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RESUMEN

Azospirillum brasilense acumula granulos de poli-p-hidroxibutirato (PHB), éste
favorece su establecimiento y sobrevivencia bajo condiciones de estrés. El PHB
pertenece al grupo quimico de los polihidroxialcanoatos (PHAs), muestran propiedades
similares a algunos plasticos derivados del petréleo, difiriendo de estos en que es
reciclable, facil de degradar por muchos microorganismos, es compatible con otros
polimeros y es biocompatible con el cuerpo humano; por lo que tiene importancia en la
fabricacion de plésticos biodegradables, en la industria quimica, alimentaria y
farmacéutica.

Debido a sus diversas aplicaciones es importante el estudio a bacterias en donde
aumente la acumulacion de PHB. Las investigaciones mds recientes centran su atencion
en la generacion de cepas que han sido modificadas genéticamente en las rutas
metabolicas involucradas en la sintesis de PHB como estrategia para mejorar la
produccion de este polimero.

Los tres genes que se consideran esenciales en la ruta biosintética del PHB son
el phbA (B-cetotiolasa), phbB (acetoacetil coenzima A reductasa) y phbC (PHB
sintasa); El objetivo de este trabajo es incrementar la produccion de PHB al
sobreexpresar estos tres genes que se han identificado, clonado, secuenciado y bajo
control del promotor de un plasmido de expresion 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 plasmidos. El
analisis bioinformatico proporciono informacion de los genes que se utilizarian para
clonarlos el vector de expresion pMMB206.

Los genes phbA y phbB ubicados en el plasmido uno, ambos se amplificaron,
incluyendo la region SD del phbA, la region intergénica y el codon de paro del phbB, el
amplificado fue clonado en pMMB206 y transferido por conjugacion en A. brasilense
Sp245, nombrandola como Ab245p206AB; el phbC presente en el cromosoma fue
clonado y se transfirio de la misma manera, nombrando a la transconjugante como
Ab245p206C; El phbC se clond 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 utilizd
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 cuantific6 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 induccion se realizé con 0.5 mM de
IPTG a una DOgq de 0.6, se cuantificé el PHB después de 14 h de haber inducido (24 h
de crecimiento), la cantidad de PHB de la cepa Ab245p206ABC no presenta diferencia

Xl



significativa en ninguno de los dos tipos de ensayos y al comparar la cantidad que se
cuantifico de la cepa WT no existe diferencia significativa, anulando la hipotesis que al
sobrexpresar los tres genes en forma de operdn habria un incremento en la cantidad de
PHB, sin embargo se observa una diferencia significativa de Ab245p206C al producir
un 62.5% mas de PHB en el ensayo de induccion con respecto al no inducido y un
46.23% mas al compararla con la WT, por lo cual la transconjugante con mayor
acumulacién de PHB es la que expresa la enzima PHB sintasa bajo las condiciones de
este estudio.
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I.- INTRODUCCION

Azospirillum brasilense es una bacteria promotora del crecimiento vegetal
(PGPR), tiene la capacidad de acumular granulos insolubles de poli-B-hidroxibutirato
(PHB), el cual favorece su establecimiento y sobrevivencia bajo condiciones de estrés,
tales como irradiacion con luz ultravioleta, altas temperaturas, presion osmotica y
desecacion (Fig. 1).

Figura 1.- Granulos de PHB de Azospirillum brasilense Sp7 (tomado de Kadouri ef al. 2002).

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

Debido a las amplias y variadas aplicaciones que pueden tener estos
biopolimeros es importante seleccionar cepas con una acumulacion aumentada de PHB.
Las investigaciones centran su atencion en la optimizacion de los paradmetros de cultivo,
asi como la generacion de cepas que han sido modificadas genéticamente en sus rutas
metabolicas como estrategias para mejorar la produccion de PHB (Van der Walle et al.
2001).

En este proyecto se realiz6 el estudio de la produccion de PHB en A. brasilense
Sp245 mediante el conocimiento y manipulacion de los genes implicados en la
biosintesis de PHB, los cuales son phbA (B-cetotiolasa), phbB (acetil CoA reductasa), y
phbC (PHB sintasa) clonandolos en el plasmido pMMB206 bajo el control del promotor
fuerte e inducible con IPTG denominado Py, los genes que fueron clonados son
phbAB, phbABC y phbC, analizando las construcciones por patrén de restriccion, PCR
y secuenciacion, la cuantificacion de la produccion de PHB en las transconjugantes se
determind, 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



contiene la construccion con el gen phbC mostro un aumento considerable en la
cuantificaciéon de PHB.

1.1- Caracteristicas de Azospirillum spp.

En 1925 Beijerinck describio a Spirillum lipoferum y en 1973 Pefia-Cabriales y
Dobereiner son los que iniciaron los estudios de esta bacteria (Ddbereiner, 1983).
Clasificada como una bacteria promotora del crecimiento vegetal (PGPR) por su
capacidad de reducir el nitrogeno atmosférico (N») a amonio (NH4) e incorporarlo a la
rizosfera y por poder producir diversas fitohormonas que mejoran el desarrollo de la
raiz, la absorcioén de agua y minerales, en muchos casos las plantas son mas productivas
(Dobbelaere et al. 2001). El género Azospirillum proporciona beneficios para el
crecimiento de plantas y de cultivos econdmicamente importantes, por lo cual en
algunos paises se implementd6 como biofertilizante (Massena et al. 2011), En la
actualidad su uso comercial se extiende a diferentes paises, incluido México (Bashan et
al. 2004).

Azospirillum pertenece a la subclase de las a-proteobacterias, son Gram
negativas, poseen forma vibroide y movilidad en espiral, ademas han sido considerados
como microorganismos diazotroficos, endofiticos y de vida libre (Fig. 2). Azospirillum
tiene un metabolismo versatil de carbono y nitrégeno lo cual sugiere lo bien adaptadas
que estan a un ambiente competitivo como el de la rizosfera. Este género posee
mecanismos fisioldgicos eficientes tales como la formacion de quistes (Bashan, 1999),
que le ayuda a sobrevivir en condiciones desfavorables, este cambio morfoldgico esta
acompaiiado por el desarrollo de una capa externa de polisacaridos y por la acumulacion
de granulos de poli-B-hidroxibutirato que puede servir como fuente de carbono y
energia bajo condiciones de estrés e inanicion (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 dia 18 de noviembre del 2015 en NCBI Taxonomy
Browser http://www.ncbi.nlm.nih.gov/taxonomy/).

1.2- El género Azospirillum brasilense.

Es heterotrofico, fija nitrogeno en condiciones microaerofilicas; puede utilizar
una amplia gama de azucares, alcoholes y acidos orgdnicos como fuentes de carbono,
tales como D-fructosa, D-gluconato y Glicerol (Massena ef al. 2011). Esta bacteria es
conocida por presentar pleomorfismo y por cambiar su actividad metabdlica con rapidez
en respuesta a los cambios del ambiente (Pereg et al. 2000). En condiciones



microaerofilicas son moviles, lo cual se debe a la presencia de dos tipos de flagelos: un
flagelo polar que es sintetizado en medio liquido responsable del nado de las bacterias y
numerosos flagelos laterales, sintetizados en medios solidos y semisolidos, los cuales
sirven para coordinar el movimiento a lo largo de la superficie (Katzy et al. 2001). Bajo
condiciones aerobicas, particularmente en cultivos viejos, pasan de la forma vibroide a
una forma redonda encapsulada denominada como cisto, no mévil, formando agregados
que por adhesion floculan en cultivos liquidos.

Se han identificado muchos genes de Azospirillum involucrados en procesos
metabolicos importantes tales como la fijacion del nitrogeno, la adhesion a la raiz de la
planta, la biosintesis de fitohormonas, la biosintesis del triptéfano, el metabolismo de
carbono y algunas otras menos caracterizadas y se han creado mutantes por medio de
quimicos, radiacion, mutagénesis Tn5 e interrupcion de genes (Holguin et al. 1999).
Kadouri y colaboradores en el 2002 determinaron el mapa fisico de los genes phbABC
de la ruta metabolica del PHB (Fig. 3), en el 2003 identificaron y caracterizaron los
genes que participan en la ruta de despolimerizacion del PHB en 4. brasilense Sp7.
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>

Figura 3.- Mapa fisico de los genes phbBAC de A. brasilense Sp7. Las flechas indican la direccion y el
inicio de la transcripcion (Modificado de Kadouri ef al. 2002).

1.3- Genética de A. brasilense.

El tamafio del genoma de A. brasilense es de alrededor de 7 Mb, muestra siete
megareplicones que varian de tamaio 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 tamafio 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 multiples pldsmidos tanto circulares como
lineales (Didonet er al. 2000), los genes 16S rRNA encontrados en cada uno de los
plasmidos 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 plasmidos fue una de las primeras caracteristicas reportadas del
género Azospirillum, y es comun en A. lipoferum y A. brasilense. Algunas cepas
contienen hasta seis plasmidos y la presencia de un plasmido de aproximadamente 90
MDa comun 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,
adsorcion a raiz, morfologia de la colonia, crecimiento en medio minimo y dos /oci que
confieren resistencia a ampicilina (Holguin ef al. 1999). El tamafio del cromosoma de A.
brasilense Sp245 es de 2 871 kb, contiene un megaplasmido con el peso de 1 571 kb y



cinco plasmidos con un rango de tamafio de 111 a 768 kb como se observa en la tabla 1.

Tabla 1.- Datos representativos del genoma de A. brasilense Sp245.

—
Nombre - AZOBR pl AZOBR_p2 AZOBR_p3 AZOBR_p4 AZOBR_p5 AZOBR_p6
NC _016617.1 NC_016594.1 NC 016618.1 NC _016595.1 NC 016596.1 NC 016619.1 NC_016597.1
HES577327.1 HES577328.1 HES577329.1 HE577330.1 HE577331.1 HES577332.1 HES577333.1
3.02 1.77 091 0.78 0.69 0.19 0.17
68.6 68.6 68.3 68.2 69 66.6 66.8
2654 1429 707 677 556 135 107
tRNA 44 25 2 - 9 - 1
Otros RNA 10 3 3 - 3 - 1
2871 1571 768 706 606 146 111
160 106 54 29 37 11 2

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

1.4- Poli-B-hidroxibutirato.

El poli-B-hidroxibutirato pertenece al grupo quimico de polihidroxialcanoatos
(PHASs), los cuales muestran propiedades similares a algunos plésticos derivados del
petrdleo difiriendo en que son biodegradables, compatibles con otros polimeros y se
consideran como inherentemente biocompatibles; esta biocompatibilidad se ha
aprovechado en numerosas aplicaciones médicas, en los que los biopolimeros han sido
utilizados como soportes o matrices en la ingenieria de tejidos, apdsitos para heridas y
administracion de farmacos (Bernd y Rehm, 2010).

En 1925 el PHB fue descubierto por primera vez en cuerpos de inclusion 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 ef 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 granulos de
PHB se deposita como inclusiones intracelulares esféricas con un ntcleo amorfo,
hidrofobico el cual esta cubierto por una capa de lipidos y rodeado principalmente por



proteinas y enzimas implicadas en la sintesis de PHB y su degradacion (Fig. 4) (Potter y
Steinbiichel, 2005; Rehm, 2006; Jendrossek, 2009).

Cytosol PHA synthase

Depolymerase

PHA granule

Figura 4.- Estructura de un granulo de Polihidroxialcanoato (PHA). Tomado de Bernd y Rehm, 2010.
1.5 - Via metabolica para la produccion de PHB.

La via de biosintesis para la producciéon de PHB consiste de tres reacciones
basicas a partir de acetil-CoA (Fig. 5): primero, la enzima B-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 reaccion es la
reduccion de (R)-3-hidroxibutiril-CoA por la acetoacetil-CoA deshidrogenasa
(codificada por phbB) dependiente de NADPH siendo un proceso reversible y por
ultimo en la tercera reaccion los mondmeros 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
composicion del polimero resultante (Trotsenko y Belova, 1999).
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Figura 5.- Ciclo metabdlico del poli-B-hidroxibutirato.



I1.- ANTECEDENTES

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

Se ha establecido el mapa fisico del operon que contiene los genes de la ruta
metabolica del PHB e identificado y caracterizado el phaZ, el cual participa en la ruta
de despolimerizacion del PHB en A. brasilense Sp7 (Kadouri et al. 2003). El phbC
contiene 1854 pb y se transcribe en direccion 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 nucle6tidos rio arriba del codén de inicio de phbB y 12 nucleotidos rio
arriba de phbA. La secuencia SD del phbC no se reporta en este articulo.

A. brasilense Sp7 cultivado en medio minimo con una limitaciéon de Nitrogeno
frente a un exceso de la fuente de Carbono, después de 24 h de incubacion a 30°C se
puede apreciar la acumulacion de granulos de PHB y al agotar los nutrientes en el
medio, la degradacion de este polimero comienza para sustentar la sobrevivencia de la
bacteria y a las 48 h de cultivo los granulos de PHB se han despolimerizado en su
totalidad. Kadouri en el afio 2002 elimin6 el gen phbC, consiguiendo que A. brasilense
Sp7 no pudiera acumular granulos de PHB y en el 2003 eliminé el gen phbZ el cual
codifica para la enzima que se encarga de la despolimerizacion de los granulos de PHB,
consiguiendo acumular una mayor cantidad de este polimero en comparacion de la cepa
silvestre en 48 h (Fig. 6).

A. brasilense Sp7 A. brasilense Sp7 A. brasilense Sp7

Wt-24h A phbC-48h A phbZ-48h
(Kadouri et al. 2002) (Kadouri et al. 2002) (Kadouri et al. 2003)

Figura 6.- Microfotografias de A. brasilense Sp7 que muestran el efecto de la delecion de los genes
involucrados en la ruta del PHB y su acumulacion en 48 h. A) A. brasilense Sp7; B) Delecion del gen
phbC y C) Delecion del gen phbZ. Tomado de Kadouri ef al. 2002 y 2003.

2.2- Regulacion genética de la biosintesis de PHB.

Desde el punto de vista bioquimico y genético la produccion de PHAs ocurre por
varias vias metabolicas, usando la enzima B-cetotiolasa y acetoacetil-CoA reductasa por
la via de B-oxidacion y la via de sintesis de novo de acidos 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 formacion de PHA
se ha caracterizado en algunas especies, proporcionando las claves para el disefo y la
ingenieria de organismos recombinantes para la producciéon de PHA (Madison y



Huisman, 1999), este conocimiento nos ha provisto de potentes herramientas para
disefiar bacterias que son capaces no s6lo de la produccion de biopolimeros eficientes,
sino también la produccion de polimeros modificados e incluso no naturales que
exhiben caracteristicas Unicas para aplicaciones especificas de alto valor (Bernd y
Rehm, 2010).

En contraste con otros microorganismos A. brasilense no produce copolimeros
de hidroxialcanoatos, s6lo homopolimeros de PHB, las cantidades relativas pueden
llegar alcanzar mas del 80% del peso seco de la biomasa celular (Itzigsohn et al. 1995;
Kadouri et al. 2003, 2005). El andlisis de la secuencia del PhbC de A. brasilense Sp7
muestra un alto grado de similitud con otras sintasas, su interrupcion o escision del gen
suprime la acumulaciéon de PHB y causa una disminucion en la supervivencia con
incremento en la movilidad, produccién de exopolisacaridos (EPS) y adhesion a la raiz
(Kadouri et al. 2002).

2.3- Produccion 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 limitacién de oxigeno o una alta relacion
carbono/nitrogeno (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 produccion de PHB entre estas
cepas cultivadas en condiciones microaerofilicas, en un medio con deficiencia de
nitrogeno y altas concentraciones de carbono, A. brasilense Sp245 produce casi un 10%
mas que la cepa Sp7 (Kamneva ef al. 2011).

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

Morales y colaboradores en el afio 1991 construyeron una familia de vectores de
expresion denominados como pMMB, estos vectores son de bajo numero de copias,
ademads tienen la capacidad para la deteccion directa de plasmidos que contengan
insertos, esto debido a la interrupcion del lacZ. El vector pMMB206 posee como
caracteristica principal el uso de un promotor fuerte e inducible con IPTG denominado
Praciac, €l cual posee bajo nivel de expresion sin inducir (Fig. 7), este vector ha mostrado
que se mantiene de manera extracromosomal por replicacion autdnoma, estable y puede
ser utilizado para experimentos de complementacion en trans (Steyert y Pineiro, 2007).

El factor de transcripcion 6~ (RpoE) en A. brasilense Sp7 inicia la sintesis de
carotenos, pero en presencia de un represor denominado ChrR se inhibe su expresion,
en el 2002 Thirunavukkarasu y colaboradores clonaron el 7poE en el vector pMMB206
obteniendo la transconjugante en A. brasilense Sp7 con esta construccion, al
sobreexpresar el rpoE la sintesis de carotenos aumenta considerablemente en



comparacion con las cepas A. brasilense Sp7 y Car-1 (mutante mini-Tn5 que tiene
inactivo el gen chrR en A. brasilense Sp7).
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Figura 7.- Mapa y construccion del vector pMMB206. Tomado de Morales et al. 2007.
III.- ANTECEDENTES DIRECTOS

En el afio 2014 se realiz6 la clonacion de los genes phbA, phbB y phbC de A.
brasilense Sp7 en el vector de expresion pMMB206, cada gen fue amplificado y
clonado a partir del codén 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 concentracion de 1 mM de IPTG fue determinada por curvas de
induccién y se empled cuando el cultivo obtuvo una DOgg de 0.6 crecidas en medio
MM sin desbalance de ninglin nutriente, se cuantifico la acumulacion de PHB a las 0, 3,
6, 9 y 72 h posterior a la inducciéon de las transconjugantes que contienen las
construcciones con los genes phbA, phbB y phbC, la sobreexpresion de las
transconjugantes no reflejo un increment6 de PHB, sin embargo la transconjugante que
contiene al gen phbC aumento la produccion sostenida de PHB con respecto a la cepa
silvestre durante las primeras 6 h (Martinez Cadmara, 2014; Martinez Martinez, 2014).

En el 2014 con el objetivo de incrementar la cantidad de PHB en A. brasilense
Sp7 se planted sobreexpresar de manera independiente los tres genes involucrados en la
biosintesis 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 granulos se degraden; en el 2015 se emple6 una
estrategia similar en 4. brasilense Sp245, el gen que codifica para la PHB depolimerasa
en esta bacteria es el phbZ, en el cual se insertd un casete de Km para interrumpir su
expresion, como resultado la cantidad del polimero acumulado fue casi constante al



transcurrir el tiempo de crecimiento, incluso a las 72 h permanecia con una acumulacién
de PHB mayor a la que se cuantifico a las 24 h (Fig.8), caso contrario a la cepa silvestre,
la cantidad de PHB fue en descenso (Rosales, 2015).

Il Silvestre I Mutante
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Figura 8.- Cuantificacion de PHB de la mutante que posee una insercion del casete de Km en el gen
phbZ en A. brasilense Sp245. Modificado de Rosales, 2015.

IV.- HIPOTESIS

Para incrementar la acumulacién de PHB en la cepa 4. brasilense Sp245 es
necesario lograr una mayor eficiencia en la sobreexpresion de los genes phbABC, de
manera que los tres genes estén co-transcribiendose y se encuentren regulados por un
promotor, organizados en forma de operon en un vector de expresion.

V.- JUSTIFICACION

En respuesta a los problemas y efectos nocivos de los residuos plasticos en el
medio ambiente, ha habido un considerable interés en el desarrollo de materiales
plasticos biodegradables. Los PHAs son sustitutos atractivos para los plasticos
convencionales y a pesar de que sean reportado mas 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 produccion de PHB se emplean bacterias recombinantes,
mediante el establecimiento de vias de biosintesis en bacterias no poliméricas (E. coli
que albergaban los genes de la via de biosintesis de PHB), por lo cual es posible
producir relativamente mayores concentraciones de PHB (hasta un 81% de peso seco)
en comparacion con las cepas productoras de PHB de tipo silvestre.

Un inconveniente importante en la comercializacion de los PHAs, es debido a
que el costo econdmico es mas alto en comparacion con los plésticos convencionales,
por lo cual es importante obtener la mayor produccion del polimero, al aumentar la



produccion de PHB el costo se reduce y si bien se conocen las condiciones nutricionales
y genéticas que promueven la produccién de PHB en algunas bacterias, en A. brasilense
Sp245 existen pocos estudios acerca del incremento de la produccion del polimero, por
lo que consideramos usar como estrategia clonar y conjugar los tres genes implicados en
la sintesis de PHB (phbABC) para observar si existe un efecto en el incremento de la
acumulacion de PHB en 4. brasilense Sp245.

VI.- OBJETIVOS
Objetivo general

* Estudiar el efecto de la sobreexpresion de los genes phbABC en la cepa de 4.
brasilense Sp245.

Objetivos especificos
* Amplificar y clonar los genes phbA, phbB y phbC en un vector de clonacion.

* Subclonar los genes phbABC en el vector de expresion pMMB206.
* Cuantificar la produccion de PHB en A. brasilense Sp245 (phbABC™).

VII.- ESQUEMA DE TRABAJO
Amplificacion y clonacion de phbAB y phbC

Se amplificaron los genes phbAB y phbC utilizando la enzima Pfu polimerasa
por otro lado, el vector pBluescript Sk(-) se digiri6 con EcoRV para su ligacion con
dichos genes.

phbA p

q

Anidlisis Bioinformatico: andlisis del porcentaje de identidad,
aminoacidos conservados, promotores, terminadores, sitios de corte y
disefio de iniciadores.

2

PCR: amplificacién con la Pfu polimerasa de los genes phbAB y phbC.
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* Digestion: digestion con EcoRV del vector de clonacion pBluescript SK(-).

‘ EcoRV

pBluescript
SK(-)

‘.igacién: ligacion de los genes phbAB y phbC en el vector pBluescript SK(-).

Comprobacidon: analizar pbsk-AB y pbsk-C por patrén de restriccién y
secuenciacion por caminado.

5 T
. : N s A" AG
~ — WIIIIIIIIIIIIIIIIIIIII épcc’

=

pbsk-AB pbsk-C

Subclonacién: subclonar los genes phbAB y phbC en el vector de

expresién pMMB206.
pbsk -AB pbsk-C
Xmal Psﬂ “ : :
; / Pstl  Pstl Subclonacién: subclonar el gen phbC en la construccién p206-AB.
N /
Xmal .. Pstl Ps“
p206-AB ‘ pbsk-C

PMMB206 pMMB206 }-' —p p206-A5 Pstl Psﬂ }-» p206-ABC

N -
:’@ b ‘ ‘ Conjugacion: conjugacién de las cepas transformantes
\ / - @N ] —_ @ con A. brasilense Sp245.

B Ecpbsk-AB A. brasilense Sp245

Ab245p206AB ‘
Cuantificaciéon: cuantificar PHB y proteina de las

- @BJ/\'[ J —_ @ Ktz:;:scpozr(l)gkg;g.tes Ab245p206AB, Ab245p206C y
ey Ecpbsk-C A brasilense Sp245 Ab245p206C
: e ) Cuantificacién de PHB (24 horas)
‘Q, ,A...,,,,[i’:go @ 7\ — @ o

Ecpbsk-ABC A brasilense Sp245 Ab245p206ABC ]

Se emplearon como control la cepa WT y A. brasilense Sp245 que contiene al vector
pMMB206 al cual se le denomind Ab245p206.
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VIII.- METODOLOGIA

Las caracteristicas fenotipicas 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 plasmidos

utilizados y construcciones realizadas se describen en la tabla 3.

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

Caps
acceso

Azospirillum . . .

iz S Cepa silvestre de estudio. Amp HES577327

Azospirillum Cepa silvestre sobre la cual se han realizado estudios o

brasilense Sp7 de PHB. Amp AF353206
A. brasilense Sp245 que contiene la construccion 7 .

Ab245p206AB 206-AB. Cm Este trabajo

Ab245p206C A. brasilense Sp245 que contiene la construccion Cm' Bt il
p206-C.
A. brasilense Sp245 que contiene la construccion 7 .

Ab245p206ABC 206-ABC. Cm Este trabajo
E. coli con funciones cromosomicamente integradas,

E. coli S17.1 codifica para los genes necesarios para la Km® Phadnis y

(helper) conjugacion y la transferencia de ADN (zra) del Das, 1987
plasmido pRK2013.

E. coli DH5a Cepa. de clonacion con mult1ples mutacu.)nes' que Nal' Gibco BRL
permiten a las transformaciones una alta eficiencia.

Ecpbsk-AB E. coli DH5a que contiene la construccion pbsk-AB Amp' Este trabajo

Ecpbsk-C E. coli DH5a que contiene la construccion pbsk-C Amp' Este trabajo

Ecp206-AB E. coli DH5a que contiene la construccion p206-AB Cm' Este trabajo

Ecp206 E. coli DH5a que contiene la construccion p206-C Cm' Este trabajo

Ecp206-ABC iBéolz DH5a que contiene la construccion p206- Cm' E e

Ecp206 E. coli DH5a que contiene el vector pMMB206 Cm' Este trabajo

Tabla 3.- Plaismidos y construcciones utilizados en éste proyecto.

Plasmidos Caracteristicas

pBluescript

SK(-) Vector de clonacion estandar. Amp' Stratagene

Vector de expresion. Vector de amplio rango de

hospedero, de bajo numero de copias y permiten analisis

directo de los recombinantes. Este vector contiene Morales ef
pPMMB206 secuencias que codifican laclq y lacZ alfa el cual permite Cm'

0 . IR al. 1991

la deteccion directa de la inactivacion de la

complementacion alfa. Se muestran bajo nivel de

expresion sin induccion. Expresion del gen CAT.
pbsk-AB I\J/}ZSK)]; | pBluescript SK(-) el cual le fue clonado el Cm' s g
pbsk-C Vector pBluescript SK(-) el cual le fue clonado el phbC. Cm' Este trabajo
p206-AB Vector pMMB206 el cual le fue clonado el phbAB. Cm' Este trabajo

Vector pMMB206 el cual le fue clonado el phbC. Cm' Este trabajo
p206-ABC Vector pMMB206 el cual le fue clonado el phbABC. Cm' 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 DH5a se utilizd el medio Luria Bertani (LB) (Anexo I), para el
proceso de conjugacion entre E. coli DH5a y A. brasilense Sp245, se usd el mismo
medio de cultivo, pero con una modificacion, denominado como LB modificado (LB+)
(Anexo II), el cual permiti6 el crecimiento de ambas bacterias; para su crecimiento y
seleccion de A. brasilense Sp245 se hizo uso de los medios Rojo Congo (RC) (Anexo
IIT) y Medio Minimo (MM) (Anexo IV), cabe destacar que éste tltimo se empled para
los ensayos de cuantificacion de PHB.

8.2- Extraccion de DNA gendmico.

Las cepas fueron tomadas de los gliceroles almacenados a -70°C en el cepario
del laboratorio de Fisiologia Microbiana de la interaccion Microorganismo - Hospedero
del Centro de Investigaciones en Ciencias Microbiologicas de la Benemérita
Universidad Auténoma de Puebla, de cada cepa se tomaron 50 pl los cuales fueron
inoculados en tubos de ensaye que contenian 5 ml de MM vy crecidos a 30°C a 175 rpm
por 18 h. Una vez transcurrido el tiempo de incubacion se extrajo DNA gendmico 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- Extraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina con SDS.

Se centrifugaron 3 ml del cultivo a 8 000 rpm durante 3 min. Se extrajo DNA del
plasmido usando el protocolo de Sambrook y Russel, 2001 (Anexo VI). Una vez
obtenido el DNA se realiz6 un corrimiento electroforético en agarosa al 1%.

8.4- Diseno de iniciadores.

Para determinar el alelo de los genes phbA, phbB 'y phbC de A. brasilense Sp245
que serian utilizados, se realizo el andlisis de las secuencias de A. brasilense Sp245 y se
comparé con las de A. brasilense Sp7 (secuencias descargadas del banco de genes de
NCBI), se analiz6 el tamafio, se determind el porcentaje de identidad y los aminoacidos
conservados; para el disefio de iniciadores, fue necesario realizar la buisqueda de
promotores y terminadores tomando en cuenta su identidad, los resultados del andlisis
bioinformatico, determind los genes que serian utilizados para la sobreexpresion, se
disefiaron cuatro iniciadores con sitios de restriccion correspondiente al sitio multiple de
clonacion del pMMB206 para su clonacion, ademas de disefiar cinco iniciadores como
resultado de la secuenciacion por caminado (Tabla 4), los programas que fueron
utilizados para el disefio de iniciadores son DNASTAR (Lasergene) y Primer3 version
4.0.0.
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Tabla 4.- Iniciadores utilizados para la amplificacion de los genes phbAB y phbC.

Iniciador Secuencia (5'a 3’
| D, 8111088 CCATCCCGGGAAGAACGGAATCACGGAGAC 66°C
RPstI-phbB AGCGCTGCAGTGTAGATCGGCATTGCTCAG 65°C
FPstl-phbC ACTTCTGCAGGGCACTGTATAAACCGCACA 64°C
RPstl GGGCCTGCAGTTATGGGCCATCTCTTGTGG 63°C
Iniciadores empleados para la secuenciacion por caminado
F2-phbAB CTCGGCGGTTCTGGTGAC 59°C
F3-phbAB CGGAGGCTTACTGCTCGAT 57°C
R2-phbAB GTCCAGCGCGTTCATCTT 56°C
R3-phbAB AGATCGAGGCCGACGAGAT 58°C
F2-phbC ACTTCTACACCCGCCAGTTC 57°C

1)
w
N

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

Se llevo a cabo la amplificacion utilizando la enzima Pfu DNA Polimerasa de
acuerdo a las instrucciones del fabricante FERMENTAS®, la reaccion se realizd a un
volumen de 20 pl utilizando los datos de la tabla 5, posteriormente fue amplificado
empleando las condiciones de la figura 9.

Tabla 5.- Mezcla de reaccion de PCR para un volumen de 20 pl.

Reactivos Cantidad

Iniciador Delantero (10 pmol/ul) 1wl
Iniciador Reverso (10 pmol/pl) 1 ul
dNTP Mix (2 Mm) 32l
10X Pfu Buffer con MgSO4 2 ul
DNA (0.1-1 pg) 1wl
MgSO4 (25mM) 0.8 ul
DMSO 1wl
Pfu DNA Polimerasa 0.2 ul
Agua libre de nucleasas 9.8 ul

95.0°C | 95.0°C

0:01:00

0:05:00 | 0:01:00 72.00C | 72.00C
™ 1 min/kb 0:10:00

4.0°C

Figura 9.- Esquema de ampliﬁcacién por PCR
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8.6- Purificacion de DNA a partir de gel de electroforesis.

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

8.7- Clonacion 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 polimerizacion de nucleotidos de alta
fidelidad, logrando productos de PCR con extremo romo, por lo tanto, el vector de
clonacion pBluescript SK (-) fue digerido con la enzima EcoRV, la cual deja extremos
romos, posteriormente fueron purificados y ligados. Para la ligacion se empled la
enzima T4 DNA Ligasa de la marca FERMENTAS®, realizando la reaccion a un
volumen de 20 pl, incubandola durante la noche a 20°C (Anexo X). La reaccion de
ligacion fue transformada en células quimicamente competentes de E. coli DH5a, las
cuales fueron preparadas (Anexo VII) y transformadas (Anexo VIII) segin el protocolo
de Sambrook y Russel, 2001; para la seleccion de las colonias transformantes, fueron
sembradas en agar LB con X-gal (50 pg/ml) y ampicilina (Amp; 100 pg/ml), debido a la
resistencia que contiene el vector pBluescript SK(-) las colonias que crecen son las que
poseen el vector, ademas el gen a lacZ, es interrumpido por el sitio multiple de
clonacion del vector de manera que las colonias blancas son las que no expresan a la -
galactosidasa y por lo tanto tendrian el inserto clonado.

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

Las construcciones pbsk-AB y pbsk-C fueron digeridos con Xmal-Pstl y Pstl
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 DH5a quimicamente competentes, para el anélisis de las
candidatas transformantes se extrajo el DNA plasmidico, examindndolas por patron de
restriccion 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 digestion con Psfl del pbsk-C y fue clonado rio abajo del gen phbB de la
construccion p206AB, por consiguiente los tres genes se transcriben juntos, bajo el
control del promotor del plasmido pMMB206, posteriormente fue transformada a F.
coli DH5a quimicamente competentes, siguiendo el mismo criterio de seleccion de las
candidatas transformantes se obtuvo a la construccion p206-ABC, se analizo la

direccion de phbC por patrén de restriccion y PCR, designando a esta transformante
como Ecp206-ABC.

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

Para la conjugacion se utilizdé la cepa donadora E. coli DH5a 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 movilizacion de cualquiera de
las construcciones denominada E. coli helper, la conjugacion triparental se realizd en
medio LB+, para la seleccion de las candidatas se sembraron colonias en un placa de
medio MM con Cm (30 pg/ml) y Amp (100 pg/ml), realizando dos resiembras en este
mismo medio y posteriormente dos resiembras en medio RC con las mismas
concentraciones de antibiotico empleadas; para la seleccion de las transconjugantes se
extrajo DNA plasmidico de grupos de 10 colonias y se realiz6 la PCR empleando un
iniciador universal M13 que posee el vector pMMB206 y un iniciador que fue
sintetizado para la amplificacion de los genes phbAB y phbC, al obtener a la
transconjugante del grupo que contiene la construccién correspondiente a p206-AB,
p206-C o p206-ABC, fue almacenada en glicerol al 50% a -80°C 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 inoculd una colonia en un tubo de 13x100 que contiene 5 ml de medio MM
adicionado con Amp (100 pg/ml) y para las transconjugantes que contienen las
construcciones o el vector pMMB206, se adiciono ademas el antibiotico cloranfenicol
(Cm; 30 pg /ml) el precultivo se incuba a 30°C, 200 rpm durante 18 h, posteriormente se
ajusto la DOgp a 0.1, se inoculd a un matraz de 125 ml que contiene 50 ml de MM
adicionado con los antibidticos de seleccion correspondientes, incubandolos a 30°C a
175 rpm por 36 h. Se tomaron alicuotas cada 2 h durante 36 h de crecimiento y se
realizaron tres ensayos independientes por cuadruplicado.

8.11- Determinacion de proteinas totales.

La determinacion de proteinas totales se realiza para relacionar la cantidad en
mg de PHB sobre la cantidad en mg de proteina. El método consiste en romper las
células con calor, obtener el extracto crudo y determinar la concentracion de proteina
presente con el método de Bradford (Anexo XII). A mayor densidad celular mayor sera
la cantidad de proteinas en el cultivo. Se centrifugé 100 pl del cultivo y se lavd dos
veces con PBS, al final fue resuspendido con un volumen de 200 pl con este mismo
buffer, adicionando 200 pul de NaOH IN y llevandolo a ebulliciéon durante 10 min, se
dejo enfriar después para agregarle 400 ul de HCl 1N y 200 pl del stock de Bradford
(BIORAD) dejando reaccionar por lo menos 5 min y leyendo al espectrofotometro a
595 nm, la cuantificacion de la proteina se realiz6 en base a una curva patréon de
Albumina Sérica Bovina (BSA) cuyo rango de concentracion es de 1.5 a 10.5 pg/ml
(Anexo XIV).

8.12- Cuantificacion de PHB.

El poli-B-hidroxibutirato se convierte a 4cido crotonico en presencia de acido
sulfurico concentrado, la méxima absorcion del 4cido es a 235 nm en la region de UV
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(Law y Slepecky, 1961), cuantificando la produccion de PHB en las cepas WT,
Ab245p206, Ab245p206AB, Ab245p206C y Ab245p206ABC a tiempos de incubacion
de 24, 48 y 72 h empleando como medio de cultivo el MM, se utilizé un precultivo de
48 h que después se ajustd la DOgo a 0.1 para inocular los matraces de 125 ml, que
contenian 50 ml del medio incubandolo a 30° 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 DOggg de 0.6 y cada ensayo se realizo por triplicado, en el ensayo de induccion se
tomé muestra para cuantificacion de proteinas y PHB en el tiempo cero (antes de
agregar IPTG) y posteriormente se tomd muestra a los tiempos antes mencionados; la
extraccion de PHB se realizé de acuerdo al protocolo de 1961 de Law y Slepecky, el
contenido del biopolimero se estim6 a partir de una curva patrén de PHB (Anexo XIII).

IX.- RESULTADOS

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

Se realizo el analisis 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 consideracion el tamafo y
el porcentaje de identidad en aminoécidos; los resultados del alineamiento en el
programa ClustalW, nos sugiere las secuencias para la sobreexpresion segin el
porcentaje de identidad mas alto son phbA y phbB localizados en el pladsmido uno con
un 100% y 97.43% respectivamente y un 93.66% del phbC localizada en el cromosoma,
el porcentaje de identidad asi como el mapa fisico de los genes de pAbABC de estas dos
bacterias se representan en la figura 10.

A. brasilense Sp7
Cromosoma phaB1 phaA phaC1
2332 pb 1161 pb 1857 pb

A. brasilense Sp245 — . S ———————
100 % 97.43%

28 pb

i b »
Plasmido 1 phbB . c o | A0 pi130108
M ] ! Y ¥
1164 pb 57 bb 2334807 7k 40 pb
Plasmido 2 hb A b
asmido - B 4
— p
3 — - 3
380 pb 741 pb 290 pb 70 pb
Plasmido 4

1176 pb

260 pb
1260p 112pb

1325 pb

93.66 %

Cromosoma ' '
1800 pb

213pb 179 phy 232pb 384 pb

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

Un segundo andlisis necesario para elegir los genes que serian seleccionados
para la sobreexpresion fue la buisqueda de dominios conservados utilizando el programa
Conserved domains-NCBI de los genes phbA, phbB y phbC, comparando las secuencias
de aminoécidos entre 4. brasilense Sp245 y las secuencias reportadas por Kadouri en el
2002 de A. brasilense Sp7; el phbA presenta un dominio Tiolasa, los aminoacidos
conservados se encuentran tanto en el plasmido uno como en el cuatro, la secuencia
seleccionada fue la del plasmido 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 aminoacidos conservados
se encuentran Unicamente en la secuencia del phbB localizada en el plasmido uno (Fig.
11B) y el phbC presenta el dominio Poli-3-hidroxibutirato Polimerasa, los aminoéacidos

conservados Unicamente se encuentran en el gen phbC localizado en el cromosoma (Fig.
110).

A phbA Tamafio Tiolasa % ldentidad

1164Pb Si

1176 Pb Si

Sp7phbA-Chr NLDGGAIALGHPLGATGARIT
Sp245phbA-pl NLDGGAIALGHPLGATGARIT
Sp245phbA-p4 NVNGGAIALGHPVGASGARVL

Sp7phbA-Chr ~ TAGATTINRYCGSSMQATHQA Sp7phbA-Chr  EGKQFALATQCIGGGQGIATYV
Sp245phbA-pl  TAGATTINRYCGSSMQATHQA Sp245phbA-pl EGKQFALATQCIGGGQGIATYV
Sp245phbA-p4  SATAFGINQLCGSGLRSVALG T Sp245phbA-p4  RDAKKGLATLCIGGGMGIALT

B phbB Tamafio 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa Crotonasa % Identidad
B P'smido 1 2334Pb si si 97.43%
Pléasmido 2 741 Pb No No 6.91%
Plésmido 4 723 Pb No No 20%

Sp245phbB-p2 ----——— Sp245phbB-p2 ——-=-—= ——=————— Sp245phbB-p2 —--------- Sp245phbB-p2 GFTKALAAE GYIG-—————
Sp245phbB-p4 ----———— Sp245phbB-p4 ——----- ———————— Sp245phbB-p4  —-----—--- Sp245phbB-p4 GFTKALAQE GYID-—————
Sp7phbB-Chr  GSGVMGS Sp7phbB-Chr ~ VLLDIPA IQRLLKTD| |Sp7phbB-Chr  PGFIANRIGV||Sp7phbB-Chr  GMALGGGCE TYMGLVEVGV

Sp245phbB-pl  GSGVMGS Sp245phbB-pl VLLDIPA IQRLLKTD Sp245phbB-pl PGFIANRIGV Sp245phbB-pl _GMALGGGCE TYMGLVEVGV

3-hidroxiagil-CoA
deshidroggnasa Crotonasa
Union a NAD,

' . . ~.

[ .’ oo .
Sp245phbB-p2  —--m-m-m ———mmmmm Sp245phbB-p2  ——-———m-—~| Sp245phbB-p2  ------- UNGUKG| |Sp245phbB-p2 —oov -
Sp245phbB-pd  —-----= ——————-- Sp245phbB-pd  —-——-mmm—| Sp245phbB-p4  —----—- VNGOAG| |Sp245phbB-pd -—-—m -

Sp7phbB-Chr EDDLALL SSNTSTIP Sp7phbB-Chr VGRPMGIPKT) Sp7phbB-Chr CVEFTSKMNALDG| Sp7phbB-Chr NEADNFSVGANLGLA
Sp245phbB-pl EDDLALL SSNTSTIP Sp245phbB-pl VGRPMGIPKT Sp245phbB-pl CVEFTSKMNALDG Sp245phbB-pl NESDNFSVGANLGLA
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(05 phbC Tamafio Poli-3-Hidroxibutirato Polimerasa % Identidad
Cromosoma 93.66%
Plasmido 4 18.38%
Sp7phbC-Chr PLMIVP DQGHSVFVLSWVNPDEKLAQK — =
Sp245phbB-Chr PLMIVP DQGHSVFVLSWVNPDEKLAQK Sp7phbC-Chr WKSTYMGAHLFSGPV
Sp245phbB-p4  PVLFVP AQGLRPFLIDWGMPGPLERRY Sp245phbB-Chr WKSTYMGAHLFSGPV
- e Sp245phbB-p4  PSSAVALARSIDS-A
Sp7phbC-Chr LLAQPGAVTLGGVPI -
Sp245phbB-Chr LLAKPGAVSLGGVPI Sp7phbC-Chr TNAKLPKASDDWLAS
Sp245phbB-pd  DTAR-GAWLVAGQPV Sp245phbB-Chr TNAKLPKASDDWLAS
‘ 1 Sp245phbB-p4  R--—--- PLAEWLSA
Poli-3-Hidroxibutirato N
Polimerasa
Sp7phbC-Chr TGEKDVNAIGY LSYMAAKKDDRIKSATF Sp7phbC-Chr YLLGKDPFPFDLLYWNSDSTRMPAAMHSFYLRN
Sp245phbB-Chr TGEKDVNAIGY LSYMAAKKDDRIKSATF Sp245phbB-Chr YLLGKDPFPFDLLYWNSDSTRMPAAMHSFYLRN
Sp245phbB-p4 VG-RPVPVVGY LAQRRPKE---VAALGL) Sp245phbB-p4 PDSRAALAFVSLEDWLNDGVPLVAGVARDTLAG

Sp7phbC-Chr OGYLDGSKMATTFNMLR)
Sp245phbB-Chr  QGYLDGSKMATTFNMLR
Sp245phbB-p4  WGELPVDVLOGLFAQLD)

Figura 11.- Mapa de dominio y la alineacion 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- Busqueda de operones, promotores y terminadores.

Se realiz6 la busqueda de operones con los programas bioinformaticos Softberry
(FGENESB: Bacterial Operon and Gene Prediction) y DOOR? (Database of prokaryotic
Operons), Para la busqueda del promotor se utilizaron los programas PRODORIC
(Virtual Footprint) y Genome2D (Prokaryote promoters) y para el andlisis de
terminadores se utilizo Softberry (FindTerm) y RNAProf (RNA Sequence, Structure &
Function Lab). Los resultados de los andlisis sugieren que los genes phbA 'y phbB se
encuentran regulados por un solo promotor, es decir que se encuentran formando un
operén, los genes que lo conforman son merR family (codifica para un regulador
transcripcional de la familia merR), phbA (B-cetoacil-CoA tiolasa), phbB
(deshidrogenasa acetoacetil-CoA), FADE (acil-CoA deshidrogenasa) y un gen que
codifica para una proteina de funcion desconocida con numero de acceso de
CCDO00885.1; Rio arriba del gen merR family a 25 pb se encuentra el sitio SD, a 30 pb
el inicio de la region -10 y a 54 pb el inicio de la region -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, segiin los andlisis bioinformaticos, la region -10
del promotor se ubica a 171 pb rio arriba del gen, la region -35 a 193 pb y el terminador
se localizd a 306 pb rio abajo del gen (Fig. 12B).

19



TTTGATGAGCTTCTGGAAAAGGCTGGCAAGGGCGAGACCTACGATCTTGTCCTGACCGATCTGCGCATGCCCGGTTGGCCCGGLTT
' | ' s ' ! ! '

+ t + t + t + t + t + 1 + 1 + t +
| AAACTACTCGAAGACCTTTTCCGACCGTTCCCGCTCTGGATGCTAGAACAGGACTGGCTAGACGCGTACGGGCCAACCGGGCCGAL

|35 40 45 50 55 60
| Phe Asp Glu Leu Leu Glu Lys Ala Gly Lys Gly Glu Thr Tyr Asp Leu Val Leu Thr Asp Leu Arg Met Pro Gly Trp Pro Gly Pr
I\ Tu

TERMINADOR

5 '
’
)
)
’
'
'
’
)
)
’
'
)

2000 00 ~ _ 6000 8000
A | e T ) FADE > Iy IR
~
[ 3] I
R CCD008B5.1 TSS~
~
~
~
- AL
g ~
merR family e -35 | TERMINADOR
~e. bbb |
- ~
~
~
~
~
~
~
- -~
~
~
- ~
~n
 CTTTACGTAAACGTCAACCCATGACAATTAAGGGCAATGACGATCCAGGGAAGGGTGGGGAATGTCGCAACCCGCAAGGTCG, ‘
| GAAATGCATTTGCAGTTGGGTACTGTTAATTCCCGTTACTGCTAGGTCCCTTCCCACCCCTTACAGCGTTGGGCGTTCCAGC
1 5
\‘ Met Ser GIn Pro Ala Arg Ser
| =5 ]
I TSS
| — _
| 66CGCCGECEECEATGCCCTTGEAGACGAGGGCCTGCTTCACCGCCTCGGCGCGACGCACCGACAGACGE
B

|
| CCGCGGCCGCCGCTACGEGAACCTCTGCTCCCGGACCGAAGTGGCEGAGCCGCGCTGCGTGGCTGTCTGCC

“ 155 150 145 140 135
" Ala Gly Ala Ala lle Gly Lys Ser Val Leu Ala Gin Lys Val Ala Glu Ala Arg Arg Val Ser Leu Arg
I AZOBR_100382
N TERMINADOR
_ —
~
~
~
~
~
~
~
~
~

|| Tss Seel
| 35 | .~
Seell lTERMINADOR

‘ GCCGCTTGAACGGTGGTGGGCGAAATGAAATCTTCATACGAGAGGTGTATGACGGACCCC |

4 ! y ! 4 ! . 1 4 ! . !
t t + t t t + t + t + T
“ CGGCGAACTTGCCACCACCCGCTTTACTTTAGAAGTATGCTCTCCACATACTGCCTGGGG

f
[=35 ] (]

‘i TSS

Figura 12.- Esquema de los genes phbA, phbB y phbC de A. brasilense Sp245 en plasmido o cromosoma
(Consultado de NCBI http://www.ncbi.nlm.nih.gov el 8 de junio del 2014), Se ilustra la posicion del
promotor, el sitio SD y la region terminadora. A) Mapa del operon del plasmido uno, en el que se
encuentran phbA y phbB. B) Mapa del phbC localizado en el cromosoma.

Los resultados del analisis bioinformatico sugieren que podriamos amplificar de
manera conjunta a phbA y phbB, ya que no se encontr6 ningun sitio terminador, por ello
se disefd un solo par de iniciadores para amplificarlos.

9.4- Diseio de iniciadores.
Basados en este analisis bioinformatico se disefiaron los iniciadores FXmal-

phbA, RPstI-phbB, FPstI-phbC y RPstI-phbC utilizando la secuencia de nucledtidos de
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los respectivos genes y tomando en cuenta los sitios de restriccion del plasmido
pMMB206, se determind que el sitio Xmal fuera introducido al disefio de iniciador
delantero del phbA y el sitio Pstl fuera adicionado al iniciador reverso del phbB, es
decir que los genes phbA y phbB se amplificaran juntos, ademas de poseer sitios de
corte distintos para que su posterior ligacion fuera de manera dirigida; para el phbC el
sitio PstI fue afadido tanto para el iniciador delantero y para el reverso (Tabla 4).

Los iniciadores delanteros se disefiaron 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 Pyserac
del vector pMMB206 y para los iniciadores reversos se disefiaron rio abajo del codon de
paro de los genes phbB y phbC, las herramientas que fueron utilizados para el disefio de
iniciadores son DNASTAR (Lasergene) y Primer3 version 4.0.0.

9.5- Amplificacion 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
usé la polimerasa de alta fidelidad Pfu DNA Polimerasa de la marca FERMENTAS, la
cual posee como una de sus caracteristicas el dejar extremos romos al inicio y final del
producto de PCR, posteriormente se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 0.8%
(Fig. 13A y 13B).

A — el B s
. 1164 pb 277 ob 2334 pb . 1800 pb .
3618 pb 1971 pb
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phbAB Eﬁ““

10000
4000

phbC
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. 4 3618 pb ww N

e 1971 pb

R R

rrerrnmm T
=

Figura 13.- Analisis de gel de agarosa al 0.8% de los productos de amplificacion. A) Electroforesis del
producto de PCR de phbAB. B) Electroforesis del producto de PCR de phbC.
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9.6- Clonacion de phbAB y phbC en el vector de clonacion pBluescript
SK(-).

Ambos productos de amplificacion de PCR poseen los extremos romos, el vector
pBluescript SK(-) fue digerido con la enzima de restriccion EcoRV, dejando extremos
romos, necesarios para la ligacion de los amplicones phbAB y phbC con los tamafios de
3 618 pby 1 971 pb respectivamente. Para realizar la clonacion, los insertos y el vector
linearizado fueron purificados, cuantificados y ligados durante al menos 8 h (Anexo X).
Posteriormente la reaccion de ligacion se transforma en E. coli DH5a quimicamente
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 patron de restriccion y amplificacion por PCR utilizando los
iniciadores universales M13 (Fig. 14 y 15).

Carril  Enzimas/Iniciadores Tamano
A pbsk-AB -
FMI13 — RM13 3618 pb
Pstl 3624 pb 2 953 pb
Xmal 6 552 pb
Pstl - Xmal 3602 pb 2 946 pb

10000
800
put) |

alll
4000 \

3500

4 mmesmmmseeeesseecssceceseceessseseaanes FEREECEEEELEETEEEEEr

3 PT' 3624 pb Pslf' 2953 pb

FM13 3618 pb RM13
<~

ori

Figura 14.- Analisis de la transformante Ecpbsk-AB. A) Tabla que especifica los tamafios de la
amplificacion y digestiones realizadas de la construccion pbsk-AB. B) Gel de agarosa al 1% usando el
marcador molecular 1 Kb DNA ladder; DNA plasmidico del pbsk-AB (carril 1), PCR usando los
iniciadores M 13 (carril 2), digestion con las enzimas Pst1 (carril 3), Xmal (carril 4) y PstI-Xmal (carril 5).
El tamafio de las bandas estan descritas en la tabla A. C) Ubicacion de los iniciadores y sitios de corte en
la construccion pbsk-AB.

22



A Carril Enzimas/Iniciadores Tamano

| pbsk-C -

2 FM13 — RM13 2183 pb

3 Xmal 2995pb 1159pb 761 pb
4 Pstl 2958 pb 1957 pb

10000
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alli) \t

4000 \
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250 —
phbC-Fpstl PstI
A PT“ 1957 pb Pslﬂ 2958 pb
3 X'rlwl 1159 pb anml 761 pb X"IW' 2995 pb
FM13 2183 pb RM13
2 [PemmEmssmsssesasesm...... -—
O T000T 00T 00T 000" ) 098
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|MCs MCs || AmpR AmpR promoter
T7 promoter lac promoter CAP binding site
KS primer SK primer

Figura 15.- Analisis de la transformante Ecpbsk-C. A) Tabla que especifica los tamafios de la
amplificacion y digestiones realizadas de la construccion pbsk-C. B) Gel de agarosa al 1% usando el
marcador molecular 1 Kb DNA ladder; DNA plasmidico del pbsk-C (carril 1), PCR usando los
iniciadores M 13 (carril 2), digestion con las enzimas Xmal (carril 3), y Pstl (carril 4). El tamafio de las

bandas estan descritas en la tabla A. C) Ubicacion de los iniciadores y sitios de corte en la construccion
pbsk-C.

El andlisis en gel de agarosa al 0.8% demostré 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 algin tipo de alteracion en sus bases por motivos de la amplificacion, fue
necesario realizar la secuenciacion por caminado, por ende se obtuvo como resultado el
disefio de cuatro nuevos iniciadores para la construccion pbsk-AB y un nuevo iniciador
para la construccion pbsk-C, estos iniciadores se encuentran descritos en la tabla 4. El
resultado del andlisis de secuenciacion demostrd que no existe ninguna mutacion en la
secuencia de bases de ninguno de los genes secuenciados, este andlisis se realizd por
alineamiento en BLASTnt y en ClustalW (Fig. 16 y 17), por lo cual se procedio a la
subclonacion de estos genes en el vector pMMB206.
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A phbA R phbB

2334 pb
1164 pb 2700 p

s -
-® ®*-..

3618 pb

<40 40-50 80-200 T >=200

| | | | |
1 700 1400 2100 2800 3500
F1-AB F2-AB R1-AB
=T
— ——
F3-AB —~—— R2-AB
R3-AB
B Description MaxjipotaljiQueny gt Ident Accession %
score score cover value
F1AB 1138 1138 16% 0.0 100% Query_229510
F2AB 1434 1434 20% 0.0 100% Query_229511 %
F3AB 743 743 10% 0.0 100% Query_229512
R1AB 1927 1927 27% 0.0 100% Query_229513 g
R2AB 1487 1487 21% 0.0 100% Query 229514
G|
R3AB 1447 1447 20% 0.0 100% Query_229515 2

Aohnnatlaftafianadianallatafinniolisisanatons sl el bnnatbaniollanag
IcliGuery 60839 1K 1.500 2K 2,500 3K 3538

Figura 16.- Secuenciacion por caminado y resultado del alineamiento del p2bAB. A) Localizacion de los
iniciadores y el segmento que fue secuenciado después de depurar las secuencias. B) Alineamiento de las
secuencias depuradas (BLASTnt). C) Compilacion de todas las secuencias en una sola y alineada a la
secuencia phbAB de A. brasilense Sp245.

—

A
1800 pb
. 1971pb o

) <40 40-50 80-200 >=200 )
]
| | | | | 1
1 350 700 1050 1400 1750
— < ~—
R1-C F1-C

F2-C
B G

Max Total Query

Descripﬁon score score cover value con QIcosNCE
F1-C 1611 1611 48% 00 100% Query 235797
RI-C 1380 1380 41% 0.0 100% Query 235798
F2.C 1884 1884 56% 00 100% Query_235799

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

9.7- Subclonacion de los genes phbAB y phbC en el vector de expresion
pMMB206.

Para la subclonacion, la construccion pbsk-AB fue digerido con las enzimas
Xmal y Pstl 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 DH50 quimicamente competentes, para el andlisis de las transformantes
candidatas se extrajo el DNA plasmidico y fueron examinadas por patron de restriccion
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y PCR, se gener¢ el plasmido p206-AB y a la transformante se le denomino Ecp206-AB
(Fig. 18). La construccion pbsk-C y el vector pMMB206 fueron digerido con Pstl,
posteriormente se realizé la purificacion, ligacion y transformacion bajo las mismas
condiciones en la que se obtuvo la construccion p206-AB; el proceso de seleccion de las
transformantes también incluyo el analisis sobre la direccion en la que se clono phbC, la
transformante que contiene la construccion p206-C fue denominada como Ecp206-C
(Fig. 19).

A Carril Enzima/Iniciadores Tamano
1 p206-AB -
Xmal 12 899 pb

FXmal-phba

2

3 EcoR1 10 228 pb 2671 pb
4 FMI13 —RM13 3670 pb

S RM13 — R3-phbAB 2 006 pb

3 2671 pb E“I"" ‘-.I 10228 pb s«lml
- 12899 pb
000 || ' ’ = m— = — = A
A I ) ([ ma' III
| | laclq promoter | M13 rev
Ampicillin cat promoter R prirotor

Figura 18.- Analisis de la transformante Ecp206-AB. A) Tabla que especifica los tamafios de la
amplificacion y digestiones realizadas de la construccion p206-AB. B) Gel de agarosa al 1% usando el
marcador molecular 1 Kb DNA ladder; DNA plasmidico del p206-AB (carril 1), digestion con las
enzimas Xmal (carril 2), EcoRI (carril 3), PCR usando los iniciadores M13 (carril 4), PCR con el
iniciador reverso M13 y el iniciador R3-phbAB disefiado para la secuenciacion por caminado del phbAB
(carril 5). El tamaiio de las bandas estan descritas en la tabla A. C) Ubicacién de los iniciadores y sitios
de corte en la construccion p206-AB.
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Wl Carril Enzima/Iniciadores Tamafio

FM13 — F2-phbC 1 450 pb
EcoRV 3648 pb 7620 pb

W

phbC-Rpstl

p206-C

11268 pb

|
|

I =gs00T 10,000 1
Ty | ) (or >

| | laciq promoter | | M13 rev
AmpR promoter cat promoter tac promoter lac

Figura 19.- Analisis de la transformante Ecp206-C. A) Tabla que especifica los tamafios de la
amplificacion y digestion realizada de la construccion 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
disefiado para la secuenciacion por caminado del phbC (carril 1), digestion con la enzima EcoRV (carril
2). El tamafio de las bandas estan descritas en la tabla A. C) Ubicacion de los iniciadores y el sitio de
corte en la construccion p206-C.

Se utilizé la construccion p206-AB y de la construccion pbsk-C se obtuvo el
fragmento phbC, se digirieron ambos plasmidos con la enzima Ps?l, se purificaron las
bandas correspondientes segun el perfil electroforético, se ligaron y transformaron en E.
coli DH5a quimicamente competentes; el DNA de las candidatas fue analizado,
comprobando la direccion de phbC en la nueva construccion por patron de digestion,
obteniendo asi la construccion p206-ABC, la transformante se denomind EcP206-ABC
(Fig. 20).
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A arril  Enzimas/Iniciadores Tamano

p206-ABC = \ C
Xmal 9337pb 4360pb 1159 pb | FXmal-phba
Pstl 12899 pb 1957 pb \
HindIll 12993 pb 1863 pb \
EcoRI 11072 pb 2671 pb 1113 pb

RPstI-phbC
HindIII

11072 pb ECTR'
Hindl Hindil
1863 pb 12993 pb
4 oomoano B |l e e e e e e e e mmm s amasesaasssasen=———
Pstl 1 957pp Pstl 12899 pb
3 =mmsscsssssaa= e O
o Xmal 4360 pb Xmal 1159 pb Xmal 9337 pb
OGS ST * Teoor To000T oot ] i
(P> I TS | [ >
IL: | laclq promoter | M13 rev
AmpR promoter cat promoter tac promoter

Figura 20.- Analisis de la transformante Ecp206-ABC. A) Tabla que especifica los tamafios de las
digestiones realizadas de la construccion p206-ABC. B) Gel de agarosa al 1% usando el marcador
molecular 1 Kb DNA ladder; DNA plasmidico del p206-ABC (carril 1), digestion con las enzimas Xmal
(carril 2), Pstl (carril 3), Hindlll (carril 4), y EcoRI (carril 5). El tamaiio de las bandas estan descritas en
la tabla A. C) Ubicacion de los sitios de corte en la construccion p206-ABC.

Lo siguiente fue generar la cepa que se utilizd6 como control negativo, para ello
el vector pMMB206 purificado fue transformado en E. coli DH5a quimicamente
competentes, las bacterias transformantes se sembraron en medio LB con Cm (30
pg/ml), X-gal (50 pg/ml) e IPTG (0.5 mM), las transformantes candidatas fueron
seleccionadas con base a la resistencia del antibiotico y la presencia del color azul en las
cepas como consecuencia de la induccién con IPTG, esto debido a que las cepas que
contengan el vector pMMB206 tienen el gen /acZ sin interrumpir, el cual expresa la
enzima B-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 DH50 nombradas como EcP206,
EcP206-AB, EcP206-C y EcP206-ABC fue empleada para la conjugacion con A.
brasilense Sp245, después de llevar acabo resiembras en el medio MM y RC con Cm
(30 pg/ml), se realizo la seleccion de las cepas candidatas mediante PCR, obteniendo las
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transconjugantes de 4. brasilense Sp245, designandolas con el nombre de Ab245p206,
Ab245p206AB, Ab245p206C y Ab245p206ABC, para comprobar que A. brasilense
Sp245 poseia la construccion (p206-AB, p206-C o p206-ABC) se empleo la seleccion
por resistencia del antibidtico Cm y debido a que las construcciones contienen los
mismos genes de su fondo genético, se utilizé la amplificacion de PCR con uno de los
iniciadores universales M13 y uno de los iniciadores que se sintetizaron para la
secuenciacion por caminado (Fig. 21, 22 y 23).

1 2573 4 5
P206 Wt P206 Wt P206

-AB -AB -AB

Iniciadores Tamano
RM13 — R3-phbAB  p206-AB 2 006 pb
RM13 — R3-phbAB Wt -
FM13 — F2-phbAB  p206-AB 2 846 pb
FM13 — F2-phbAB Wt -

- p206-AB -

Figura 21.- Analisis 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 plasmidico del p206-AB (carril
5). Los iniciadores R3-phbAB y F2-phbAB fueron sintetizados para la secuenciacion por caminado del
phbAB. B) Tabla que especifica los tamafios de los amplificados de los iniciadores empleados en la
construccion p206-AB.
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Iniciadores

FMI3 —F2-phbC  p206-C 1450 pb
FMI3 —F2-phbC Wt -

Figura 22.- Analisis 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 secuenciacion por caminado del phbC) de las cepas Ab245p206C (carril 1) y de la WT (carril 2).
B) Tabla que especifica los tamafios de los amplificados de los iniciadores empleados en la construccion
p206-C.

Enzima/Iniciadores Tamano

p206-ABC -

FM13 — F2-phbC 1450 pb
RM13 — R3-phbAB 2000 pb
F2-phbAB — RPstl-phbC 4775 pb

Figura 23.- Analisis de la transconjugante Ab245p206ABC. A) Gel de agarosa al 1% usando el marcador
molecular 1 Kb DNA ladder; DNA plasmidico 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 RPs#I-phbC (carril 4). Los iniciadores F2-phbC y R3-
phbAB fueron sintetizados para la secuenciacion por caminado del phbC y phbAB respectivamente. B)
Tabla que especifica los tamafios de los amplificados de los iniciadores empleados en la construccion
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 tom6 muestra cada 2 h durante
36 h, cada ensayo se realizd 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 alteracion en su DOggo con respecto a la
WT, sin embargo la cepa Ab245p206 sufre un retraso en el crecimiento, alcanzando una
DOgpo similar a la WT hasta las 22 h de crecimiento.

Cinética de crecimiento

@ 1
.EE
B &
=
°§
@
r-
<

16 18 20 22 24 26
Horas
—=Wt —*=pMMB206 ——p206-AB p206-C p206-ABC

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

9.9- Cuantificacion de PHB.

La cuantificacion de PHB se realizd en base a la técnica descrita por Law y
Slepecky en 1961 y los datos fueron normalizados con la cuantificacion de las proteinas
totales por mililitro de cultivo. La toma de muestra de los ensayos sin inducir se realizo
a las 24, 48 y 72 h (Fig. 25); y para los ensayos de induccioén también (Fig. 26). El
contenido del biopolimero se estim6 a partir de una curva patrén de PHB (Anexo XV).
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Cuantificacion de PHB (sin inducir)

mwt
¥ Ab245p206
- ¥ Ab245p206AB
Ab245p206ABC
Ab245p206C |
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0.3348
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0.1741

01312 ¢ 4603
0.0157
=

ificacion de PHB de los ensayos sin r

D —— a8 horas

mg PHB/mg Proteina Desv. Estandar mg PHB/mg Proteina Desv. Estandar mg PHB/mg Proteina Desv. Estandar

2.6916 0.5978 1.5296 0.3348 0.2266 0.0621
2.7190 0.3687 1.9084 0.1111 0.4026 0.1741
3.0056 0.7123 1.8875 0.1723 0.4038 0.0157
2.9120 0.1971 2.0782 0.1895 0.3965 0.1312
3.5757 0.5342 2.2911 0.2546 0.4063 0.1603

Figura 25.- Cuantificaciéon 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 ningln tipo de
desbalance nutricional. La desviacion estandar se representa por barras de error en color blanco en area
del grafico y los datos de las cuantificaciones se especifican en la tabla inferior al grafico.

Cuantificacion de PHB (Inducido con IPTG)

00773
0.8202 °-°:‘I':‘3

" wt

N Ab245p206

¥ Ab245p206AB
Ab245p206ABC
Ab245p206C

mg PHB / mg proteina

0.0726

0.0598
0.0103 0.1002
0.0439 0.0413 —I—

~I
0.1381 0.0684 0.0894

0.0038 —I_ 0.0691-0.0267
- 0.0134 x
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Cuantificacion de PHB de los ensayos inducidos con IPTG

10 Horas [ aHoms 48 Horas 72 Horas
Muestras

73| o.5803 0.1382 3.2371 0.3278 1.2853 0.0598 0.3716 0.0038
0.5975 0.0684 3.1900 0.2338 1.1965 0.1002 0.3300 0.0134
1.0578 0.0439 3.9269 0.8202 1.6805 0.0726 0.5722 0.0894
1.2092 0.0103 4.7335 0.0773 1.9285 0.1409 0.3381 0.0691
1.1660 0.0413 41041 0.7713 1.7592 0.4956 0.3619 0.0267

Figura 26.- Cuantificacion 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 ningtn tipo de
desbalance nutricional. La desviacion estandar se representa por barras de error en color blanco en area
del grafico y los datos de las cuantificaciones se especifican en la tabla inferior al grafico.

Las cuantificaciones de PHB de los ensayos de induccién 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 induccién con 0.5 mM de IPTG en el que se encuentra en la fase
estacionaria (24 h); se observd un aumento de 1.82 mg PHB/mg proteina en la cepa
Ab245p206C con respecto a la WT en los ensayos de induccion (Fig. 27) tambien se
obtuvo un incremento de 1.75 mg PHB/mg proteina al comparar a Ab245p206C en los
ensayos de induccion con respecto a los ensayos no inducidos (Fig. 28); se realizo el
analisis estadistico de dos vias utilizando un nivel de significancia P < 0.05.

] Cuantificacion de PHB (24 oras %

mg PHB / mg proteina

Sin inducir Inducido
EwWt NAb245p206 N Ab245p206AB Ab245p206ABC Ab245p206C
Cuantificacion de PHB a las 24 h de crecimiento de los cultivos sin inducir e inducidos con IPTG

— Snhdwar inducido con PHB
mg PHB/mg Proteina ANOVA mg PHB/mg Proteina ANOVA

2.6916 0.5978 = 3.2371 0.3278 =
pMMB206 2.7190 0.3687 0.4750 3.1900 0.2338 0.4426
p206-AB 3.0056 0.7123 0.2955 3.9269 0.8202 0.1667
p206-C 2.9120 0.1971 0.2980 4.7335 0.0773 0.0419
p206-ABC 3.5757 0.5342 0.0648 4.1041 0.7713 0.1667

Figura 27.- Cuantificacion de PHB a las 24 h de los ensayos sin inducir e inducidos con IPTG. (*) indica
una diferencia significativa P < 0.05, la desviacion estandar se representa por barras de error en color
blanco en area del grafico y los datos de las cuantificaciones se especifican en la tabla inferior al grafico.
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Cuantificacion de PHB (24 horas)
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B Sin inducir ¥ Inducido

Cuantificacion de PHB a las 24 h de crecimiento de los cultivos sin inducir e inducidos con IPTG

inducido con PHB
z T ANOVA
mg PHB/mg Proteina Desv. Estandar mg PHB/mg Proteina Desv. Estandar

2.6916 0.5978 3.2371 0.3278 0.1405
pMMB206 2.7190 0.3687 3.1900 0.2338 0.0898
p206-AB 3.0056 0.7123 3.9269 0.8202 0.1211
p206-C 2.9120 0.1971 4.7335 0.0773 0.0006
p206-ABC 3.5757 0.5342 4.1041 0.7713 0.2516

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

Al comparar la cuantificacion 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 producciéon de PHB similar. La cepa
Ab245p206C presento diferencia significativa en la cuantificacion 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 proteina en el ensayo sin inducir y un 0.6432 mg PHB/mg proteina en el
ensayo inducido; la cepa Ab245p206ABC registro un aumento de 0.7615 mg PHB/mg
proteina con respecto a la WT en el ensayo sin inducir y la cepa Ab245p206AB
incremento un 0.3952 mg PHB/mg proteina en el ensayo inducido (Fig. 29).

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

inducido con PHE

| stas
Wt | 0.2266 0.0621 - 0.3716 0.0038 -
0.4026 0.1741 0.1076 0.3300 0.0134 0.0611
0.4038 0.0157 0.0161 0.5722 0.0894 0.0969
| p206C | 0.3965 0.1312 0.0701 0.3381 0.0691 0.3087
0.4063 0.1603 0.0912 0.3619 0.0267 0.3493

Figura 30.- Cuantificacion de PHB a las 72 h de los ensayos sin inducir e inducidos con IPTG. (*) indica
una diferencia significativa P < 0.05, la desviacion estandar se representa por barras de error en color
blanco en area del grafico y los datos de las cuantificaciones se especifican en la tabla inferior al grafico.

X.- Discusion.

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, limitacion de oxigeno (0.007 atm) o una relacion alta C/N
(Itzigsohn et al. 1995). De ahi que los medios utilizados para la producciéon de PHB
deban tener un desbalance nutricional para incrementar su produccion; sin embargo en
los ensayos realizados en este proyecto fue empleado MM sin ningln tipo de desbalance
e inducido con IPTG, con el objetivo de no inducir la via del PHB por efecto del
desbalance, siendo el principal responsable de la de la sintesis de PHB el promotor
Praciac del plasmido pMMB206, al menos hasta que el medio no alcance un desbalance
por efecto del consumo de nutrientes.

A. brasilense Sp7 cultivado en MM sin ningln tipo de desbalance nutricional,
después de 24 h de incubacion a 30°C, se puede apreciar la acumulacion de granulos de
PHB y al agotarse los nutrientes en el medio de cultivo, la degradacion de este polimero
inicia y a las 48 h los datos aportados de la cuantificacion de PHB sugieren la
despolimerizacion casi en su totalidad, e incluso después de las 72 h. El andlisis de
microscopia de transmision mostr6é grandes granulos de PHB en la mutante phaZ (phaZ
deletado), pero ninguno en la cepa silvestre segin lo reportado por Kadouri y
colaboradores en el 2003; con este antecedente se realizé la cuantificacion de PHB a las
24,48 y 72 h, ya que la curva de crecimiento sugiere que a las 24 h todas las cepas estan
en fase estacionaria temprana, a las 48 y 72 h estan en fase estacionaria tardia.

La induccion se realizd en la fase exponencial de acuerdo con la cinética de
crecimiento (a las 10 h de haber inoculado los matraces se agregd el agente inductor),
estos resultados concuerdan con la fase exponencial a la cual se induce a A. brasilense
Sp7 para la sobreexpresion de carotenos, en el cual fue empleado el plasmido
pMMB206 (Thirunavukkarasu et al. 2008), la concentracion de IPTG fue estimado por
Morales y colaboradores en 1991, por lo cual se agregé 0.5 mM de IPTG a las 10 h,
siendo esta la concentracion adecuada para la induccion del promotor P, del
plasmido 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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adaptacion hasta alcanzar la fase estacionaria tardia, 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 produccion de PHB no se ve alterada si la
comparamos con la cepa silvestre, tanto en ensayos de induccion como en los no
inducidos, esto concuerda con lo reportado por Thirunavukkarasu y colaboradores
(2008), que al cuantificar el contenido de carotenos no varia en la cepa A. brasilense
Sp7 (silvestre) y la cepa que contiene el plasmido pMMB206.

Los genes que se emplearon para la sobreexpresion segun los resultados de los
analisis bioinformaticos de los genes phbA, phbB y phbC de A. brasilense Sp245
comparada con A. brasilense Sp7 son phbA 'y phbB localizados en el plasmido 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 aminoacidos conservados
sugieren que los genes que se utilizaron para clonar cumplirian la funcion de los genes
de A. brasilense Sp7 que fueron analizados por Kadouri y colaboradores en el 2002, el
analisis de operones y la busqueda de terminadores y promotores fue realizado para
designar el sitio en el que se disefarian los iniciadores, ya que los amplificados no
deberian tener otro promotor que la del pldsmido pMMB206 para poder regular su
expresion, ni terminadores que impidan la correcta transcripcion de los genes, ademas
cada gen conservo el sitio SD del fondo genético de A. brasilense Sp24S5, las
clonaciones fueron comprobadas mediante secuenciacion por caminado para descartar
algin tipo de mutacion o cambio en la secuencia, siendo el Unico responsable de la
sobreexpresion de los genes el promotor P44 del plasmido pMMB206.

Desde el punto de vista bioquimico y genético, la produccion de PHAs ocurre
por varias vias metabdlicas, usando la enzima [-cetotiolasa y acetoacetil-CoA
reductasa, por la via de B-oxidacion y la via de sintesis de novo de acidos 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 produccion de PHB de esta transconjugante en los ensayos
de induccion y los no inducidos a las 24 h.

La B-cetotiolasa y acetoacetil-CoA reductasa no son especificas del ciclo del
PHB, a la vez estan involucradas en otras rutas metabdlicas. La -cetotiolasa se emplea
en el paso inicial de la ruta de PHB condensando dos moléculas de acetil-CoA, la
reaccion de condensacion es un paso reversible y esta misma enzima es la responsable
de la degradacion de los granulos de PHB ya que también se encarga de la escision
tiolitica de acetoacetil-CoA en acil-CoA y acetil-CoA; La segunda reaccion del ciclo
también es un proceso reversible y es la reduccion de acetoacetil-CoA a (R)-3-
hidroxibutiril-CoA por acetoacetil-CoA reductasa (Trotsenko y Belova, 1999), es decir
que aunque se sobreexpreso a phbAB en la cepa Ab245p206AB estamos estimulando la
formacion de los granulos de PHB e incluso su utilizacién cuando la bacteria entre en
un periodo de inanicion.
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En la tercera reaccion del ciclo los monomeros de (R)-3-hidroxibutiril-CoA son
enlazados a una molécula de PHA existente por la formacién de un enlace éster; La
PHB polimerasa es especifica y juega un papel importante en el ciclo del PHB. Al
comparar la produccion de PHB de la cepa Ab245p206ABC con la cepa Ab245p206AB
a las 24 h en los ensayos de induccion 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 via del PHB y segun nuestra hipdtesis al sobreexpresar a los
tres genes se incrementaria la acumulacion 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 operon, determinan que el
gen que se expresara mas es el que se encuentre mas cercano al promotor y que la
fuerza de expresion disminuird 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 expresion sea débil, dando una mayor
expresion de phbA 'y phbB, es por ello que la produccion de PHB es muy similar en la
transconjugante Ab245p206ABC y Ab245p206AB cuantificando 3.9269 y 4.1040 mg
PHB/mg proteina 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 proteina
respectivamente.

Como se ha mencionado la PHB polimerasa es la que induce la via de sintesis de
PHB, estd enzima no participa en algin otro ciclo por lo que el acetil-CoA estara
entrando al ciclo de Krebs y al ciclo del PHB entre otras. El phbC fue el unico 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 esté al final de los otros dos
genes que fueron clonados, transcribiéndose prioritariamente, por ende mayor cantidad
de la enzima PHB polimerasa y en consecuencia habra mayor cantidad de PHB
acumulado, por lo cual la transconjugante con mayor acumulacion de PHB, seria 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 induccion 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% mas que la WT, al comparar a la misma
transconjugante en los ensayos de induccion con los no inducidos, se obtuvo un 62.5%
mas 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 plasmido pMMB206 y
transferidos a A. brasilense Sp245.

* Se cuantificé la produccion de PHB, la Ab245p206C produce 46.23% mas PHB
que la cepa WT. En ensayos de induccion esta cepa produce 62.5% mas 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 transcripcion de los genes
en una disposicion de operdn redunde en una mejor produccion de PHB.

XI.- Perspectivas.

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

Conjugar la construccion 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 mas utilizado para el crecimiento de cepas
recombinantes de E. coli. El medio contiene peptona que es el producto de la digestion
de la caseina de la leche, extracto de la levadura y puede ser complementado con un
antibiotico que permite la seleccion de clonas de E. coli que han sido transformadas con
el plasmido que confieren la resistencia a tal antibidtico (Sezonov et al. 2007).

Componentes para 1 L de medio

Componentes Cantidad
Peptona de caseina 10g
Extracto de levadura 5¢g
NaCl 10 g
Agar bacteriologico I5¢
Agua Aforara 1L

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 1 Ny Esterilizar a 15 1b durante 20 min.
I1.- LB modificado (LB+) (Sezonov et al. 2007).

Es una version modificada del LB al que se le adiciona cloruro de calcio y
sulfato de magnesio. Esta modificacion permite el crecimiento de bacterias tanto de F.
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. Ademas, el
medio contiene peptona que es el producto de la digestion de la caseina de la leche y
extracto de la levadura (Sezonov et al. 2007).

Componentes para 1 L de medio

Componentes Cantidad
Peptona de caseina 10g
Extracto de levadura 5¢g
NaCl 10 g
CaCl,2H,0 0.367 g
MgSO47H,0 0.616 g
Agar bacteriologico 15¢g
Agua Aforara 1 L

Ajustar el pH a 7.0 con NaOH 1 Ny Esterilizar a 15 1b durante 20 min.
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II1.- Rojo Congo (RC) (Rodriguez, 1982).

El medio permite el crecimiento y diferenciacion 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 util para
analizar la pureza del cultivo y descartar la contaminacion con E. coli después de un
proceso de conjugacion o en la construccion 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 didmetro 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
KQHP 04 0.50 g
MgSO4'7H20 0.2 g
NaCl 0.1g
Extracto de levadura 0.50 g
Acido mélico 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 bacteriologico I5¢g

Esterilizar a 15 1b durante 20 min.
IV.- Medio Minimo (MM) (Burdman ef al. 1998).

El medio minimo 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
mayoria de las cepas (Burdman et al. 1998).

Preparar sales, oligoelementos y base K-Malato por separado. Componentes para 1 L de
medio

» Preparacion de Sales y Oligoelementos

Sales Oligoelementos

CaCl, 2% MnSO4 25¢g

F6C13 1% ZHSO4.7H20 0.7 g

Na;MoO42H>0 0.2% CoS04.7H,O 0.14 g

NH4Cl1 20% CuS04.7H,O 0.125 g
H3BO4 0.03 g
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Esterilizar 5 1b por 30 min.

> Base K-Malato

Componentes Cantidad
KHzP 04 0.87 g
KQHP 04 1.67 g
MgSO4'7H20 0.2 g
NaCl 0.1g
Acido mélico 5¢g
KOH 3g

Ajustar pH a 6.8 con KOH al 10% y esterilizar a 5 1b durante 30 min. Una vez que se ha
esterilizado la base, dejar enfriar y agregar las siguientes soluciones en condiciones de

esterilidad:

» Solucioén de sales y oligoelementos utilizados para 1 L.

Componentes Cantidad
CaCl, 2% 1 ml
FeCl; 1% 1 ml
NazMOO4.2H20 0.2% 1 ml
NH4Cl1 20% 5 ml
Sol. de oligoelementos 1 ml

Esterilizar 5 1b por 30 min.

V.- Extraccion de DNA genomico de bacterias Gram negativas (Miller

et al. 1998).

Buffers y soluciones:

Buffer SET
Etanol al 70%
RNasa 1 pg/ml
Isopropanol
Etanol

O O O O O

Metodologia:

1. Inocular 5 ml de medio (LB, LB+, RC o0 MM) con una sola colonia bacteriana.

Incubar durante 16-18 ha 37°C 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 aspiraciéon con una

micropipeta.

3. Resuspender el paquete celular en 570 pl de buffer SET.
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4. Agregar 30 pl de SDS al 30%. Homogeneizar con vortex a méaxima velocidad
durante 1 a 2 min para lisar las células.
5. Incubar a 80°C por 5 min, dejar enfriar a temperatura ambiente.
6. Adicionar 200 pl 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 volimenes de isopropanol o
bien 2 volumenes de etanol a temperatura ambiente. Mezclar la solucion invirtiendo
el tubo varias veces y dejar precipitando durante 5 a 10 min a -20°C.
9. Recuperar el DNA centrifugando a 14 000 rpm durante 15 min a 4°C.
10. Eliminar el sobrenadante por decantacion cuidando de no perder el DNA que se
visualiza como un precipitado blanco al fondo del tubo.
11. Lavar el DNA agregando 800 pl de etanol al 70%. Mezclar por inversion durante 30
segundos y centrifugar a 14 000 rpm durante 5 min. Repetir este proceso una vez
mas.
12. Eliminar por decantacion 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
65°C durante 10 min hasta evaporar completamente el resto de etanol.
14. Resuspender el DNA en 50 pl de una solucion de RNasa 1 pg/ml e incubar durante
al menos 15 min a 37°C.
15. Realizar una electroforesis con 3 0 5 pl de muestra de DNA plasmidico. El resto de
la muestra almacenarla a 4°C o a -20°C si se desea preservar durante varios meses.
Soluciones:
» Buffer SET
Para 50 ml de solucion:

»> SDS 30%
0.292 g de NaCl (100 mM)

Para 20 ml de solucién: 0.01861 g de EDTA (1 mM)
0.06057 g de Tris (10 mM)

6 g SDS

20 ml de H,O inyectable o bidestilada Ajustar a pH 8.0 con HCI. Esterilizar a
15 libras por 20 min y almacenar a
temperatura ambiente o a 4°C.

» Etanol al 70 % > Solucion de RNAsa

Para 100 ml de solucién: Para 1 ml:

70 ml de alcohol etilico absoluto 996 ul de agua inyectable

30 ml de H,O inyectable o bidestilada 4 ul de una solucion stock que se

encuentra a 10 mg/ml de RNAsa

Almacenar a 4°C o a temperatura
ambiente en un frasco ambar. Almacenar a -20°C.

46



VI.- Extraccion de DNA plasmidico por lisis alcalina con SDS
(Sambrook y Russel, 2001).

El proceso inicia con el crecimiento de las células bacterianas que contienen el
plasmido de interés. Cuando las células alcanzan una DOgyp de 1.5 a 1.8 son
centrifugadas. El paquete celular es resuspendido en una solucidon amortiguadora
preparada con Tris y EDTA. El Tris ayuda a amortiguar los cambios de pH mientras que
el EDTA es un quelante de iones metalicos como el Mg®" y el Ca®* los cuales son
esenciales para el funcionamiento de las DNAsas, evitando que puedan degradar el
DNA. Posteriormente las células son tratadas con una solucion de lisis que contiene
hidréxido de sodio y SDS. El SDS es un detergente anidénico que ayuda a la
solubilizacion de la membrana celular, permitiendo la liberacion del DNA al
sobrenadante. El NaOH ayuda a romper la pared celular y rompe los puentes de
hidrégeno del DNA gendmico desnaturalizandolo a una sola cadena. Aunque el NaOH
desnaturaliza el DNA gendmico, el DNA plasmidico, es mas resistente a la
desnaturalizacion. E1 DNA genomico desnaturalizado forma complejo con el SDS y es
precipitado tras la adicion de acetato de potasio y eliminado junto con los restos
celulares en la etapa de centrifugacion quedando so6lo el DNA plasmidico en el
sobrenadante. Finalmente el DNA se lava con etanol al 70% para eliminar el exceso de
sales y es resuspendido en una solucion de buffer de Tris y EDTA con RNasa para
eliminar el RNA (Sambrook y Russel, 2001).

Buffers y soluciones:

o Soluciodn de lisis alcalina I

Solucion de lisis alcalina II

Solucion de lisis alcalina II1

Etanol al 70%

Fenol puro en buffer tris-HCI
Cloroformo/alcohol isoamilico (24:1)

O O O O O

Metodologia:

1. Inocular 5 ml de medio (LB, LB+, RC o0 MM) con una sola colonia bacteriana.
Incubar a 37°C, durante 16 a 18 ha 175 rpm.

2. En un tubo Eppendorf centrifugar 3 ml del cultivo a 10 000 rpm durante 2 min a
4°C.

3. Remover el resto de medio de cultivo mediante aspiracion con una micropipeta.
4. Resuspender el paquete bacteriano en 200 pl de solucion de lisis alcalina 1.
5. Agregar 400 pl de solucion de lisis alcalina II a la suspension bacteriana. Mezclar

suavemente el contenido invirtiendo el tubo varias veces. Colocar el tubo en hielo.

6. Agregar 300 pl de solucion de lisis alcalina III fria. 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 4°C. Pasar el
sobrenadante a un nuevo tubo.

8. Agregar 200 pl de fenol y 200 pl de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Mezclar
por inversion durante 30 segundos y centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min a 4°C.
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10.

11.
12.

13.

14.

15.

16.

17.

Pasar el sobrenadante a un nuevo tubo y agregar 400 pl de cloroformo: alcohol
isoamilico. Mezclar por inversion durante 30 segundos y centrifugar a 12000 rpm
durante 5 min.

Separar el sobrenadante en un nuevo tubo y agregar 0.6 volumenes de isopropanol o
bien 2 volumenes de etanol a temperatura ambiente. Mezclar la solucion invirtiendo
el tubo varias veces y dejar precipitando durante 5 a 10 min a temperatura ambiente.
Recuperar el DNA centrifugando a 14 000 rpm durante 12 min a 4°C.

Eliminar el sobrenadante por decantacion, cuidando de no perder el DNA que se
visualiza como un precipitado blanco al fondo del tubo.

Lavar el DNA agregando 800 ul de etanol al 70%. Mezclar por inversion durante 30
segundos y centrifugar a 14 000 rpm durante 5 min. Repetir este proceso una vez
mas.

Eliminar por decantacion 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.

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

Resuspender el DNA en 50 pl de una soluciéon de RNasa a una concentracion de 1
pg/ml e incubar durante al menos 15 min.

Realizar una electroforesis con 3 o 5 pl de muestra de DNA plasmidico. El resto de
la muestra almacenarla a 4°C o a -20°C si se desea preservar durante varios meses.

Buffers y soluciones:

>

Célculos para 50 ml de solucion:

0.3028 g de Tris 50 mM
0.1861 g de EDTA 10 mM

Ajustar a pH 8 con HCI.

>

Célculos para 50 ml de solucion:

14.721 g de CH3COK (acetato de
potasio) 3.0 M

Ajustar a pH 5.5 con C;H40, (4cido
acético) concentrado. Esterilizar la

> Solucion de lisis alcalina I1:

Solucion de lisis alcalina I: Célculos para 50 ml de solucion:

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.

Solucion de lisis alcalina I11:

> Cloroformo /Alcohol Isoamilico
(24:1)

Para 50 ml de solucidn:

48 mililitros de Cloroformo
2 mililitros de Alcohol Isoamilico

solucion I, I y III a 15 1b durante 20

min. Almacenar a temperatura

Almacenar a 4°C en un frasco ambar.

ambiente la solucion II y la soluciones
Iy I a4°C.
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> Etanol al 70 % > Solucion de RNAsa

Para 100 ml de solucion: Para 1 ml:
70 ml de alcohol etilico absoluto 996 ul de agua inyectable
30 ml de H,O inyectable o bidestilada 4 ul de una solucion stock que se

encuentra a 10 mg/ml de RNAsa

Almacenar a 4°C o a temperatura
ambiente en un frasco ambar. Almacenar a -20°C.

VIL.- Preparacion de células competentes de E. coli utilizando cloruro
de calcio (Sambrook y Russel, 2001).

Medios y soluciones:

o CaCl, 0.2 M frio (preparar el mismo dia).
o CaCl; 0.2 M con glicerol (preparar el mismo dia).
o Medio LB para el crecimiento inicial del cultivo.

Metodologia:

*

. Preparar un precultivo bacteriano de E. coli inoculando 50 pl en 5 ml de medio LB,

incubandolo a 37°C, a 175 rpm, durante 16 a 18 h.
Nota: Antes de comenzar los lavados es necesario mantener en frio la solucion de

CaCl, 0.2 M y los tubos eppendorf en los que se dispensaran las células
quimiocompetentes.

Tomar 500 pl del precultivo e inocularlo en 100 ml de medio LB en un matraz de
500 ml de capacidad. Incubar el cultivo a 37°C con agitacion constante durante 4 a
4.5 h, monitoreando el crecimiento del cultivo para evitar que no alcance una DOggo
mayor a 0.4.

Nota: Para una transformacion eficiente es necesario una DOgy de

aproximadamente 0.4.

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

las células.

Recuperar las células mediante centrifugacion a 10 000 rpm durante 10 min a 4°C.
Decantar el sobrenadante y resuspender suavemente el paquete celular en 30 ml de
una solucion fria de CaCl, 0.2 M. Dejar el tubo con las células en hielo durante 30
min.

Recuperar las células mediante centrifugacion a 10 000 rpm durante 10 min a 4°C.
Decantar el sobrenadante y resuspender el paquete suavemente en 30 ml de CaCl,
0.2 M frio. Dejar en hielo por otros 30 min.

Recuperar las células mediante centrifugacion a 10 000 rpm durante 10 min a 4°C.
Decantar sobrenadante y resuspender las células en 2 ml de CaCl, 0.2 M con
glicerol estéril.
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10. Dispensar alicuotas de 120 pl de la suspension bacteriana en tubos eppendorf de 1.5
ml frios. El rendimiento es de aproximadamente de 18 a 20 tubos de células.

Soluciones:

> CaCl, 0.2 M » CaCl; 0.2 M con glicerol.

Calculos para 100 ml de solucion: Célculos para 2 ml de solucion:

1.4 ml de CaCl, 0.2 M

2.94 g de CaCly2H,0 (0.2 M) 600 1 do glicerol

Esterilizar a 5 libras por 30 min y

almacenar a 4°C Esterilizar a 5 libras por 30 min y

almacenar a 4°C.

VIIL.- Transformacion 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 antibiéticos apropiado.

o Thermoblock precalentado a 42°C.

o Tubos con 5 ml de medio LB.

Metodologia:

1. Para transformar las células tratadas con CaCl,, sacar los tubos que contiene las
células quimiocompetentes del ultracongelador y colocarlas en hielo durante 5 min.

2. Agregar la mezcla de ligacidon vector-inserto en un volumen de 20 pl 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 42°C. Dejar los tubos durante 45
segundos; No mezclar los tubos.

5. Transferir los tubos rapidamente en hielo. Permitir que las células se enfrien 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 37°C con agitacion de 175 rpm para permitir
que las bacterias adquieran y expresen los marcadores de resistencia a antibidticos
codificados por el plasmido.

Nota: Mientras las células estdn en incubacion, preparar las placas de LB con el

antibidtico de seleccion. Si el plasmido transferido a las células contiene el
fragmento de lacZ agregar a las placas ya gelificadas 50 pl de X-Gal 20 mg/ml.

7. Trasferir de 50 a 200 pl del cultivo en una de las placas de agar LB preparadas como
se indico anteriormente y dispersar por la superficie del medio con ayuda de un
triangulo de vidrio estéril. Se recomienda sembrar por lo menos dos placas con
diferentes volimenes para asegurar que al menos una de ellas contenga colonias
bien separadas, 200 pl y el resto del cultivo concentrado por centrifugacion.
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10.
11.

12.

13.

14.

15.

16.

Incubar las placas toda la noche a 37°C. Una reaccion de clonacion eficiente puede
producir varios cientos de colonias.

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

Incubar toda la noche a 37°C.

Seleccionar las clonas y sembrarlas en tubos de cristal, con medio LB y adicionando
los antibioticos apropiados e incubar de 16 al8 h a 37°C en agitacion 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 pldsmido
deseado.

Aislar el DNA plasmidico de cada una de las clonas.

Realizar un analisis de restriccion con las enzimas apropiadas para confirmar la
presencia y orientacion correcta del inserto. Utilice una enzima de restriccion o una
combinacion 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 oligonucleotidos
especificos para el inserto.

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

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

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

IX.- Extraccion de DNA de geles de agarosa (Zymoclean™ Gel DNA
Recovery Kit).

Soluciones:

o Soluciéon ADB
o Solucion DNA Wash Buffer
o Solucion DNA Elution Buffer

Metodologia:

1.

3.

Correr la muestra de DNA mediante una electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % o
a la concentracion deseada.
Nota: La banda a extraer debe tener una concentracion de DNA de al menos 200 ng

o mas debido a que durante el proceso de extraccion se pierde alrededor de un 20 %
de DNA.

Colocar el gel en el transiluminador de luz UV de baja intensidad y cortar la banda
con un bisturi.
Nota: Utilice mascarilla y guantes; El corte se debe hacer lo mas rapido posible para

no sobreexponer el DNA a la luz UV.

Pesar la banda extraida en un tubo eppendorf de 1.5 ml.
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9.

10.
11.

12.

X.-

Anadir 3 volimenes de la solucion ADB por cada miligramo que pesa la agarosa
extraida del gel (por ejemplo, para 100 mg del segmento del gel de agarosa, debe
afadirse 300 pl de la soluciéon ADB).

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

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

Centrifugar a 10 000 rpm de 30 a 60 segundos.

Desechar el sobrenadante y colocar el resto de muestra, en el caso de que aun falte
muestra por pasar a través de la columna.

Anadir 200 pl de la solucion DNA Wash Buffer a la columna y centrifugar durante
30 segundos a 10 000 rpm. Deseche el sobrenadante.

Repita el paso de lavado.

Cambiar la columna a un tubo eppendorf de 1.5 ml y agregar la solucion de elucion
DNA Elution Buffer o agua.

Centrifugar de 30 a 60 segundos a 10 000 rpm.

Ligacion de vector con inserto (T4 DNA Ligase-Thermo Scientific).

La reaccion se realizo en base al protocolo de la enzima T4 DNA Ligase, de la

marca Thermo Scientific. La reaccion de ligacion se realizd a un volumen de 20 pl y
variando la relacion inserto—vector a 1:1, 3:1 y 5:1.

Componentes Cantidad
Vector linearizado 20a 100 ng
DNA (inserto) Relacion 1:1 0 3:1 0 5:1
10X T4 DNA Ligase Buffer 2 ul
T4 DNA Ligase 0.5alpl
Agua libre de nucleasa Llevar a 20 ul

XI.- Protocolo de conjugacion Azospirillum spp. — Escerichia coli.

Medios:

o LB+
o MM

Metodologia:

1.

2.

Preparar un precultivo como se indica a continuacion:
Receptora (Azospirillum sp): medio LB+ sin antibidtico, incubar a 30°C, 150

rpm de 18 a 20 h.
Donadora (E. coli DH5a con el plasmido a trasferir): medio LB+ con
antibiotico de seleccidn, incubar a 37°C, 150 rpm de 16 a 18 h.
Helper (E. coli S17.1 con el plasmido pRK2013): medio LB+ con antibidtico de
seleccion, incubar a 37°C, 150 rpm de 16 a 18 h.

A partir del precultivo sembrar:
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Receptora: 50 pl de precultivo en 5Sml de medio LB modificado y llevar a
incubacion a 30°C con agitacion a 150 rpm hasta alcanzar una DO600 de 0.5 a
0.6.

Donadora y Helper: 50 pl de precultivo en 5 ml de medio LB modificado con
antibidtico de seleccion y llevar a incubacion a 37°C con agitacion 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 pl de LB+ (2 veces). Resuspender el paquete celular con 20 pl 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 antibiotico. Incubar la placa
durante 24 h a 30°C.

5. Pasado el tiempo de incubacidon, 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 asociacion 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 pl del cultivo y dispersarlo en una placa de MM adicionado con el
antibiotico de seleccion. Hacer al menos 4 diluciones a partir del concentrado.
Incubar durante 24 a 48 h a 30°C, conservar el resto del cultivo a 4°C.

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 antibidtico adecuado. Volver a incubar la placa hasta las 48 h
y revisar el crecimiento. Después de las 72 h se suelen observar pequefias colonias
que se hicieron resistentes al antibidtico y por lo tanto no deben ser incluidas en el
analisis.

8. Pasado el tiempo de incubacidon seleccionar las transconjugantes obtenidas y
sembrarlas en placas de MM con antibidtico, poniendo una cuadricula enumerada en
la base de la placa. Incubar de 24 a 36 h a 30°C. Se recomienda hacer al menos dos
pases consecutivos en MM para la eliminacion de la cepa donadora.

9. Finalmente realizar ensayos de contra seleccion, PCR, hibridacion, etc. para
comprobar la transconjugante.

XII.- Protocolo de cuantificacion de proteinas por el método de
Bradford (Bradford, 1976).

Reactivos y soluciones:

o Buffer PBS

Agua destilada
NaOH 1IN

HC10.5N

Reactivo de Bradford

O O O O

Metodologia:

1. Preparar un cultivo bajo la condicién deseada.
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Una vez que el cultivo ha alcanzado la DOgg 0 el tiempo de crecimiento deseado,
tomar 200 pl 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 aspiracion con una micropipeta.

6. Lavar la pastilla con 200 pl de agua destilada.

7. Centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min y decantar el sobrenadante; Remover el
resto de agua mediante aspiracion con una micropipeta.

8. Agregar 200 pl de NaOH 1 N.

9. Colocar los tubos en bafio Maria o en termobloc y llevar a ebulliciéon durante 5 min
y dejar enfriar.

10. Agregar 400 pl de HC1 0.5 N y mezclar.

11. Agregar 200 pl de reactivo de Bradford (BIORAD), homogenizar con vortex.
Preparar un blanco utilizando agua (800 pl de agua y agregar 200 pl 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 proteinas totales/ml utilizando la férmula de la curva
estandar.

Buffer:

> Buffer PBS 1X

Componentes | Cantidad
NaCl 137 mM
KCl 2.7mM
NazHPO4 10 mM
KHzP 04 1.8 mM

XIII.- Protocolo de cuantificacion de PHB (Slepecky y Derecho, 1961).

Reactivos y soluciones:

o MgSO4 10 mM

NaHCI (hipoclorito de sodio)
Agua destilada

C>2HeO (Acetona)

C,HeO (Etanol)

Cloroformo

H,S04

O O O O O O

Metodologia:

1.

Realizar un preindculo con 18 h de crecimiento a 30°C en agitacion de 175 rpm en
un tubo con 5 ml de medio minimo utilizando los antibidticos de seleccion
correspondientes.

Inocular usando el precultivo anterior ajustando la DO600 de 0.1, utilizando la
formula de equilibrio de concentraciones (C;V;=C,V,) a un matraz de 125 ml con

50 ml de MM utilizando los antibitticos de seleccion correspondientes e incubar a
30°C, 175 rpm por 24, 48 y 72 h.
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SN

11.
12.
13.
14.

15

16.
17.

18.

19.
20.
21.
22.

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 proteinas).

Descartar sobrenadante.

Nota: Remover el resto de medio de cultivo mediante aspiracion con una
micropipeta hasta tener s6lo el paquete celular.

Lavar la pastilla con 1 ml de MgSO4 10 mM.

Centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min y decantar el sobrenadante.

Resuspender la pastilla con 1 ml de hipoclorito de sodio (NaHCl) marca comercial
Cloralex , incubar 1:30 h a 37°C.

Centrifugar a 12 000 rpm durante 10 min y decantar el sobrenadante
cuidadosamente.

Lavar la pastilla con 1 ml de agua destilada.

. Centrifugar a 12 000 rpm durante 5 min y decantar el sobrenadante; Remover el

resto de agua mediante aspiracion con una micropipeta.

Lavar la pastilla con 1 ml de Acetona.

Centrifugar a 12 000 rpm durante 10 min y decantar el sobrenadante.
Lavar la pastilla con 1 ml de etanol al 100%.

Centrifugar a 12 000 rpm durante 20 min a 4°C.

. Decantar el sobrenadante y remover el resto de etanol mediante aspiracion con una

micropipeta.

Dejar evaporar el etanol en termobloc precalentado a 45°C.

Resuspender la pastilla con 1 ml de cloroformo y pasar la soluciéon a un tubo de
vidrio de 12 ml.

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

Evaporar el cloroformo a 65°C.

Adicionar 5 ml de H,SO4 concentrado.

Calentar a 95°C durante 30 min y dejar efriar.

Leer absorvancia a 235 nm (luz UV) frente a una muestra blanco de H;SO4
concentrado y calentarlo previamente durante 30 min a 100°C.
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XIV.- Curva de calibracion de BSA.
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Figura A.- Curva de calibracion de BSA por el método de Bradford.

Tabla A.- Datos tabulados de la concentracion con respecto a la absorbancia.

Muestra Concentracion | Absorbancia

1 1.5  pg/ml 0.0343
2 3 ug/ml 0.0549
4 6 ug/ml 0.1005
5 7.5  pg/ml 0.1378
6 9 ug/mil 0.1691
7 10.5 pg/ml 0.1878




X1IV.- Curva de calibracion de PHB.
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Figura B.- Curva de calibracion de PHB por la técnica de Slepecky y Derecho, 1961.

Tabla B.- Datos tabulados de la concentracion con respecto a la absorbancia.

Muestra Concentracion | Absorbancia

1 2 ug/ml 0.1318
2 3 ug/ml 0.1718
3 4  pg/ml 0.2082
4 5 ug/ml 0.2701
5 10 pg/ml 0.3498
6 15 pg/ml 0.5495
7 25  pg/ml 0.7825




