos de los residuos plásticos en el 
medio ambiente, ha habido un considerable interés en el desarrollo de materiales 
plásticos biodegradables. Los PHAs son sustitutos atractivos para los plásticos 
convencionales y a pesar de que sean reportado más de 150 componentes, dando lugar a 
una enorme diversidad de propiedades materiales, tan solo se han estudiado 
aproximadamente 250 microorganismos diferentes que sintetizan PHAs y solamente 
algunas de estas bacterias acumulan una cantidad considerable para ser utilizadas en la 
industria, tales como Ralstonia eutropha, A. brasilense, Azotobacter vinelandii, entre 
otros, incluso para mejorar la producción de PHB se emplean bacterias recombinantes, 
mediante el establecimiento de vías de biosíntesis en bacterias no poliméricas (E. coli 
que albergaban los genes de la vía de biosíntesis de PHB), por lo cual es posible 
producir relativamente mayores concentraciones de PHB (hasta un 81% de peso seco) 
en comparación con las cepas productoras de PHB de tipo silvestre. 

Un inconveniente importante en la comercialización de los PHAs, es debido a 
que el costo económico es más alto en comparación con los plásticos convencionales, 
por lo cual es importante obtener la mayor producción del polímero, al aumentar la 
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producción de PHB el costo se reduce y si bien se conocen las condiciones nutricionales 
y genéticas que promueven la producción de PHB en algunas bacterias, en A. brasilense 
Sp245 existen pocos estudios acerca del incremento de la producción del polímero, por 
lo que consideramos usar como estrategia clonar y conjugar los tres genes implicados en 
la síntesis de PHB (phbABC) para observar si existe un efecto en el incremento de la 
acumulación de PHB en A. brasilense Sp245. 

VI.- OBJETIVOS 

Objetivo general 

• Estudiar el efecto de la sobreexpresión de los genes phbABC en la cepa de A. 
brasilense Sp245. 

Objetivos específicos  

• Amplificar y clonar los genes phbA, phbB y phbC en un vector de clonación. 

• Subclonar los genes phbABC en el vector de expresión pMMB206. 

• Cuantificar la producción de PHB en A. brasilense Sp245 (phbABC++). 

VII.- ESQUEMA DE TRABAJO 

Amplificación y clonación de phbAB y phbC 

Se amplificaron los genes phbAB y phbC utilizando la enzima Pfu polimerasa 
por otro lado, el vector pBluescript Sk(-) se digirió con EcoRV para su ligación con 
dichos genes. 
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Se emplearon como control la cepa WT y A. brasilense Sp245 que contiene al vector 
pMMB206 al cual se le denominó Ab245p206. 
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VIII.- METODOLOGÍA 

Las características fenotípicas de las cepas que se utilizaron en este trabajo y de las 
transconjugantes obtenidas en este trabajo se muestran en la tabla 2 y los plásmidos 
utilizados y construcciones realizadas se describen en la tabla 3. 

Tabla 2.- Bacterias y transconjugantes utilizados en este proyecto. 

Cepas Características Resistencia Numero de 
acceso 

Azospirillum 
brasilense Sp245 Cepa silvestre de estudio. Ampr HE577327 

Azospirillum 
brasilense Sp7 

Cepa silvestre sobre la cual se han realizado estudios 
de PHB. Ampr AF353206 

Ab245p206AB A. brasilense Sp245 que contiene la construcción 
p206-AB. Cmr Este trabajo 

Ab245p206C A. brasilense Sp245 que contiene la construcción 
p206-C. Cmr Este trabajo 

Ab245p206ABC A. brasilense Sp245 que contiene la construcción 
p206-ABC. Cmr Este trabajo 

E. coli S17.1 
(helper) 

E. coli con funciones cromosómicamente integradas, 
codifica para los genes necesarios para la 
conjugación y la transferencia de ADN (tra) del 
plásmido pRK2013. 

Kmr Phadnis y 
Das, 1987 

E. coli DH5α Cepa de clonación con múltiples mutaciones que 
permiten a las transformaciones una alta eficiencia. Nalr Gibco BRL  

Ecpbsk-AB E. coli DH5α que contiene la construcción pbsk-AB Ampr Este trabajo 
Ecpbsk-C E. coli DH5α que contiene la construcción pbsk-C Ampr Este trabajo 
Ecp206-AB E. coli DH5α que contiene la construcción p206-AB Cmr Este trabajo 
Ecp206-C E. coli DH5α que contiene la construcción p206-C Cmr Este trabajo 

Ecp206-ABC E. coli DH5α que contiene la construcción p206-
ABC Cmr Este trabajo 

Ecp206 E. coli DH5α que contiene el vector pMMB206 Cmr Este trabajo 
 
 
Tabla 3.- Plásmidos y construcciones utilizados en éste proyecto. 

Plásmidos Características Resistencia Referencia 
pBluescript 
SK(-) Vector de clonación estándar. Ampr Stratagene  

pMMB206 

Vector de expresión. Vector de amplio rango de 
hospedero, de bajo número de copias y permiten análisis 
directo de los recombinantes. Este vector contiene 
secuencias que codifican lacIq y lacZ alfa el cual permite 
la detección directa de la inactivación de la 
complementación alfa. Se muestran bajo nivel de 
expresión sin inducción. Expresión del gen CAT. 

Cmr Morales et 
al. 1991 

pbsk-AB Vector pBluescript SK(-) el cual le fue clonado el 
phbAB. Cmr Este trabajo 

pbsk-C Vector pBluescript SK(-) el cual le fue clonado el phbC. Cmr Este trabajo 
p206-AB Vector pMMB206 el cual le fue clonado el phbAB. Cmr Este trabajo 
p206-C Vector pMMB206 el cual le fue clonado el phbC. Cmr Este trabajo 
p206-ABC Vector pMMB206 el cual le fue clonado el phbABC. Cmr Este trabajo 
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8.1- Medios de cultivo. 

Se emplearon cuatro tipos diferentes de medios de cultivo, para el crecimiento 
de la cepa E. coli DH5α se utilizó el medio Luria Bertani (LB) (Anexo I), para el 
proceso de conjugación entre E. coli DH5α y A. brasilense Sp245, se usó el mismo 
medio de cultivo, pero con una modificación, denominado como LB modificado (LB+) 
(Anexo II), el cual permitió el crecimiento de ambas bacterias; para su crecimiento y 
selección de A. brasilense Sp245 se hizo uso de los medios Rojo Congo (RC) (Anexo 
III) y Medio Mínimo (MM) (Anexo IV), cabe destacar que éste último se empleó para 
los ensayos de cuantificación de PHB. 

8.2- Extracción de DNA genómico. 

Las cepas fueron tomadas de los gliceroles almacenados a -70ºC en el cepario 
del laboratorio de Fisiología Microbiana de la interacción Microorganismo - Hospedero 
del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiológicas de la Benemérita 
Universidad Autónoma de Puebla, de cada cepa se tomaron 50 µl los cuales fueron 
inoculados en tubos de ensaye que contenían 5 ml de MM y crecidos a 30°C a 175 rpm 
por 18 h. Una vez transcurrido el tiempo de incubación se extrajo DNA genómico por la 
técnica de Miller y colaboradores en 1998 (Anexo V). Las muestras se corrieron en un 
gel de agarosa al 0.8 % a 80 volts para verificar la calidad de las mismas. 

8.3- Extracción de DNA plasmídico por lisis alcalina con SDS. 

Se centrifugaron 3 ml del cultivo a 8 000 rpm durante 3 min. Se extrajo DNA del 
plásmido usando el protocolo de Sambrook y Russel, 2001 (Anexo VI). Una vez 
obtenido el DNA se realizó un corrimiento electroforético en agarosa al 1%. 

8.4- Diseño de iniciadores. 

Para determinar el alelo de los genes phbA, phbB y phbC de A. brasilense Sp245 
que serían utilizados, se realizo el análisis de las secuencias de A. brasilense Sp245 y se 
comparó con las de A. brasilense Sp7 (secuencias descargadas del banco de genes de 
NCBI), se analizó el tamaño, se determinó el porcentaje de identidad y los aminoácidos 
conservados; para el diseño de iniciadores, fue necesario realizar la búsqueda de 
promotores y terminadores tomando en cuenta su identidad, los resultados del análisis 
bioinformático, determinó los genes que serían utilizados para la sobreexpresión, se 
diseñaron cuatro iniciadores con sitios de restricción correspondiente al sitio múltiple de 
clonación del pMMB206 para su clonación, además de diseñar cinco iniciadores como 
resultado de la secuenciación por caminado (Tabla 4), los programas que fueron 
utilizados para el diseño de iniciadores son DNASTAR (Lasergene) y Primer3 versión 
4.0.0. 
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Tabla 4.- Iniciadores utilizados para la amplificación de los genes phbAB y phbC. 

Iniciador Secuencia (5´a 3´) Tm 
FXmaI-phbA CCATCCCGGGAAGAACGGAATCACGGAGAC 66ºC 
RPstI-phbB AGCGCTGCAGTGTAGATCGGCATTGCTCAG 65ºC 
FPstI-phbC ACTTCTGCAGGGCACTGTATAAACCGCACA 64ºC 
RPstI-phbC GGGCCTGCAGTTATGGGCCATCTCTTGTGG 63ºC 

Iniciadores empleados para la secuenciación por caminado 
F2-phbAB CTCGGCGGTTCTGGTGAC 59ºC 
F3-phbAB CGGAGGCTTACTGCTCGAT 57ºC 
R2-phbAB GTCCAGCGCGTTCATCTT 56ºC 
R3-phbAB AGATCGAGGCCGACGAGAT 58ºC 
F2-phbC ACTTCTACACCCGCCAGTTC 57ºC 

 

8.5- Amplificación por PCR de los genes phbAB y phbC. 

Se llevó a cabo la amplificación utilizando la enzima Pfu DNA Polimerasa de 
acuerdo a las instrucciones del fabricante FERMENTAS®, la reacción se realizó a un 
volumen de 20 µl utilizando los datos de la tabla 5, posteriormente fue amplificado 
empleando las condiciones de la figura 9. 

 

Tabla 5.- Mezcla de reacción de PCR para un volumen de 20 µl. 

Reactivos Cantidad 
Iniciador Delantero (10 pmol/µl) 1 µl 
Iniciador Reverso (10 pmol/µl) 1 µl 
dNTP Mix (2 Mm) 3.2 µl 
10X Pfu Buffer con MgSO4 2 µl 
DNA (0.1-1 µg) 1 µl 
MgSO4 (25mM) 0.8 µl 
DMSO 1 µl 
Pfu DNA Polimerasa 0.2 µl 
Agua libre de nucleasas 9.8 µl 

 

 
Figura 9.- Esquema de amplificación por PCR 
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8.6- Purificación de DNA a partir de gel de electroforesis. 

Después de visualizar el tamaño del fragmento de DNA en geles de agarosa al 
0.8 %, se cortó la banda de DNA del tamaño esperado y se purifico empleando el kit de 
Zymoclean™ Gel DNA Recovery de la marca Zymo Research® (Anexo IX). 

8.7- Clonación de phbAB y phbC. 

Los genes phbAB (3,618 pb) y phbC (1,971 pb) fueron amplificados utilizando 
la enzima Pfu DNA Polimerasa, la cual cataliza la polimerización de nucleotidos de alta 
fidelidad, logrando productos de PCR con extremo romo, por lo tanto, el vector de 
clonación pBluescript SK (-) fue digerido con la enzima EcoRV, la cual deja extremos 
romos, posteriormente fueron purificados y ligados. Para la ligación se empleó la 
enzima T4 DNA Ligasa de la marca FERMENTAS®, realizando la reacción a un 
volumen de 20 µl, incubándola durante la noche a 20ºC (Anexo X). La reacción de 
ligación fue transformada en células químicamente competentes de E. coli DH5α, las 
cuales fueron preparadas (Anexo VII) y transformadas (Anexo VIII) según el protocolo 
de Sambrook y Russel, 2001; para la selección de las colonias transformantes, fueron 
sembradas en agar LB con X-gal (50 µg/ml) y ampicilina (Amp; 100 µg/ml), debido a la 
resistencia que contiene el vector pBluescript SK(-) las colonias que crecen son las que 
poseen el vector, además el gen a lacZ, es interrumpido por el sitio múltiple de 
clonación del vector de manera que las colonias blancas son las que no expresan a la β-
galactosidasa y por lo tanto tendrían el inserto clonado. 

8.8- Subclonación de las construcciones pbsk-AB y pbsk-C. 

Las construcciones pbsk-AB y pbsk-C fueron digeridos con XmaI-PstI y PstI 
respectivamente, de la misma forma el vector pMMB206 fue digerido con las mismas 
enzimas, posteriormente el vector y los insertos fueron purificados, ligados y 
transformados a células E. coli DH5α químicamente competentes, para el análisis de las 
candidatas transformantes se extrajo el DNA plasmídico, examinándolas por patrón de 
restricción y PCR, obteniendo las construcciones p206-AB y p206-C, designando a las 
transformantes como Ecp206-AB y Ecp206-C respectivamente. El gen phbC se extrajo 
por digestión con PstI del pbsk-C y fue clonado rio abajo del gen phbB de la 
construcción p206AB, por consiguiente los tres genes se transcriben juntos, bajo el 
control del promotor del plásmido pMMB206, posteriormente fue transformada a E. 
coli DH5α químicamente competentes, siguiendo el mismo criterio de selección de las 
candidatas transformantes se obtuvo a la construcción p206-ABC, se analizó la 
dirección de phbC por patrón de restricción y PCR, designando a esta transformante 
como Ecp206-ABC. 

8.9- Conjugación de las construcciones p206-AB, p206-C y p206-ABC. 

Para la conjugación se utilizó la cepa donadora E. coli DH5α que contenga 
cualquiera de las tres construcciones (p206-AB o p206-C o p206-ABC), la cepa 
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receptora A. brasilense Sp245 y una cepa ayudadora para movilización de cualquiera de 
las construcciones denominada E. coli helper, la conjugación triparental se realizó en 
medio LB+, para la selección de las candidatas se sembraron colonias en un placa de 
medio MM con Cm (30 µg/ml) y Amp (100 µg/ml), realizando dos resiembras en este 
mismo medio y posteriormente dos resiembras en medio RC con las mismas 
concentraciones de antibiótico empleadas; para la selección de las transconjugantes se 
extrajo DNA plasmídico de grupos de 10 colonias y se realizó la PCR empleando un 
iniciador universal M13 que posee el vector pMMB206 y un iniciador que fue 
sintetizado para la amplificación de los genes phbAB y phbC, al obtener a la 
transconjugante del grupo que contiene la construcción correspondiente a p206-AB, 
p206-C o p206-ABC, fue almacenada en glicerol al 50% a -80ºC para su posterior uso, 
las transconjugantes fueron denominadas como Ab245p206AB, Ab245p206C y 
Ab245p206ABC. 

8.10- Cinéticas de crecimiento de las cepas WT, Ab245p206, Ab245p206AB, 
Ab245p206C y Ab245p206ABC. 

Se inoculó una colonia en un tubo de 13x100 que contiene 5 ml de medio MM 
adicionado con Amp (100 µg/ml) y para las transconjugantes que contienen las 
construcciones o el vector pMMB206, se adiciono además el antibiótico cloranfenicol 
(Cm; 30 µg /ml) el precultivo se incuba a 30ºC, 200 rpm durante 18 h, posteriormente se 
ajusto la DO600 a 0.1, se inoculó a un matraz de 125 ml que contiene 50 ml de MM 
adicionado con los antibióticos de selección correspondientes, incubándolos a 30ºC a 
175 rpm por 36 h. Se tomaron alícuotas cada 2 h durante 36 h de crecimiento y se 
realizaron tres ensayos independientes por cuadruplicado. 

8.11- Determinación de proteínas totales. 

La determinación de proteínas totales se realiza para relacionar la cantidad en 
mg de PHB sobre la cantidad en mg de proteína. El método consiste en romper las 
células con calor, obtener el extracto crudo y determinar la concentración de proteína 
presente con el método de Bradford (Anexo XII). A mayor densidad celular mayor será 
la cantidad de proteínas en el cultivo. Se centrifugó 100 µl del cultivo y se lavó dos 
veces con PBS, al final fue resuspendido con un volumen de 200 µl con este mismo 
buffer, adicionando 200 µl de NaOH 1N y llevándolo a ebullición durante 10 min, se 
dejó enfriar después para agregarle 400 µl de HCl 1N y 200 µl del stock de Bradford 
(BIORAD) dejando reaccionar por lo menos 5 min y leyendo al espectrofotómetro a 
595 nm, la cuantificación de la proteína se realizó en base a una curva patrón de 
Albumina Sérica Bovina (BSA) cuyo rango de concentración es de 1.5 a 10.5 µg/ml 
(Anexo XIV). 

8.12- Cuantificación de PHB. 

El poli-β-hidroxibutirato se convierte a ácido crotónico en presencia de ácido 
sulfúrico concentrado, la máxima absorción del ácido es a 235 nm en la región de UV 
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(Law y Slepecky, 1961), cuantificando la producción de PHB en las cepas WT, 
Ab245p206, Ab245p206AB, Ab245p206C y Ab245p206ABC a tiempos de incubación 
de 24, 48 y 72 h empleando como medio de cultivo el MM, se utilizó un precultivo de 
48 h que después se ajustó la DO600 a 0.1 para inocular los matraces de 125 ml, que 
contenían 50 ml del medio incubándolo a 30º C y 175 rpm. Se realizaron dos tipos de 
ensayos, el primero sin inducir y el segundo se indujo con 0.5 mM de IPTG con cultivos 
a una DO600 de 0.6 y cada ensayo se realizó por triplicado, en el ensayo de inducción se 
tomó muestra para cuantificación de proteínas y PHB en el tiempo cero (antes de 
agregar IPTG) y posteriormente se tomó muestra a los tiempos antes mencionados; la 
extracción de PHB se realizó de acuerdo al protocolo de 1961 de Law y Slepecky, el 
contenido del biopolímero se estimó a partir de una curva patrón de PHB (Anexo XIII). 

IX.- RESULTADOS 

9.1- Análisis de secuencias de los genes phbABC de A. brasilense Sp7 y 
Sp245. 

Se realizó el análisis de las secuencias de los genes phbA, phbB y phbC de A. 
brasilense Sp245 y Sp7 que se encuentran reportados en el banco de genes del NCBI, 
comparando las secuencias de estas dos bacterias tomando en consideración el tamaño y 
el porcentaje de identidad en aminoácidos; los resultados del alineamiento en el 
programa ClustalW, nos sugiere las secuencias para la sobreexpresión según el 
porcentaje de identidad más alto son phbA y phbB localizados en el plásmido uno con 
un 100% y 97.43% respectivamente y un 93.66% del phbC localizada en el cromosoma, 
el porcentaje de identidad así como el mapa físico de los genes de phbABC de estas dos 
bacterias se representan en la figura 10. 

 
Figura 10.- Esquema de los genes phbA, phbB y phbC de A. brasilense Sp245 y Sp7, en plásmido o 
cromosoma. (Consultado de NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov el día 8 de junio del 2014). 
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9.2- Análisis de dominios de los genes phbABC. 

Un segundo análisis necesario para elegir los genes que serían seleccionados 
para la sobreexpresión fue la búsqueda de dominios conservados utilizando el programa 
Conserved domains-NCBI de los genes phbA, phbB y phbC, comparando las secuencias 
de aminoácidos entre A. brasilense Sp245 y las secuencias reportadas por Kadouri en el 
2002 de A. brasilense Sp7; el phbA presenta un dominio Tiolasa, los aminoácidos 
conservados se encuentran tanto en el plásmido uno como en el cuatro, la secuencia 
seleccionada fue la del plásmido uno, debido a que presenta el porcentaje de identidad 
del 100%, (Fig. 11A); el phbB presenta dos dominios conservados, el dominio 3-
hidroxiacil-CoA deshidrogenasa y el dominio Crotonasa, los aminoácidos conservados 
se encuentran únicamente en la secuencia del phbB localizada en el plásmido uno (Fig. 
11B) y el phbC presenta el dominio Poli-3-hidroxibutirato Polimerasa, los aminoácidos 
conservados únicamente se encuentran en el gen phbC localizado en el cromosoma (Fig. 
11C). 
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Figura 11.- Mapa de dominio y la alineación de secuencias; A) phbA: regiones conservadas del dominio 
Tiolasa; B) phbB: regiones conservadas del dominio 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa y Crotonasa; C) 
phbC: regiones conservadas del dominio Poli-3-hidroxibutirato Polimerasa. Resultado de ClustalW y 
Conserved domains-NCBI. 

 

9.3- Búsqueda de operones, promotores y terminadores. 

Se realizó la búsqueda de operones con los programas bioinformáticos Softberry 
(FGENESB: Bacterial Operon and Gene Prediction) y DOOR2 (Database of prokaryotic 
Operons), Para la búsqueda del promotor se utilizaron los programas PRODORIC 
(Virtual Footprint) y Genome2D (Prokaryote promoters) y para el análisis de 
terminadores se utilizó Softberry (FindTerm) y RNAProf (RNA Sequence, Structure & 
Function Lab). Los resultados de los análisis sugieren que los genes phbA y phbB se 
encuentran regulados por un solo promotor, es decir que se encuentran formando un 
operón, los genes que lo conforman son merR family (codifica para un regulador 
transcripcional de la familia merR), phbA (β-cetoacil-CoA tiolasa), phbB 
(deshidrogenasa acetoacetil-CoA), FADE (acil-CoA deshidrogenasa) y un gen que 
codifica para una proteína de función desconocida con numero de acceso de 
CCD00885.1; Rio arriba del gen merR family a 25 pb se encuentra el sitio SD, a 30 pb 
el inicio de la región -10 y a 54 pb el inicio de la región -35, el terminador dependiente 
de Rho fue localizado a 164 pb rio abajo del gen CCD00885.1 (Fig. 12A). El phbC 
posee su propio promotor y terminador, según los análisis bioinformáticos, la región -10 
del promotor se ubica a 171 pb rio arriba del gen, la región -35 a 193 pb y el terminador 
se localizó a 306 pb rio abajo del gen (Fig. 12B). 
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Figura 12.- Esquema de los genes phbA, phbB y phbC de A. brasilense Sp245 en plásmido o cromosoma 
(Consultado de NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov el 8 de junio del 2014), Se ilustra la posición del 
promotor, el sitio SD y la región terminadora. A) Mapa del operón del plásmido uno, en el que se 
encuentran phbA y phbB. B) Mapa del phbC localizado en el cromosoma.  

Los resultados del análisis bioinformático sugieren que podríamos amplificar de 
manera conjunta a phbA y phbB, ya que no se encontró ningún sitio terminador, por ello 
se diseñó un solo par de iniciadores para amplificarlos. 

9.4- Diseño de iniciadores. 

Basados en este análisis bioinformático se diseñaron los iniciadores FXmaI-
phbA, RPstI-phbB, FPstI-phbC y RPstI-phbC utilizando la secuencia de nucleótidos de 
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los respectivos genes y tomando en cuenta los sitios de restriccion del plásmido 
pMMB206, se determinó que el sitio XmaI fuera introducido al diseño de iniciador 
delantero del phbA y el sitio PstI fuera adicionado al iniciador reverso del phbB, es 
decir que los genes phbA y phbB se amplificaran juntos, además de poseer sitios de 
corte distintos para que su posterior ligación fuera de manera dirigida; para el phbC el 
sitio PstI fue añadido tanto para el iniciador delantero y para el reverso (Tabla 4). 

Los iniciadores delanteros se diseñaron rio a arriba del sitio SD de los genes 
phbA y phbC y rio abajo del promotor de estos genes, es decir que ninguno de estos 
genes posee promotor, ya que el objetivo es que estén regulados por el promotor Ptaclac 

del vector pMMB206 y para los iniciadores reversos se diseñaron rio abajo del codón de 
paro de los genes phbB y phbC, las herramientas que fueron utilizados para el diseño de 
iniciadores son DNASTAR (Lasergene) y Primer3 versión 4.0.0. 

9.5- Amplificación de los genes phbAB y phbC. 

Se amplificaron los genes phbAB y phbC utilizando los iniciadores antes 
mencionados y empleando como templado el DNA de la cepa A. brasilense Sp245, se 
usó la polimerasa de alta fidelidad Pfu DNA Polimerasa de la marca FERMENTAS, la 
cual posee como una de sus características el dejar extremos romos al inicio y final del 
producto de PCR, posteriormente se realizó una electroforesis en gel de agarosa al 0.8% 
(Fig. 13A y 13B). 

  

Figura 13.- Análisis de gel de agarosa al 0.8% de los productos de amplificación. A) Electroforesis del 
producto de PCR de phbAB. B) Electroforesis del producto de PCR de phbC. 
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9.6- Clonación de phbAB y phbC en el vector de clonación pBluescript 
SK(-). 

Ambos productos de amplificación de PCR poseen los extremos romos, el vector 
pBluescript SK(-) fue digerido con la enzima de restricción EcoRV, dejando extremos 
romos, necesarios para la ligación de los amplicones phbAB y phbC con los tamaños de 
3 618 pb y 1 971 pb respectivamente. Para realizar la clonación, los insertos y el vector 
linearizado fueron purificados, cuantificados y ligados durante al menos 8 h (Anexo X). 
Posteriormente la reacción de ligación se transforma en E. coli DH5α químicamente 
competentes. Se obtuvieron las transconjugantes deseadas a las que se les denominaron 
Ecpbsk-AB y Ecpbsk-C, las construcciones pbsk-AB (6 577 pb) y pbsk-C (4 915 pb) 
fueron verificadas por patrón de restricción y amplificación por PCR utilizando los 
iniciadores universales M13 (Fig. 14 y 15). 

	

Figura 14.- Análisis de la transformante Ecpbsk-AB. A) Tabla que especifica los tamaños de la 
amplificación y digestiones realizadas de la construcción pbsk-AB. B) Gel de agarosa al 1% usando el 
marcador molecular 1 Kb DNA ladder; DNA plasmídico del pbsk-AB (carril 1), PCR usando los 
iniciadores M13 (carril 2), digestión con las enzimas PstI (carril 3), XmaI (carril 4) y PstI-XmaI (carril 5). 
El tamaño de las bandas están descritas en la tabla A. C) Ubicación de los iniciadores y sitios de corte en 
la construcción pbsk-AB. 



	

	 23	

 

Figura 15.- Análisis de la transformante Ecpbsk-C. A) Tabla que especifica los tamaños de la  
amplificación y digestiones realizadas de la construcción pbsk-C. B) Gel de agarosa al 1% usando el 
marcador molecular 1 Kb DNA ladder; DNA plasmídico del pbsk-C (carril 1), PCR usando los 
iniciadores M13 (carril 2), digestión con las enzimas XmaI (carril 3), y PstI (carril 4). El tamaño de las 
bandas están descritas en la tabla A. C) Ubicación de los iniciadores y sitios de corte en la construcción 
pbsk-C. 

El análisis en gel de agarosa al 0.8% demostró que las construcciones de las 
transconjugantes Ecpbsk-AB y Ecpbsk-C, contienen a los genes phbAB y phbC 
respectivamente, posterior a esto, fue necesario secuenciar los genes para verificar que 
no existiera algún tipo de alteración en sus bases por motivos de la amplificación, fue 
necesario realizar la secuenciación por caminado, por ende se obtuvo como resultado el 
diseño de cuatro nuevos iniciadores para la construcción pbsk-AB y un nuevo iniciador 
para la construcción pbsk-C, estos iniciadores se encuentran descritos en la tabla 4. El 
resultado del análisis de secuenciación demostró que no existe ninguna mutación en la 
secuencia de bases de ninguno de los genes secuenciados, este análisis se realizó por 
alineamiento en BLASTnt y en ClustalW (Fig. 16 y 17), por lo cual se procedió a la 
subclonación de estos genes en el vector pMMB206. 
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Figura 16.- Secuenciación por caminado y resultado del alineamiento del phbAB. A) Localización de los 
iniciadores y el segmento que fue secuenciado después de depurar las secuencias. B) Alineamiento de las 
secuencias depuradas (BLASTnt). C) Compilación de todas las secuencias en una sola y alineada a la 
secuencia phbAB de A. brasilense Sp245. 

 

  

Figura 17.- Secuenciación por caminado y resultado del alineamiento de phbC. A) Localización de los 
iniciadores y el segmento que fue secuenciado después de depurar las secuencias. B) Alineamiento de las 
secuencias depuradas (BLASTnt). C) Compilación de todas las secuencias en una sola y alineada con la 
secuencia phbC de A. brasilense Sp245. 

9.7- Subclonación de los genes phbAB y phbC en el vector de expresión 
pMMB206. 

Para la subclonación, la construcción pbsk-AB fue digerido con las enzimas 
XmaI y PstI para liberar el inserto phbAB del vector pBluescript SK(-), de la misma 
forma el vector pMMB206 fue digerido con las mismas enzimas, posteriormente el 
inserto y el vector pMMB206 linearizado fueron purificados, ligados y transformadas a 
E. coli DH5α químicamente competentes, para el análisis de las transformantes 
candidatas se extrajo el DNA plasmídico y fueron examinadas por patrón de restricción 
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y PCR, se generó el plásmido p206-AB y a la transformante se le denomino Ecp206-AB 
(Fig. 18). La construcción pbsk-C y el vector pMMB206 fueron digerido con PstI, 
posteriormente se realizó la purificación, ligación y transformación bajo las mismas 
condiciones en la que se obtuvo la construcción p206-AB; el proceso de selección de las 
transformantes también incluyo el análisis sobre la dirección en la que se clono phbC, la 
transformante que contiene la construcción p206-C fue denominada como Ecp206-C 
(Fig. 19). 

 

Figura 18.- Análisis de la transformante Ecp206-AB. A) Tabla que especifica los tamaños de la 
amplificación y digestiones realizadas de la construcción p206-AB. B) Gel de agarosa al 1% usando el 
marcador molecular 1 Kb DNA ladder; DNA plasmídico del p206-AB (carril 1), digestión con las 
enzimas XmaI (carril 2), EcoRI (carril 3), PCR usando los iniciadores M13 (carril 4), PCR con el 
iniciador reverso M13 y el iniciador R3-phbAB diseñado para la secuenciación por caminado del phbAB 
(carril 5). El tamaño de las bandas están descritas en la tabla A. C) Ubicación de los iniciadores y sitios 
de corte en la construcción p206-AB. 
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Figura 19.- Análisis de la transformante Ecp206-C. A) Tabla que especifica los tamaños de la 
amplificación y digestión realizada de la construcción p206-C. B) Gel de agarosa al 1% usando el 
marcador molecular 1 Kb DNA ladder; PCR con el iniciador delantero M13 y el iniciador F2-phbC 
diseñado para la secuenciación por caminado del phbC (carril 1), digestión con la enzima EcoRV (carril 
2). El tamaño de las bandas están descritas en la tabla A. C) Ubicación de los iniciadores y el sitio de 
corte en la construcción p206-C. 

Se utilizó la construcción p206-AB y de la construcción pbsk-C se obtuvo el 
fragmento phbC, se digirieron ambos plásmidos con la enzima PstI, se purificaron las 
bandas correspondientes según el perfil electroforético, se ligaron y transformaron en E. 
coli DH5α químicamente competentes; el DNA de las candidatas fue analizado, 
comprobando la dirección de phbC en la nueva construcción por patrón de digestión, 
obteniendo así la construcción p206-ABC, la transformante se denominó EcP206-ABC 
(Fig. 20). 
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Figura 20.- Análisis de la transformante Ecp206-ABC. A) Tabla que especifica los tamaños de las 
digestiones realizadas de la construcción p206-ABC. B) Gel de agarosa al 1% usando el marcador 
molecular 1 Kb DNA ladder; DNA plasmídico del p206-ABC (carril 1), digestión con las enzimas XmaI 
(carril 2), PstI (carril 3), HindIII (carril 4), y EcoRI (carril 5). El tamaño de las bandas están descritas en 
la tabla A. C) Ubicación de los sitios de corte en la construcción p206-ABC. 

Lo siguiente fue generar la cepa que se utilizó como control negativo, para ello 
el vector pMMB206 purificado fue transformado en E. coli DH5α químicamente 
competentes, las bacterias transformantes se sembraron en medio LB con Cm (30 
µg/ml), X-gal (50 µg/ml) e IPTG (0.5 mM), las transformantes candidatas fueron 
seleccionadas con base a la resistencia del antibiótico y la presencia del color azul en las 
cepas como consecuencia de la inducción con IPTG, esto debido a que las cepas que 
contengan el vector pMMB206 tienen el gen lacZ sin interrumpir, el cual expresa la 
enzima β-galactosidasa que hidroliza el X-gal presente en el medio, desarrollando un 
precipitado azul en la colonia, a esta transformante se le designo como EcP206. 

Cada una de las transformantes en E. coli DH5α nombradas como EcP206, 
EcP206-AB, EcP206-C y EcP206-ABC fue empleada para la conjugación con A. 
brasilense Sp245, después de llevar acabo resiembras en el medio MM y RC con Cm 
(30 µg/ml), se realizó la selección de las cepas candidatas mediante PCR, obteniendo las 
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transconjugantes de A. brasilense Sp245, designándolas con el nombre de Ab245p206, 
Ab245p206AB, Ab245p206C y Ab245p206ABC, para comprobar que A. brasilense 
Sp245 poseía la construcción (p206-AB, p206-C o p206-ABC) se empleó la selección 
por resistencia del antibiótico Cm y debido a que las construcciones contienen los 
mismos genes de su fondo genético, se utilizó la amplificación de PCR con uno de los 
iniciadores universales M13 y uno de los iniciadores que se sintetizaron para la 
secuenciación por caminado (Fig. 21, 22 y 23). 

 

 

Figura 21.- Análisis de la transconjugante Ab245p206AB. A) Gel de agarosa al 1% usando el marcador 
molecular 1 Kb DNA ladder; PCR con el iniciador reverso M13 y el iniciador R3-phbAB de las cepas 
Ab245p206AB (carril 1) y de la WT (carril 2), PCR con el iniciador delantero M13 y el iniciador F2-
phbAB de las cepas Ab245p206AB (carril 3) y de la WT (carril 4) y DNA plasmídico del p206-AB (carril 
5). Los iniciadores R3-phbAB y F2-phbAB fueron sintetizados para la secuenciación por caminado del 
phbAB. B) Tabla que especifica los tamaños de los amplificados de los iniciadores empleados en la 
construcción p206-AB. 
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Figura 22.- Análisis de la transconjugante Ab245p206C. A) Gel de agarosa al 1% usando el marcador 
molecular 1 Kb DNA ladder; PCR con el iniciador delantero M13 y el iniciador F2-phbC (sintetizados 
para la secuenciación por caminado del phbC) de las cepas Ab245p206C (carril 1) y de la WT (carril 2). 
B) Tabla que especifica los tamaños de los amplificados de los iniciadores empleados en la construcción 
p206-C. 

 

 

 

Figura 23.- Análisis de la transconjugante Ab245p206ABC. A) Gel de agarosa al 1% usando el marcador 
molecular 1 Kb DNA ladder; DNA plasmídico del p206-ABC (carril 1), PCR con el iniciador delantero 
M13 y el iniciador F2-phbC (carril 2), PCR con el iniciador reverso M13 y el iniciador R3-phbAB (carril 
3) y PCR con el iniciador F2-phbAB y el iniciador RPstI-phbC (carril 4). Los iniciadores F2-phbC y R3-
phbAB fueron sintetizados para la secuenciación por caminado del phbC y phbAB respectivamente. B) 
Tabla que especifica los tamaños de los amplificados de los iniciadores empleados en la construcción 
p206-ABC. 
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9.8- Cinética de crecimiento de las cepas WT, Ab245p206, 
Ab245p206AB, Ab245p206C y Ab245p206ABC. 

Durante el cultivo de cada cepa, por separado se tomó muestra cada 2 h durante 
36 h, cada ensayo se realizó por cuadruplicado en tres ensayos independientes. Los 
datos fueron tabulados y graficados en EXCEL (Fig. 24), observando el 
comportamiento en la cinética de crecimiento de las cepas Ab245p206AB, 
Ab245p206C y Ab245p206ABC no se aprecia alteración en su DO600 con respecto a la 
WT, sin embargo la cepa Ab245p206 sufre un retraso en el crecimiento, alcanzando una 
DO600 similar a la WT hasta las 22 h de crecimiento. 

 

Figura 24.- Cinética de crecimiento en MM sin ningún tipo de desbalance nutricional de las cepas WT, 
Ab245p206, Ab245p206AB, Ab245p206C y Ab245p206ABC durante 36 h. 

9.9- Cuantificación de PHB. 

La cuantificación de PHB se realizó en base a la técnica descrita por Law y 
Slepecky en 1961 y los datos fueron normalizados con la cuantificación de las proteínas 
totales por mililitro de cultivo. La toma de muestra de los ensayos sin inducir se realizó 
a las 24, 48 y 72 h (Fig. 25); y para los ensayos de inducción también (Fig. 26). El 
contenido del biopolímero se estimó a partir de una curva patrón de PHB (Anexo XV). 
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Figura 25.- Cuantificación de PHB de los ensayos sin inducir a las 24, 48 y 72 h de las cepas WT, 
Ab245p206, Ab245p206AB, Ab245p206C y Ab245p206ABC crecidas en MM sin ningún tipo de 
desbalance nutricional. La desviación estándar se representa por barras de error en color blanco en área 
del gráfico y los datos de las cuantificaciones se especifican en la tabla inferior al gráfico. 
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Figura 26.- Cuantificación de PHB de los ensayos inducidos con IPTG a las 24, 48 y 72 h de las cepas 
WT, Ab245p206, Ab245p206AB, Ab245p206C y Ab245p206ABC crecidas en MM sin ningún tipo de 
desbalance nutricional. La desviación estándar se representa por barras de error en color blanco en área 
del gráfico y los datos de las cuantificaciones se especifican en la tabla inferior al gráfico. 

Las cuantificaciones de PHB de los ensayos de inducción se realizaron con base 
a las fases de la cinética de crecimiento (Fig. 24), los datos de la cinética indicaron que 
las cepas se encuentran en fase exponencial las 10 h, tomando las muestras en esta fase  
y después de la inducción con 0.5 mM de IPTG en el que se encuentra en la fase 
estacionaria (24 h); se observó un aumento de 1.82 mg PHB/mg proteína en la cepa 
Ab245p206C con respecto a la WT en los ensayos de inducción (Fig. 27) tambien se 
obtuvo un incremento de 1.75 mg PHB/mg proteína al comparar a Ab245p206C en los 
ensayos de induccion con respecto a los ensayos no inducidos (Fig. 28); se realizó el 
análisis estadístico de dos vías utilizando un nivel de significancia P < 0.05. 

 

 
Figura 27.- Cuantificación de PHB a las 24 h de los ensayos sin inducir e inducidos con IPTG. (*) indica 
una diferencia significativa P < 0.05, la desviación estándar se representa por barras de error en color 
blanco en área del gráfico y los datos de las cuantificaciones se especifican en la tabla inferior al gráfico. 
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Figura 28.- Cuantificación de PHB a las 24 h de los ensayos sin inducir e inducidos con IPTG. (*) indica 
una diferencia significativa P < 0.05, la desviación estándar se representa por barras de error en color 
blanco en área del gráfico y los datos de las cuantificaciones se especifican en la tabla inferior al gráfico. 

Al comparar la cuantificación de PHB de las cepas WT, Ab245p206, 
Ab245p206AB, Ab245p206C y Ab245p206ABC de los ensayos inducidos con los no 
inducidos de las 48 y 72 h presentan una producción de PHB similar. La cepa 
Ab245p206C presento diferencia significativa en la cuantificación de PHB a las 48 h en 
los en los dos tipos de ensayos, dando un incremento con respecto a la WT de 0.5486 
mg PHB/mg proteína en el ensayo sin inducir y un 0.6432 mg PHB/mg proteína en el 
ensayo inducido; la cepa Ab245p206ABC registro un aumento de 0.7615 mg PHB/mg 
proteína con respecto a la WT en el ensayo sin inducir y la cepa Ab245p206AB 
incremento un 0.3952 mg PHB/mg proteína en el ensayo inducido (Fig. 29). 

La cuantificación de PHB a las 72 h disminuye por debajo de 0.70 mg PHB/mg 
proteína, obteniendo una cantidad semejante en ambos ensayos (Fig. 30). 
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Figura 29.- Cuantificación de PHB a las 48 h de los ensayos sin inducir e inducidos con IPTG. (*) indica 
una diferencia significativa P < 0.05, la desviación estándar se representa por barras de error en color 
blanco en área del gráfico y los datos de las cuantificaciones se especifican en la tabla inferior al grafico. 
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Figura 30.- Cuantificación de PHB a las 72 h de los ensayos sin inducir e inducidos con IPTG. (*) indica 
una diferencia significativa P < 0.05, la desviación estándar se representa por barras de error en color 
blanco en área del gráfico y los datos de las cuantificaciones se especifican en la tabla inferior al gráfico. 

X.- Discusión. 

Algunas especies del género de Azospirillum como A. brasilense y A. lipoferum 
pueden acumular altos niveles de PHB, hasta un 88% peso seco bajo condiciones de 
desequilibrio de nutrientes, limitación de oxígeno (0.007 atm) o una relación alta C/N 
(Itzigsohn et al. 1995). De ahí que los medios utilizados para la producción de PHB 
deban tener un desbalance nutricional para incrementar su producción; sin embargo en 
los ensayos realizados en este proyecto fue empleado MM sin ningún tipo de desbalance 
e inducido con IPTG, con el objetivo de no inducir la vía del PHB por efecto del 
desbalance, siendo el principal responsable de la de la síntesis de PHB el promotor 
Ptaclac del plásmido pMMB206, al menos hasta que el medio no alcance un desbalance 
por efecto del consumo de nutrientes. 

A. brasilense Sp7 cultivado en MM sin ningún tipo de desbalance nutricional, 
después de 24 h de incubación a 30ºC, se puede apreciar la acumulación de gránulos de 
PHB y al agotarse los nutrientes en el medio de cultivo, la degradación de este polímero 
inicia y a las 48 h los datos aportados de la cuantificación de PHB sugieren la 
despolimerización casi en su totalidad, e incluso después de las 72 h. El análisis de 
microscopia de transmisión mostró grandes gránulos de PHB en la mutante phaZ (phaZ 
deletado), pero ninguno en la cepa silvestre según lo reportado por Kadouri y 
colaboradores en el 2003; con este antecedente se realizó la cuantificación de PHB a las 
24, 48 y 72 h, ya que la curva de crecimiento sugiere que a las 24 h todas las cepas están 
en fase estacionaria temprana, a las 48 y 72 h están en fase estacionaria tardía. 

La inducción se realizó en la fase exponencial de acuerdo con la cinética de 
crecimiento (a las 10 h de haber inoculado los matraces se agregó el agente inductor), 
estos resultados concuerdan con la fase exponencial a la cual se induce a A. brasilense 
Sp7 para la sobreexpresión de carotenos, en el cual fue empleado el plásmido 
pMMB206 (Thirunavukkarasu et al. 2008), la concentración de IPTG fue estimado por 
Morales y colaboradores en 1991, por lo cual se agregó 0.5 mM de IPTG a las 10 h, 
siendo esta la concentración adecuada para la inducción del promotor Ptaclac del 
plásmido pMMB206. 

El comportamiento en el crecimiento de las cepas WT, Ab245p206, 
Ab245p206AB, Ab245p206C y Ab245p206ABC es similar desde el inicio de la fase de 
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adaptación hasta alcanzar la fase estacionaria tardía, sin embargo la cepa Ab245p206 (el 
cual contiene al vector pMMB206) su velocidad de crecimiento se ve retrasada como se 
observa en la figura 24, a pesar de ello la producción de PHB no se ve alterada si la 
comparamos con la cepa silvestre, tanto en ensayos de inducción como en los no 
inducidos, esto concuerda con lo reportado por Thirunavukkarasu y colaboradores 
(2008), que al cuantificar el contenido de carotenos no varía en la cepa A. brasilense 
Sp7 (silvestre) y la cepa que contiene el plásmido pMMB206. 

Los genes que se emplearon para la sobreexpresión según los resultados de los 
análisis bioinformáticos de los genes phbA, phbB y phbC de A. brasilense Sp245 
comparada con A. brasilense Sp7 son phbA y phbB localizados en el plásmido uno con 
un 100 y 97.43% de identidad respectivamente y el phbC localizada en el cromosoma 
con 93.66% de identidad; el porcentaje de identidad y los aminoácidos conservados 
sugieren que los genes que se utilizaron para clonar cumplirían la función de los genes 
de A. brasilense Sp7 que fueron analizados por Kadouri y colaboradores en el 2002, el 
análisis de operones y la búsqueda de terminadores y promotores fue realizado para 
designar el sitio en el que se diseñarían los iniciadores, ya que los amplificados no 
deberían tener otro promotor que la del plásmido pMMB206 para poder regular su 
expresión, ni terminadores que impidan la correcta transcripción de los genes, además 
cada gen conservo el sitio SD del fondo genético de A. brasilense Sp245, las 
clonaciones fueron comprobadas mediante secuenciación por caminado para descartar 
algún tipo de mutación o cambio en la secuencia, siendo el único responsable de la 
sobreexpresión de los genes el promotor Ptaclac del plásmido pMMB206. 

Desde el punto de vista bioquímico y genético, la producción de PHAs ocurre 
por varias vías metabólicas, usando la enzima β-cetotiolasa y acetoacetil-CoA 
reductasa, por la vía de β-oxidación y la vía de síntesis de novo de ácidos grasos (Shyan 
et al. 2000); La cepa Ab245p206AB expresa los genes phbA y phbB que codifican para 
estas enzimas respectivamente y al inducir a la transconjugante los niveles de PHB que 
se cuantifica a las 24 h es mayor con respecto a la silvestre, sin embargo no aumenta lo 
suficiente si comparamos la producción de PHB de esta transconjugante en los ensayos 
de inducción y los no inducidos a las 24 h. 

La β-cetotiolasa y acetoacetil-CoA reductasa no son especificas del ciclo del 
PHB, a la vez están involucradas en otras rutas metabólicas. La β-cetotiolasa se emplea 
en el paso inicial de la ruta de PHB condensando dos moléculas de acetil-CoA, la 
reacción de condensación es un paso reversible y esta misma enzima es la responsable 
de la degradación de los gránulos de PHB ya que también se encarga de la escisión 
tiolítica de acetoacetil-CoA en acil-CoA y acetil-CoA; La segunda reacción del ciclo 
también es un proceso reversible y es la reducción de acetoacetil-CoA a (R)-3-
hidroxibutiril-CoA por acetoacetil-CoA reductasa (Trotsenko y Belova, 1999), es decir 
que aunque se sobreexpresó a phbAB en la cepa Ab245p206AB estamos estimulando la 
formación de los gránulos de PHB e incluso su utilización cuando la bacteria entre en 
un periodo de inanición. 
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En la tercera reacción del ciclo los monómeros de (R)-3-hidroxibutiril-CoA son 
enlazados a una molécula de PHA existente por la formación de un enlace éster; La 
PHB polimerasa es específica y juega un papel importante en el ciclo del PHB. Al 
comparar la producción de PHB de la cepa Ab245p206ABC con la cepa Ab245p206AB 
a las 24 h en los ensayos de inducción y bajo las condiciones que se emplearon en este 
estudio, no se observa una diferencia significativa, aunque la PHB polimerasa es la 
enzima que promueve la vía del PHB y según nuestra hipótesis al sobreexpresar a los 
tres genes se incrementaría la acumulación de PHB, sin embargo lo reportado por Hiroe 
y colaboradores en el 2012, al variar el orden de tres genes que fueron clonados rio 
abajo del promotor y los cuales se encontraban en forma de operón, determinan que el 
gen que se expresará más es el que se encuentre más cercano al promotor y que la 
fuerza de expresión disminuirá conforme el gen se aleje, en la transconjugante 
Ab245p206ABC el orden de los genes son phbA, phbB y por ultimo phbC, al estar tan 
alejado el phbC del promotor puede que su expresión sea débil, dando una mayor 
expresión de phbA y phbB, es por ello que la producción de PHB es muy similar en la 
transconjugante Ab245p206ABC y Ab245p206AB cuantificando 3.9269 y 4.1040 mg 
PHB/mg proteína respectivamente, sin diferencia significativa entre ellas. Caso 
contrario se obtuvo 15.34 % mayor cantidad de PHB de la cepa Ab245p206C al ser 
comparada con Ab245p206ABC registrando 4.7335 y 4.1040 mg PHB/mg proteína 
respectivamente. 

Como se ha mencionado la PHB polimerasa es la que induce la vía de síntesis de 
PHB, está enzima no participa en algún otro ciclo por lo que el acetil-CoA estará 
entrando al ciclo de Krebs y al ciclo del PHB entre otras. El phbC fue el único gen 
clonado en el pMMB206 en esta transconjugante y al no estar tan alejado del promotor 
como es en el caso de Ab245p206ABC en el que phbC está al final de los otros dos 
genes que fueron clonados, transcribiéndose prioritariamente, por ende mayor cantidad 
de la enzima PHB polimerasa y en consecuencia habrá mayor cantidad de PHB 
acumulado, por lo cual la transconjugante con mayor acumulación de PHB, sería la que 
expresara en mayor cantidad al phbC y no tanto a los phbAB es por ello que al 
comparar al Ab245p206ABC en los ensayos de inducción con los no inducidos no hay 
diferencia significativa, esto pasa también en Ab245p206AB y en el caso de la cepa 
Ab245p206C produjo un 46.23% más que la WT, al comparar a la misma 
transconjugante en los ensayos de inducción con los no inducidos, se obtuvo un 62.5% 
más en la Ab245p206C. 
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XI.- Conclusiones. 

• Se amplificaron y clonaron los genes phbAB y phbC, en el vector pBluescript 
SK(-). 

• Los genes phbABC fueron subclonados en fase en el plásmido pMMB206 y 
transferidos a A. brasilense Sp245. 

• Se cuantificó la producción de PHB, la Ab245p206C produce 46.23% más PHB 
que la cepa WT. En ensayos de inducción esta cepa produce 62.5% más en la 
inducida. La cepa Ab245p206ABC no presentan diferencia significativa, en 
ensayos con y sin inductor. 

• Bajo estas condiciones de cultivo no se observa que la transcripción de los genes 
en una disposición de operón redunde en una mejor producción de PHB. 

 

XI.- Perspectivas. 

Realizar los ensayos de cuantificación de PHB de la transconjugante 
Ab245p206C en medio MM con desbalance C/N. 

Conjugar la construcción p206C en la cepa A. brasilense Sp245 que contiene el 
gen phbZ mutado. 

Realizar una RT-qPCR para medir el incremento de los niveles de mRNA de la 
transconjugante Ab245p206C. 
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XII.- ANEXOS. 

I.- Medio Luria Bertani (LB) (Sezonov et al. 2007). 

 
Es el medio nutricionalmente rico más utilizado para el crecimiento de cepas 

recombinantes de E. coli. El medio contiene peptona que es el producto de la digestión 
de la caseína de la leche, extracto de la levadura y puede ser complementado con un 
antibiótico que permite la selección de clonas de E. coli que han sido transformadas con 
el plásmido que confieren la resistencia a tal antibiótico (Sezonov et al. 2007). 
 
Componentes para 1 L de medio 
 

Componentes Cantidad 
Peptona de caseína 10 g  
Extracto de levadura 5 g  
NaCl 10 g  
Agar bacteriológico 15 g  
Agua Aforar a 1 L 

 
Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 1 N y Esterilizar a 15 lb durante 20 min. 
 
II.- LB modificado (LB+) (Sezonov et al. 2007). 
 

Es una versión modificada del LB al que se le adiciona cloruro de calcio y 
sulfato de magnesio. Esta modificación permite el crecimiento de bacterias tanto de E. 
coli como de otras bacterias Gram negativas entre ellas Azospirillum spp. las cuales 
requieren de cloruro de calcio y de sulfato de magnesio para su crecimiento. Además, el 
medio contiene peptona que es el producto de la digestión de la caseína de la leche y 
extracto de la levadura (Sezonov et al. 2007). 
 
Componentes para 1 L de medio 
 

Componentes Cantidad 
Peptona de caseína 10 g  
Extracto de levadura 5 g  
NaCl 10 g  
CaCl2

.2H2O  0.367 g  
MgSO4

.7H2O  0.616 g  
Agar bacteriológico 15 g  
Agua Aforar a 1 L 

 
Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 1 N y Esterilizar a 15 lb durante 20 min. 
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III.- Rojo Congo (RC) (Rodríguez, 1982). 
 

El medio permite el crecimiento y diferenciación de Azospirillum spp. de otras 
bacterias del suelo debido a la presencia del colorante rojo Congo, el cual es absorbido 
por las células produciendo colonias de color rojo escarlata. Es un medio muy útil para 
analizar la pureza del cultivo y descartar la contaminación con E. coli después de un 
proceso de conjugación o en la construcción de curvas de crecimiento basado en la 
cuenta de unidades formadoras de colonias. En este medio las cepas de Azospirillum 
forman colonias de color rojo escarlata de 1-2 mm de diámetro después de 48 h de 
crecimiento a diferencia de otros géneros como E. coli las cuales suelen ser de color 
blanco (Rodriguez, 1982). 
 
Componentes para 1 L de medio 
 

Componentes  Cantidad 
K2HPO4  0.50 g  
MgSO4

.7H2O  0.2 g  
NaCl  0.1 g  
Extracto de levadura  0.50 g  
Ácido málico  5 g  
KOH  3g  

 
Ajustar pH a 6.8 con KOH 1 N y agregar la siguiente cantidad 
de rojo Congo al 0.25%. 

 
rojo Congo 0.25%  15 ml  
Agar bacteriológico  15 g  

 
Esterilizar a 15 lb durante 20 min. 
 
IV.- Medio Mínimo (MM) (Burdman et al. 1998). 
 

El medio mínimo con base K-Malato se utiliza para el crecimiento de cepas de 
Azospirillum brasilense debido a que el malato es la fuente preferida de carbono para la 
mayoría de las cepas (Burdman et al. 1998). 
 
Preparar sales, oligoelementos y base K-Malato por separado. Componentes para 1 L de 
medio 
 

Ø Preparación de Sales y Oligoelementos 
 

Sales Oligoelementos 
CaCl2 2% MnSO4 2.5 g  
FeCl3 1% ZnSO4.7H2O 0.7 g  
Na2MoO4

.2H2O 0.2% CoSO4.7H2O 0.14 g  
NH4Cl 20%  CuSO4.7H2O 0.125 g  
 H3BO4 0.03 g  
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Esterilizar 5 lb por 30 min. 
 

Ø Base K-Malato 
 

Componentes Cantidad 
KH2PO4 0.87 g  
K2HPO4 1.67 g  
MgSO4

.7H2O 0.2 g  
NaCl 0.1 g  
Ácido málico 5 g  
KOH 3 g  

 

Ajustar pH a 6.8 con KOH al 10% y esterilizar a 5 lb durante 30 min. Una vez que se ha 
esterilizado la base, dejar enfriar y agregar las siguientes soluciones en condiciones de 
esterilidad: 
 

Ø Solución de sales y oligoelementos utilizados para 1 L. 
 

Componentes  Cantidad 
CaCl2 2%  1 ml 
FeCl3 1%  1 ml 
Na2MoO4.2H2O 0.2%  1 ml 
NH4Cl 20%   5 ml 
Sol. de oligoelementos  1 ml 

 
Esterilizar 5 lb por 30 min. 
 
V.- Extracción de DNA genómico de bacterias Gram negativas (Miller 
et al. 1998). 
 
Buffers y soluciones: 

o Buffer SET 
o Etanol al 70% 
o RNasa 1 µg/ml 
o Isopropanol 
o Etanol 

 
Metodología: 
 
1. Inocular 5 ml de medio (LB, LB+, RC o MM) con una sola colonia bacteriana. 

Incubar durante 16-18 h a 37ºC a 175 rpm. 
2. En un tubo eppendorf centrifugar de 3 a 5 ml del cultivo a 10 000 rpm durante 2 

min. Decantar y remover el resto de medio de cultivo mediante aspiración con una 
micropipeta. 

3. Resuspender el paquete celular en 570 µl de buffer SET. 
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4. Agregar 30 µl de SDS al 30%. Homogeneizar con vórtex a máxima velocidad 
durante 1 a 2 min para lisar las células. 

5. Incubar a 80ºC por 5 min, dejar enfriar a temperatura ambiente. 
6. Adicionar 200 µl de NaCl 5 M y mezclar. 
7. Centrifugar a 14 000 rpm por 10 min. 
8. Separar el sobrenadante en un nuevo tubo y agregar 0.6 volúmenes de isopropanol o 

bien 2 volúmenes de etanol a temperatura ambiente. Mezclar la solución invirtiendo 
el tubo varias veces y dejar precipitando durante 5 a 10 min a -20ºC. 

9. Recuperar el DNA centrifugando a 14 000 rpm durante 15 min a 4ºC. 
10. Eliminar el sobrenadante por decantación cuidando de no perder el DNA que se 

visualiza como un precipitado blanco al fondo del tubo. 
11. Lavar el DNA agregando 800 µl de etanol al 70%. Mezclar por inversión durante 30 

segundos y centrifugar a 14 000 rpm durante 5 min. Repetir este proceso una vez 
más. 

12. Eliminar por decantación la mayor cantidad posible de etanol. Después de decantar 
el tubo centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min y eliminar el resto de etanol con 
ayuda de una micropipeta o con un palillo de madera. 

13. Colocar el tubo con la tapa abierta en un thermoblock a una temperatura de 45 a 
65ºC durante 10 min hasta evaporar completamente el resto de etanol. 

14. Resuspender el DNA en 50 µl de una solución de RNasa 1 µg/ml e incubar durante 
al menos 15 min a 37ºC. 

15. Realizar una electroforesis con 3 o 5 µl de muestra de DNA plasmídico. El resto de 
la muestra almacenarla a 4ºC o a -20ºC si se desea preservar durante varios meses. 

 
Soluciones: 
 

Ø SDS 30% 
 
Para 20 ml de solución: 
 
6 g SDS 
20 ml de H2O inyectable o bidestilada 

 
 
 
 
 
 

Ø Buffer SET 
 
Para 50 ml de solución: 
 
0.292 g de NaCl (100 mM) 
0.01861 g de EDTA (1 mM) 
0.06057 g de Tris (10 mM) 
 
Ajustar a pH 8.0 con HCl. Esterilizar a 
15 libras por 20 min y almacenar a 
temperatura ambiente o a 4ºC. 
 

Ø Etanol al 70 % 
 
Para 100 ml de solución: 
 
70 ml de alcohol etílico absoluto 
30 ml de H2O inyectable o bidestilada 
 
Almacenar a 4°C o a temperatura 
ambiente en un frasco ámbar. 

 

Ø Solución de RNAsa 
 
Para 1 ml: 
 
996 µl de agua inyectable 
4 µl de una solución stock que se 
encuentra a 10 mg/ml de RNAsa 
 
Almacenar a -20ºC. 
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VI.- Extracción de DNA plasmídico por lisis alcalina con SDS 
(Sambrook y Russel, 2001). 
 

El proceso inicia con el crecimiento de las células bacterianas que contienen el 
plásmido de interés. Cuando las células alcanzan una DO600 de 1.5 a 1.8 son 
centrifugadas. El paquete celular es resuspendido en una solución amortiguadora 
preparada con Tris y EDTA. El Tris ayuda a amortiguar los cambios de pH mientras que 
el EDTA es un quelante de iones metálicos como el Mg2+ y el Ca2+ los cuales son 
esenciales para el funcionamiento de las DNAsas, evitando que puedan degradar el 
DNA. Posteriormente las células son tratadas con una solución de lisis que contiene 
hidróxido de sodio y SDS. El SDS es un detergente aniónico que ayuda a la 
solubilización de la membrana celular, permitiendo la liberación del DNA al 
sobrenadante. El NaOH ayuda a romper la pared celular y rompe los puentes de 
hidrógeno del DNA genómico desnaturalizándolo a una sola cadena. Aunque el NaOH 
desnaturaliza el DNA genómico, el DNA plasmídico, es más resistente a la 
desnaturalización. El DNA genómico desnaturalizado forma complejo con el SDS y es 
precipitado tras la adición de acetato de potasio y eliminado junto con los restos 
celulares en la etapa de centrifugación quedando sólo el DNA plasmídico en el 
sobrenadante. Finalmente el DNA se lava con etanol al 70% para eliminar el exceso de 
sales y es resuspendido en una solución de buffer de Tris y EDTA con RNasa para 
eliminar el RNA (Sambrook y Russel, 2001). 
 
Buffers y soluciones: 

o Solución de lisis alcalina I  
o Solución de lisis alcalina II 
o Solución de lisis alcalina III 
o Etanol al 70% 
o Fenol puro en buffer tris-HCl 
o Cloroformo/alcohol isoamílico (24:1) 

 
Metodología: 
 
1. Inocular 5 ml de medio (LB, LB+, RC o MM) con una sola colonia bacteriana. 

Incubar a 37ºC, durante 16 a 18 h a 175 rpm. 
2. En un tubo Eppendorf centrifugar 3 ml del cultivo a 10 000 rpm durante 2 min a 

4ºC. 
3. Remover el resto de medio de cultivo mediante aspiración con una micropipeta. 
4. Resuspender el paquete bacteriano en 200 µl de solución de lisis alcalina I. 
5. Agregar 400 µl de solución de lisis alcalina II a la suspensión bacteriana. Mezclar 

suavemente el contenido invirtiendo el tubo varias veces. Colocar el tubo en hielo. 
6. Agregar 300 µl de solución de lisis alcalina III fría. Mezclar el contenido invirtiendo 

el tubo varias veces. Mantener el tubo en hielo durante 5 min. 
7. Centrifugar el lisado bacteriano a 12 000 rpm durante 8 min a 4ºC. Pasar el 

sobrenadante a un nuevo tubo. 
8. Agregar 200 µl de fenol y 200 µl de cloroformo: alcohol isoamílico (24:1). Mezclar 

por inversión durante 30 segundos y centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min a 4ºC. 
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9. Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo y agregar 400 µl de cloroformo: alcohol 
isoamílico. Mezclar por inversión durante 30 segundos y centrifugar a 12000 rpm 
durante 5 min. 

10. Separar el sobrenadante en un nuevo tubo y agregar 0.6 volúmenes de isopropanol o 
bien 2 volúmenes de etanol a temperatura ambiente. Mezclar la solución invirtiendo 
el tubo varias veces y dejar precipitando durante 5 a 10 min a temperatura ambiente. 

11. Recuperar el DNA centrifugando a 14 000 rpm durante 12 min a 4ºC. 
12. Eliminar el sobrenadante por decantación, cuidando de no perder el DNA que se 

visualiza como un precipitado blanco al fondo del tubo. 
13. Lavar el DNA agregando 800 µl de etanol al 70%. Mezclar por inversión durante 30 

segundos y centrifugar a 14 000 rpm durante 5 min. Repetir este proceso una vez 
más. 

14. Eliminar por decantación la mayor cantidad posible de etanol. Después de decantar 
el tubo centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min y eliminar el resto de etanol con 
ayuda de una micropipeta o con un palillo de madera. 

15. Colocar el tubo con la tapa abierta en un thermoblock de 45 a 65ºC durante 10 min, 
hasta evaporar completamente el resto de etanol. 

16. Resuspender el DNA en 50 µl de una solución de RNasa a una concentracion de 1 
µg/ml e incubar durante al menos 15 min. 

17. Realizar una electroforesis con 3 o 5 µl de muestra de DNA plasmídico. El resto de 
la muestra almacenarla a 4ºC o a -20ºC si se desea preservar durante varios meses. 

 
 
Buffers y soluciones: 
 

Ø Solución de lisis alcalina I: 
 
Cálculos para 50 ml de solución: 
 
0.3028 g de Tris 50 mM 
0.1861 g de EDTA 10 mM 
 
Ajustar a pH 8 con HCl. 

 
 
 
 
 
 
 
 

Ø Solución de lisis alcalina II: 
 
Cálculos para 50 ml de solución: 
 
0.4 g de NaOH 200 mM 
0.5 g de SDS 1% 
 
Disolver ambos componentes en 40 ml 
de agua inyectable o bidestilada y aforar 
a 50 ml. 
 

Ø Solución de lisis alcalina III: 
 
Cálculos para 50 ml de solución: 
 
14.721 g de CH3CO2K (acetato de 
potasio) 3.0 M 
 
Ajustar a pH 5.5 con C2H4O2 (ácido 
acético) concentrado. Esterilizar la 
solución I, II y III a 15 lb durante 20 
min. Almacenar a temperatura 
ambiente la solución II y la soluciones 
I y III a 4ºC. 
 

 

Ø Cloroformo /Alcohol Isoamílico 
(24:1) 

 
Para 50 ml de solución: 
 
48 mililitros de Cloroformo 
2 mililitros de Alcohol Isoamílico 
 
Almacenar a 4°C en un frasco ámbar. 
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Ø Etanol al 70 % 
 
Para 100 ml de solución: 
 
70 ml de alcohol etílico absoluto 
30 ml de H2O inyectable o bidestilada 
 
Almacenar a 4ºC o a temperatura 
ambiente en un frasco ámbar. 

 

Ø Solución de RNAsa 
 
Para 1 ml: 
 
996 µl de agua inyectable 
4 µl de una solución stock que se 
encuentra a 10 mg/ml de RNAsa 
 
Almacenar a -20ºC. 

 

VII.- Preparación de células competentes de E. coli utilizando cloruro 
de calcio (Sambrook y Russel, 2001). 
 
Medios y soluciones: 

o CaCl2 0.2 M frío (preparar el mismo día). 
o CaCl2 0.2 M con glicerol (preparar el mismo día). 
o Medio LB para el crecimiento inicial del cultivo. 

 
Metodología: 
 
1. Preparar un precultivo bacteriano de E. coli inoculando 50 µl en 5 ml de medio LB, 

incubándolo a 37ºC, a 175 rpm, durante 16 a 18 h. 
Nota: Antes de comenzar los lavados es necesario mantener en frio la solución de 
CaCl2 0.2 M y los tubos eppendorf en los que se dispensaran las células 
quimiocompetentes. 

2. Tomar 500 µl del precultivo e inocularlo en 100 ml de medio LB en un matraz de 
500 ml de capacidad. Incubar el cultivo a 37ºC con agitación constante durante 4 a 
4.5 h, monitoreando el crecimiento del cultivo para evitar que no alcance una DO600 
mayor a 0.4. 
Nota: Para una transformación eficiente es necesario una DO600 de 
aproximadamente 0.4. 

3. Transferir las células bacterianas a tubos fríos de polipropileno de 250 ml de 
capacidad. Enfriar el cultivo a 0ºC colocando los tubos en hielo de 10 a 20 min. 
Nota: mantener las células en frío en todos los pasos posteriores para evitar estresar 
las células. 

4. Recuperar las células mediante centrifugación a 10 000 rpm durante 10 min a 4ºC. 
5. Decantar el sobrenadante y resuspender suavemente el paquete celular en 30 ml de 

una solución fría de CaCl2 0.2 M. Dejar el tubo con las células en hielo durante 30 
min. 

6. Recuperar las células mediante centrifugación a 10 000 rpm durante 10 min a 4ºC. 
7. Decantar el sobrenadante y resuspender el paquete suavemente en 30 ml de CaCl2 

0.2 M frío. Dejar en hielo por otros 30 min. 
8. Recuperar las células mediante centrifugación a 10 000 rpm durante 10 min a 4ºC. 
9. Decantar sobrenadante y resuspender las células en 2 ml de CaCl2 0.2 M con 

glicerol estéril. 
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10. Dispensar alícuotas de 120 µl de la suspensión bacteriana en tubos eppendorf de 1.5 
ml fríos. El rendimiento es de aproximadamente de 18 a 20 tubos de células. 

 
Soluciones: 
 

Ø CaCl2 0.2 M 
 
Cálculos para 100 ml de solución: 
 
2.94 g de CaCl2

.2H2O (0.2 M) 
 
Esterilizar a 5 libras por 30 min y 
almacenar a 4ºC . 

 

Ø CaCl2 0.2 M con glicerol. 
 
Cálculos para 2 ml de solución: 
 
1.4 ml de CaCl2 0.2 M 
600 µl de glicerol 
 
Esterilizar a 5 libras por 30 min y 
almacenar a 4ºC. 

 
VIII.- Transformación de células quimiocompetentes de E. coli 
(Sambrook y Russel, 2001). 
 
Materiles y medios de cultivo: 

o Células quimiocompetentes de E. coli en tubo eppendorf de 1.5 ml. 
o Placas de LB con los antibióticos apropiado. 
o Thermoblock precalentado a 42ºC. 
o Tubos con 5 ml de medio LB. 

 
Metodología: 
 
1. Para transformar las células tratadas con CaCl2, sacar los tubos que contiene las 

células quimiocompetentes del ultracongelador y colocarlas en hielo durante 5 min. 
2. Agregar la mezcla de ligación vector-inserto en un volumen de 20 µl de células 

quimiocompetentes. Mezclar el contenido golpeando los lados del tubo suavemente. 
3. Almacenar los tubos en hielo por 10 min. 
4. Colocar los tubos en termobloc precalentado a 42ºC. Dejar los tubos durante 45 

segundos; No mezclar los tubos. 
5. Transferir los tubos rápidamente en hielo. Permitir que las células se enfríen durante 

10 min. 
6. Pasar las células transformadas a un tubo de 1.5 ml con medio LB. Incubar por una 

o dos h en una incubadora mantenida a 37ºC con agitación de 175 rpm para permitir 
que las bacterias adquieran y expresen los marcadores de resistencia a antibióticos 
codificados por el plásmido. 
Nota: Mientras las células están en incubación, preparar las placas de LB con el 
antibiótico de selección. Si el plásmido transferido a las células contiene el 
fragmento de lacZ agregar a las placas ya gelificadas 50 µl de X-Gal 20 mg/ml. 

7. Trasferir de 50 a 200 µl del cultivo en una de las placas de agar LB preparadas como 
se indicó anteriormente y dispersar por la superficie del medio con ayuda de un 
triángulo de vidrio estéril. Se recomienda sembrar por lo menos dos placas con 
diferentes volúmenes para asegurar que al menos una de ellas contenga colonias 
bien separadas, 200 µl y el resto del cultivo concentrado por centrifugación. 
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8. Incubar las placas toda la noche a 37ºC. Una reacción de clonación eficiente puede 
producir varios cientos de colonias. 

9. Seleccionar la mayor cantidad posible de colonias y resembrarlas en una nueva 
placa de LB con los antibióticos apropiados, colocando una cuadrícula enumerada 
en la base de la placa para identificar las clonas. 

10. Incubar toda la noche a 37ºC. 
11. Seleccionar las clonas y sembrarlas en tubos de cristal, con medio LB y adicionando 

los antibióticos apropiados e incubar de 16 a18 h a 37ºC en agitación de 175 rpm. 
Nota: Sembrar una clona por tubo o bien grupos de 5 clonas. Alternativamente, se 
puede hacer PCR de colonia para encontrar la clona que contiene el plásmido 
deseado. 

12. Aislar el DNA plasmídico de cada una de las clonas. 
13. Realizar un análisis de restricción con las enzimas apropiadas para confirmar la 

presencia y orientación correcta del inserto. Utilice una enzima de restricción o una 
combinación de enzimas que corte una en el vector y una en el inserto. Otra forma 
de comprobar la presencia del inserto es mediante PCR utilizando oligonucleótidos 
específicos para el inserto. 

14. Una vez identificada la clona correcta que contenga el inserto, estriarla en una placa 
de agar de LB que contenga los antibióticos apropiados e incubar a 37ºC durante 
toda la noche. 

15. Aislar una sola colonia e inocular en un tubo con 5 ml de LB con antibiótico. Crecer 
el cultivo hasta una fase estacionaria. 

16. Transferir 1 ml de cultivo a un criovial que contenga 0.5 ml de glicerol estéril, 
mezclar y almacenar a -80ºC. 

 
IX.- Extracción de DNA de geles de agarosa (Zymoclean™ Gel DNA 
Recovery Kit). 
 
Soluciones: 

o Solución ADB 
o Solución DNA Wash Buffer 
o Solución DNA Elution Buffer 

 
Metodología: 
 
1. Correr la muestra de DNA mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % o 

a la concentración deseada. 
Nota: La banda a extraer debe tener una concentración de DNA de al menos 200 ng 
o más debido a que durante el proceso de extracción se pierde alrededor de un 20 % 
de DNA. 

2. Colocar el gel en el transiluminador de luz UV de baja intensidad y cortar la banda 
con un bisturí. 
Nota: Utilice mascarilla y guantes; El corte se debe hacer lo más rápido posible para 
no sobreexponer el DNA a la luz UV. 

3. Pesar la banda extraída en un tubo eppendorf de 1.5 ml. 
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4. Añadir 3 volúmenes de la solución ADB por cada miligramo que pesa la agarosa 
extraída del gel (por ejemplo, para 100 mg del segmento del gel de agarosa, debe 
añadirse 300 µl de la solución ADB). 

5. Se incuba de 37 a 55ºC de 5 a 10 min, hasta que el segmento de gel se haya disuelto 
completamente. 

6. Transferir la solución de agarosa fundida a una columna Zymo-Spin™, que a la vez 
este colocada sobre el tubo de recolección. 

7. Centrifugar a 10 000 rpm de 30 a 60 segundos. 
8. Desechar el sobrenadante y colocar el resto de muestra, en el caso de que aun falte 

muestra por pasar a través de la columna. 
9. Añadir 200 µl de la solución DNA Wash Buffer a la columna y centrifugar durante 

30 segundos a 10 000 rpm. Deseche el sobrenadante. 
10. Repita el paso de lavado. 
11. Cambiar la columna a un tubo eppendorf de 1.5 ml y agregar la solución de elución 

DNA Elution Buffer o agua. 
12. Centrifugar de 30 a 60 segundos a 10 000 rpm. 
 
X.-Ligación de vector con inserto (T4 DNA Ligase-Thermo Scientific). 
 

La reacción se realizó en base al protocolo de la enzima T4 DNA Ligase, de la 
marca Thermo Scientific. La reacción de ligación se realizó a un volumen de 20 µl y 
variando la relación inserto–vector a 1:1, 3:1 y 5:1. 
 

Componentes Cantidad 
Vector linearizado  20 a 100 ng  
DNA (inserto) Relación 1:1 o 3:1 o 5:1 
10X T4 DNA Ligase Buffer 2 µl  
T4 DNA Ligase 0.5 a 1 µl  
Agua libre de nucleasa Llevar a 20 µl 

 
XI.- Protocolo de conjugación Azospirillum spp. – Escerichia coli. 
 
Medios: 

o LB+ 
o MM 

 
Metodología: 
 
1. Preparar un precultivo como se indica a continuación: 

Receptora (Azospirillum sp): medio LB+ sin antibiótico, incubar a 30°C, 150 
rpm de 18 a 20 h. 
Donadora (E. coli DH5α con el plásmido a trasferir): medio LB+ con 
antibiótico de selección, incubar a 37ºC, 150 rpm de 16 a 18 h. 
Helper (E. coli S17.1 con el plásmido pRK2013): medio LB+ con antibiótico de 
selección, incubar a 37ºC, 150 rpm de 16 a 18 h. 

2. A partir del precultivo sembrar: 
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Receptora: 50 µl de precultivo en 5ml de medio LB modificado y llevar a 
incubación a 30ºC con agitación a 150 rpm hasta alcanzar una DO600 de 0.5 a 
0.6. 

Donadora y Helper: 50 µl de precultivo en 5 ml de medio LB modificado con 
antibiótico de selección y llevar a incubación a 37ºC con agitación a 150 rpm 
hasta alcanzar una DO600 de 1.0. 

3. Centrifugar 1 ml de cada una de las cepas a 7 500 rpm por 3 min, lavar el paquete 
con 500 µl de LB+ (2 veces). Resuspender el paquete celular con 20 µl de medio 
LB+. 

4. Mezclar todas las bacterias en un mismo tubo y con una micropipeta transferir todo 
el volumen en forma de punto a una placa de LB+ sin antibiótico. Incubar la placa 
durante 24 h a 30°C. 

5. Pasado el tiempo de incubación, con ayuda de un asa redonda tomar todo el 
crecimiento del punto de contacto y pasarlo a un tubo de 13x100 con 1 ml de MM, 
agitar suavemente para disgregar la asociación bacteriana. Centrifugar el cultivo a 7 
500 rpm por 3 min y lavar dos veces con 1 ml de MM. Resuspender el paquete 
celular en 1 ml de MM. 

6. Tomar 100 µl del cultivo y dispersarlo en una placa de MM adicionado con el 
antibiótico de selección. Hacer al menos 4 diluciones a partir del concentrado. 
Incubar durante 24 a 48 h a 30ºC, conservar el resto del cultivo a 4ºC. 

7. Las placas se deben revisar a las 24 h de crecimiento debido a que en este tiempo 
aparecen las primeras posibles transconjugantes, las cuales se deben seleccionar en 
una nueva placa con el antibiótico adecuado. Volver a incubar la placa hasta las 48 h 
y revisar el crecimiento. Después de las 72 h se suelen observar pequeñas colonias 
que se hicieron resistentes al antibiótico y por lo tanto no deben ser incluidas en el 
análisis. 

8. Pasado el tiempo de incubación seleccionar las transconjugantes obtenidas y 
sembrarlas en placas de MM con antibiótico, poniendo una cuadrícula enumerada en 
la base de la placa. Incubar de 24 a 36 h a 30ºC. Se recomienda hacer al menos dos 
pases consecutivos en MM para la eliminación de la cepa donadora. 

9. Finalmente realizar ensayos de contra selección, PCR, hibridación, etc. para 
comprobar la transconjugante. 

 
 
XII.- Protocolo de cuantificación de proteínas por el método de 
Bradford (Bradford, 1976). 
 
Reactivos y soluciones: 

o Buffer PBS 
o Agua destilada 
o NaOH 1N 
o HCl 0.5 N 
o Reactivo de Bradford 

 
Metodología: 
 
1. Preparar un cultivo bajo la condición deseada. 
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2. Una vez que el cultivo ha alcanzado la DO600 o el tiempo de crecimiento deseado, 
tomar 200 µl del cultivo y colocarlo en un tubo eppendorf de 1.5 ml. 

3. Centrifugar a 12 000 rpm por 6 min y decantar el sobrenadante. 
4. Lavar la pastilla con 1 ml de PBS.  
5. Centrifugar a 12, 000 rpm durante 5 min y decantar el sobrenadante; Remover el 

resto mediante la aspiración con una micropipeta. 
6. Lavar la pastilla con 200 µl de agua destilada. 
7. Centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min y decantar el sobrenadante; Remover el 

resto de agua mediante aspiración con una micropipeta. 
8. Agregar 200 µl de NaOH 1 N. 
9. Colocar los tubos en baño María o en termobloc y llevar a ebullición durante 5 min 

y dejar enfriar. 
10. Agregar 400 µl de HCl 0.5 N y mezclar. 
11. Agregar 200 µl de reactivo de Bradford (BIORAD), homogenizar con vórtex. 

Preparar un blanco utilizando agua (800 µl de agua y agregar 200 µl de reactivo de 
Bradford). Incubar a temperatura ambiente por 10 min. 

12. Pasar la mezcla a celdas de 1 ml. Leer la absorbancia a 595 nm. 
13. Determinar los miligramos de proteínas totales/ml utilizando la fórmula de la curva 

estándar. 
 
Buffer: 

Ø Buffer PBS 1X 
 

Componentes Cantidad 
NaCl 137 mM 
KCl 2.7 mM 
Na2HPO4 10 mM 
KH2PO4 1.8 mM 

 
XIII.- Protocolo de cuantificación de PHB (Slepecky y Derecho, 1961). 
 
Reactivos y soluciones: 

o MgSO4 10 mM 
o NaHCl (hipoclorito de sodio) 
o Agua destilada 
o C2H6O (Acetona) 
o C2H6O (Etanol) 
o Cloroformo 
o H2SO4 

 
Metodología: 
 
1. Realizar un preinóculo con 18 h de crecimiento a 30ºC en agitación de 175 rpm en 

un tubo con 5 ml de medio mínimo utilizando los antibióticos de selección 
correspondientes. 

2. Inocular usando el precultivo anterior ajustando la DO600 de 0.1, utilizando la 
formula de equilibrio de concentraciones (C1V1=C2V2) a un matraz de 125 ml con 
50 ml de MM utilizando los antibióticos de selección correspondientes e incubar a 
30ºC, 175 rpm por 24, 48 y 72 h. 
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3. En un tubo eppendorf de 1.5 ml, centrifugar 5 ml del cultivo a 10 000 rpm durante 3 
min. 
Nota: Al tomar muestra de uno de los matraces, tomar al menos 6 ml del cultivo (5 
ml para cuantificar PHB 1 ml para cuantificar proteínas). 

4. Descartar sobrenadante. 
Nota: Remover el resto de medio de cultivo mediante aspiración con una 
micropipeta hasta tener sólo el paquete celular. 

5. Lavar la pastilla con 1 ml de MgSO4 10 mM. 
6. Centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min y decantar el sobrenadante. 
7. Resuspender la pastilla con 1 ml de hipoclorito de sodio (NaHCl) marca comercial 

Cloralex , incubar 1:30 h a 37ºC. 
8. Centrifugar a 12 000 rpm durante 10 min y decantar el sobrenadante 

cuidadosamente. 
9. Lavar la pastilla con 1 ml de agua destilada. 
10. Centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min y decantar el sobrenadante; Remover el 

resto de agua mediante aspiración con una micropipeta. 
11. Lavar la pastilla con 1 ml de Acetona. 
12. Centrifugar a 12 000 rpm durante 10 min y decantar el sobrenadante. 
13. Lavar la pastilla con 1 ml de etanol al 100%. 
14. Centrifugar a 12 000 rpm durante 20 min a 4ºC. 
15. Decantar el sobrenadante y remover el resto de etanol mediante aspiración con una 

micropipeta. 
16. Dejar evaporar el etanol en termobloc precalentado a 45ºC. 
17. Resuspender la pastilla con 1 ml de cloroformo y pasar la solución a un tubo de 

vidrio de 12 ml. 
18. Enjuagar nuevamente el tubo eppendorf con 1 ml de cloroformo y verterlo en el 

mismo tubo de vidrio. 
19. Evaporar el cloroformo a 65ºC. 
20. Adicionar 5 ml de H2SO4 concentrado. 
21. Calentar a 95ºC durante 30 min y dejar efriar. 
22. Leer absorvancia a 235 nm (luz UV) frente a una muestra blanco de H2SO4 

concentrado y calentarlo previamente durante 30 min a 100ºC. 
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XIV.- Curva de calibración de BSA. 
 

 
Figura A.- Curva de calibración de BSA por el método de Bradford. 
 
Tabla A.- Datos tabulados de la concentración con respecto a la absorbancia. 

Muestra	 Concentración	 Absorbancia	

1	 1.5	 μg/ml	 0.0343	

2	 3	 μg/ml	 0.0549	

4	 6	 μg/ml	 0.1005	

5	 7.5	 μg/ml	 0.1378	

6	 9	 μg/ml	 0.1691	

7	 10.5	 μg/ml	 0.1878	
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XIV.- Curva de calibración de PHB. 
 
 

 
Figura B.- Curva de calibración de PHB por la técnica de Slepecky y Derecho, 1961. 
 
Tabla B.- Datos tabulados de la concentración con respecto a la absorbancia. 

Muestra	 Concentración	 Absorbancia	
1	 2	 μg/ml	 0.1318	
2	 3	 μg/ml	 0.1718	
3	 4	 μg/ml	 0.2082	
4	 5	 μg/ml	 0.2701	
5	 10	 μg/ml	 0.3498	
6	 15	 μg/ml	 0.5495	
7	 25	 μg/ml	 0.7825	
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