BENEMERITA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE PUEBLA

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS

GENERACION DE MARCADORES DE PESO
MOLECULAR PARA LA IDENTIFICACION DE
FRAGMENTOS DE ADN (ACIDO
DESOXIRRIBONUCLEICO) PARA ENSAYOS DE
ELECTROFORESIS

Tesis que para obtener el titulo de
LICENCIADO (A) EN BIOTECNOLOGIA

PRESENTA:
JULIETA MARIANA MUNOZ MORALES

DIRECTORA: DRA. VERONICA QUINTERO
HERNANDEZ

CO-DIRECTORA: DRA. AMERICA PAULINA RIVERA
URBALEJO

MARZO,2021



AGRADECIMIENTOS

Agradezco atodas las personas que se tomaron el tiempo para que pudiera seguir

adelante con el proyecto y me animaron a concluirlo



DEDICATORIA

A todos los que hicieron posible la realizacion de este proyecto, tutoras, familia,

amigos y colegas.



Indice

RESUMEN ...ttt ettt ettt ettt e s s e ste s e s sese et e st eseneeseneeseneesensesensesensesesseneasenessanens 6
INTRODUGCCION........oooiieeieeiieecteee ettt s st a s s s st s s s s e s s s s ses st snsesessesassnsesansanes 6
Fundamento y aplicaciones de |a eleCtrofOresis ......covevereieieinenesserceeeeeee e 13
Estrategias para obtener marcadores de peso molecular de ADN.......ccccoovvecenenciesenennnns 15
Pseudomonas como punto de partida para la generacién de un marcador de peso
LT ] =T o U] = T TSP SR 18
ANTECEDENTES ..ottt ettt a e s bt e e ese s e s e st esessenessenesseneeseneesenens 19
JUSTIFICACION ..ottt s st e st snae st esassnsesassnaesansnes 24
HIPOTESIS. ..ottt sttt e st a s n st ss s s s e sse st neas st anessanesnansanens 25
OBUJETIVOS ...ttt ettt ettt b et e s et e st et e st et essebasses e st e b astebe st ese s esesesesaeseasenesseneas 26
ODJEUIVO GENETAL ...ttt b e bbb bt e et aeeae b b e 26
ODjJELIVOS PANTICUIAIES ...ttt ettt st st et e b e s beestesteesbebeeanensesreennas 26
MATERIALES Y METODOS ...ttt tesae st ses s s sess s sssss s ssssssssssassesassassasassssssassanens 27
MicroorganisSmos EMPIEAUOS ......ccuviviririeieeeee ettt 27
Vector utilizado €N 18S lIJACIONES ......cc.eiiiiieieieeer et 28
Extraccion de ADN gendémico en P. putida KT2440y P. protegens EMM1......................... 29
Disefio de oligonucleétidos para fragmentos de 102 pb a2.4 Kb ....cccooveeeeieieiiicciies 30
Amplificacion de los fragmentos KatA, rpoB, gyrB, rpoD, phlD, lIpA, rrs y plt mediante
O TR RRSR 31
Purificacidn y cuantificacion de fragmentos de ADN.......c.oooieeveeieiececece et 33
CElIUIAS COMPELENTES ...ttt ettt e b e te st e s ae s e besseseeneeseeseesenes 33
Elaboracion de células competentes Escherichia coli DH5-Q.........cccccevveievieieiiieecen, 33
Transformacion de Escherichia COli DHS-Ql.....c..cooiiiiiiiieeeeeesese e 34
Deteccion y amplificacion de los genes katA, rpoB, gyrB, rpoD, phlID, lIpA, rrs y PIt por
(O = o TR oTo] [0 1 - VOO SRS SR SRR R 35
PCR de colonia con oligonucle6tidos especificos para pGEM-T Easy Vector.................. 37
Preparacion de glICEIOIES ...ttt st aeeresae e 38



RESULTADOS Y DISCUSION ......ooiiiieiiiieieie sttt saesans 38

Andlisis de marcadores de peso molecular de ADN comerciales .......ccoceveverecveveeneneenn. 38
Extraccion de katA, rpoB, gyrB, rpoD, phiD, lIpA, rrs y Plt en Pseudomonas KT2440y P.
ProteOENS EMMIL . ..ottt r e s bbbt b e st reene e eneea 41
Amplificacion por PCR de katA, rpoB, gyrB, rpoD, phiID, lIpA, rrs y plt ..o 43
Purificacidn y cuantificacion de fragmentos de ADN........coooiieievieieseceeece e 44
Estimacion de la pureza del ADN amplifiCad0......c.ccoecveiieieiiiiecececeeececeee e 46
Mapas de ligaciones y digestién de enzimas de KatA, rpoB, gyrB, rpoD, phID, lIpA, rrs 'y
Pl et et e te b e et e te e e e beeha e bebe et eteebaebeateertebeeaaeteareensesteenaans 46
Transformacion en Escherichia Coli DHS-@.........cccoviiiiivineieeeececese e 55
Amplificacion por PCR A€ COIOMIA......couiriirieiieieeriee et 55
Extraccion de plasmido con oligonucleotidos especificos para pGEM-T Easy Vector y el
fragmento de ADN de interés con enzimas de restriCCiON.......ccccvvvvevevesesieceeeeeeeeeee e 58
Propuesta de marcadores de peso molecular para ADN ........ccooovieeienieeececceece e, 59
COSTO A MANUTACTUTA.....eiuiriiiiieieieee ettt st st e st et st e et e neesesbesbees 69
CONCLUSIONES. ...ttt sttt sttt e e s se e st e s e s b e st eseneesessesesesessesessesesseseasenessenens 71
REFERENCIAS ...ttt ettt sttt ettt ae st et e s et e s e st ese et asses e st esa s esesesessesessenessenens 73



GENERACION DE MARCADORES DE PESO MOLECULAR PARA LA
IDENTIFICACION DE FRAGMENTOS DE ADN (ACIDO DESOXIRRIBONUCLEICO)
PARA ENSAYOS DE ELECTROFORESIS

RESUMEN
Los marcadores de peso molecular para ADN son una herramienta utilizada durante la

electroforesis para conocer el tamafio estimado de un fragmento y es comunmente usada
en laboratorios de biologia molecular, al igual que, en areas como la medicina, la
agricultura, la industria, entre otras. En la presente tesis se describe un protocolo y todas
sus implicaciones para generar un nuevo marcador de peso molecular mediante métodos
de PCR, electroforesis, clonacion y transformacion de ocho fragmentos de ADN
provenientes de Pseudomonas putida KT2440 y Pseudomonas protegens EMIM-1. Las
transformaciones se llevaron a cabo en E. coli DH5a y los resultados se observaron con
PCR de colonia. Los marcadores postulados resultaron en fragmentos con rangos de
102-5461 pb (pares de bases), aplicables para conseguir en un futuro marcadores de
peso molecular personalizados. Los marcadores de peso para ADN varian dependiendo
de la cantidad y nimero de fragmentos que contienen, su forma de obtencién, asi como
de la marca. Este marcador supone un costo mas barato con un protocolo sencillo de
elaborar, consiguiendo que el costo del producto sea menor al esperado al precio que

ofertan el producto de manera comercial.

INTRODUCCION

El ADN es el material genético que proporciona la informacién necesaria para la
codificacion y expresion de caracteristicas que diferencia un organismo de otro, si bien,
cada especie difiere en su genoma por el tamafio y la proporcién de nucleétidos en pares

de bases (pb), el codigo genético es universal y todos los organismos estan conformados
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por esta molécula. EI ADN es un polimero de hélice doble dextro-rotatoria que se
compone de dos cadenas de polinucleotidos enlazadas por puentes de hidrogeno entre
las bases de purina (adenina o guanina) y pirimidina (citosina o timina), que a su vez
presentan enlaces glicosidicos con 2-desoxirribosa y enlaces fosfodiéster con el acido
fosférico [1].

Gracias al desarrollo de técnicas de biologia molecular como la clonacién, transformacion
celular y electroforesis, actualmente es posible la modificacibn de organismos. La
clonacion molecular es una técnica donde se pueden unir dos o mas fragmentos de ADN
provenientes de un organismo donador. Esto tiene como finalidad sintetizar ADN hibrido
con propositos comerciales o de investigacion [2],[3]. Esta tecnologia usualmente hace
uso de enzimas de restriccidén y ligasas, las primeras encargadas de cortar las moléculas
de ADN sobre o cerca de secuencias especificas en extremos romos o cohesivos,
mientras que las segundas, son capaces de reconocer secuencias especificas y unirlas,
la probabilidad de que dos moléculas de ADN se unan entre si depende de la
concentracion de las secuencias reconocidas que se emparentan entre si. [4]. EI ADN del
organismo donador usualmente es insertado en vectores como plasmidos bacterianos o
fagos, para después ser incorporado en un organismo receptor, capaz de aceptar DNA

exdgeno llamado organismo receptor o célula competente.

Existe dos tipos de células competentes: quimiocompetentes o electrocompetentes, esta
diferencia deriva del tipo de preparacion y del método de insercion del material genético
exdgeno, en las células quimiocompetentes el método de insercion del material genético
es a través de un choque térmico, mientras que en las células electrocompetentes la
insercion del material exdgeno es a través de la aplicacién de un campo eléctrico, sin
embargo ambos tipos de células presentan una membrana debilitada para facilitar la
incorporacion del DNA exdgeno, proceso que se le conoce como transformacion celular.

7



Una vez realizada la transformacion, lo siguiente es la seleccion por plateo, regularmente
hecho en medios selectivos como el medio minimo, diferencial o alguna combinacion, a
los cuales se les incorpora uno o varios antibiéticos que permiten el crecimiento
especifico de las unidades formadoras de colonias (UFC) transformadas que llevan el

inserto de interés.

Al seleccionar las colonias, se verifica si se ha logrado una correcta aceptacion del vector
en el hospedero, mediante el uso de enzimas de restriccion o el uso de la reaccion en
cadena de polimerasa, por sus siglas en inglés “Polymerase Chain Reaction” (PCR).
Tanto las enzimas de restriccibn como los oligonucleétidos deben reconocer sitios
especificos del plasmido o el inserto. Posteriormente se visualiza el resultado en una

electroforesis.

Cada célula transformada es capaz de replicar el vector reproduciendo miles de copias
dentro de ella. Las modificaciones confieren a los organismos nuevas caracteristicas
como la sobreexpresion de genes o represidn para la produccionn de enzimas,

bacteriocinas o resistencia a antibiéticos que son de interéss industrial [5].
Reaccion en cadena de polimerasa (PCR)

La PCR, descrita por primera vez por Kary Mullis en 1985 [6], es una técnica que simula
la replicacion del ADN gendmico de manera in vitro y con la cual se pueden amplificar
millones de copias de un fragmento especifico de DNA (Figura 1). Para llevarla a cabo,
se requiere de una muestra de ADN (purificado preferentemente), el cual inicialmente

sera mezclado con los reactivos mostrados en la siguiente tabla (tabla 1).



DNA template PCR RNA template

N\ N\

DNA copies

Figura 1. Reaccion en cadena de la polimerasa, PCR. En esta imagen se representa
la técnica de PCR, la cual consiste en amplificar copias de un fragmento de ADN a partir
de un templado de ADN (izquierda) o de ARN (derecha). Imagen tomada y modificada de
Fig.3 del libro Genomes 3 por T. A Brown. [60]

Tabla 1. Reactivos necesarios para ejecutar la técnica de PCR [7].

Reactivo Funcién

Oligonucled6tidos Flanquean las regiones donde ocurrira la amplificacion de
la secuencia deseada en cada ciclo. Son secuencias
cortas de 20-30 pares de bases (pb) que limitaran la zona
de accion de la ADN pol [8]. Proveen el extremo 3’ para
iniciar la replicacion. Son complementarios a la regién
amplificada permitiendo unirse a una de las dos hebras
del ADN (forward Fw o revers Rv).




ADN Polimerasa Enzima necesaria capaz de incorporar nucleétidos a la
hebra molde, sintetizando nuevas cadenas de ADN
complementarias, con los dNTPs disponibles. Se requiere
que la enzima sea termoestable, con alta especificidad,
sensibilidad, afinidad y actividad inmediata. Comunmente
se usa la taq polimerasa (taq pol).

Cloruro de magnesio (MgCly) Funciona como un co-factor de la ADN polimerasa.

Buffer Solucién amortiguadora que mantiene el pH 6ptimo para

la amplificacién de ADN en cada ciclo.

dNTPs Conformados por las cuatro bases nucleotidicas, en
(2-desoxinucleosidos concentracion equimolar; 2 son bases nitrogenada ligada
trifosfatados) en N1 (pirimidinas: timina y citosina) y 2 bases

nitrogenadas unidas al N9 (purinas: guanina y adenina)
por un enlace glucosidico a 2’-desoxirribosa unida en la
posicién 5 0 3' a un grupo trifosfato [9]. Es el producto
primario que necesita la polimerasa para sintetizar nuevas

cadenas complementarias.

Una vez se tiene la mezcla (Mix) de los componentes previamente mencionados, las
muestras se depositan en un termociclador, aparato implementado especialmente para

esta técnica que permite los cambios de temperatura necesarios para cada proceso:

Desnaturalizacion inicial, donde los puentes de hidrégenos se rompen, provocando que
la doble hélice del ADN blanco se separe en dos hebras, que posteriormente seran

usadas como moldes, la temperatura generalmente implementada es de 94-95°C/30s-
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1min (no se recomienda aumentar temperaturas mayores a 95°C ya que la enzima (taq
polimerasa) decrece a partir de temperaturas mayores. El alineamiento consiste en
disminuir la temperatura a una optima (temperatura de alineamiento o Tm) donde los
oligonucledtidos se unen especificamente a las hebras molde. La Tm y el tiempo
dependeran de la concentracién de G-C (50-60%) que contengan los oligonucleétidos, el
namero de bases (18-30pb) y la concentracion de estos (5pmol preferentemente). Una
vez se encuentren unidos a las hebras molde, se prosigue a aumentar la temperatura a
72°C (taq pol y la mayoria de las ADN polimerasas logran su mayor actividad a esta
temperatura), permitiendo la sintesis de las nuevas cadenas de ADN por accién de la Taq
pol, iniciando desde el extremo 3’ del oligonucledtido. Esta amplificacion se logra por la
presencia de los DNTP’s agregados, este paso es conocido como elongacion,

polimerizacién o amplificacion [7].

Este proceso se repite en forma de ciclos, usualmente se realizan un total de 30 ciclos,
si por cada ciclo tenemos 2n copias, entonces al alcanzar los 30 ciclos, tendriamos
aproximadamente 2,147,483,648 de numero de copias de nuestra secuencia de ADN o
ARN deseada [10]. En el siguiente esquema se puede observar el proceso de la técnica

de PCR empleado en un termociclador. Figura 2.

La PCR ofrece variantes para amplificar ADN de cualquier organismo y lo Gnico requerido
para el proceso son cantidades minimas de DNA en la muestra para generar suficientes
copias de la secuencia deseada [11]. Generalmente es aplicada para la clonacién
molecular, secuenciacién del ADN, en mutagénesis in vitro, deteccién de mutaciones,
clonacién de ADNc y ADN genodmico y alelotipificacion [6], de hecho, se recalca que la

electroforesis junto a la PCR marcé una nueva era en la biologia molecular.
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Figura 2. Protocolo de templado para PCR del modelo T100™ Thermal Cycler. (a) Paso 1.
Desnaturalizacién inicial. (c) paso 2. Alineacion de los oligonucleétidos. (d) Paso 3. Elongacion o
amplificacién desde 3'. (e) Indica el numero de ciclos al que es sometida la muestra (34X). (b)
Desnaturalizacién seguida del primer ciclo, en este momento se repiten los pasos hasta concluir
el nimero de ciclos. (f) Elongacién final. (g) Temperatura final que se mantendra hasta que se
extrae la muestra del termociclador. Imagen extraida de: https://www.bio-rad.com/es-
mx/product/t100-thermal-cycler?ID=LGTWGIE8Z

En el proceso de la sintesis de marcadores de peso molecular de ADN habitualmente se
usan variantes de PCR, como la técnica de marcador sintetizado por PCR (PSM) [12],
esta técnica de PCR combinada con el uso de enzimas de restriccion, aprovecha la

longitud de un plasmido de n pb para obtener otras bandas, dando lugar a marcadores
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con diferentes tamafos de fragmentos de bajo y alto peso molecular [13]. Igualmente se
pueden obtener fragmentos con tamafos exactos de n pb, como lo elabord

Gopalakrishnan y colaboradores mediante PCR multiplex [14].

Fundamento y aplicaciones de la electroforesis

Para corroborar la amplificacion de un fragmento de ADN mediante PCR, una de las
técnicas generalmente utilizada es la electroforesis, definida como un método que
permite la separacion de ADN, ARN o proteinas con el fin de visualizar, identificar o
purificar segmentos especificos. La separacidon se consigue mediante un campo eléctrico;
con el uso de una matriz; conformada por un electrodo negativo y uno positivo (catodo y
anodo respectivamente). Para la separacion de ADN o ARN es necesario ocupar
componentes como TAE (Tris-Acetato-EDTA) o TBE (Tris-Borato-EDTA) medios de pH
alcalino de 8 [15], con el fin de conservar a los grupos fosfatos ionizados, manteniendo
la carga negativa de las moléculas de ADN o ARN. También es preciso ocupar un gel
donde seran depositadas las muestras y un marcador de peso molecular utilizado como
referencia. Al aplicar voltaje sobre la matriz, las muestras migraran hacia el anodo, dando
como resultado la formaciéon de diferentes bandas en el gel, acorde a la longitud, el

tamafio y la estructura de las muestras [16].

Existen dos tipos de geles que son ocupados para la electroforesis: gel de agarosa, usado
para separar tamafios de 100 pb hasta 25 kb (kilobases), y gel de poliacrilamida, para
tamafios menores a 100 pb. El uso de cada uno dependera de los objetivos y la capacidad
de resolucion que se requiere alcanzar. Regularmente es ocupado el gel de agarosa,

polisacéarido proveniente de algas marinas [17]. Es un polimero linear compuesto de
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residuos alternos de D- y L- galactosa unidos por enlaces glucosidicos a(1-3) y B(1-4)
[18].

Por otro lado, la poliacrilamida se compone de cadenas de mondmeros de acrilamida
(CH2 = CH-CO-NH2) que se entrecruzan con unidades de N, N 'metilenbisacrilamida
(CH2 = CHCO-NH-CH2-NH-CO-CH-CH?2), la electroforesis en gel de poliacrilamida tiene
un poder de resolucion mucho mayor que la electroforesis en gel de agarosa,
generalmente se ocupa para caracterizar proteinas, péptidos y acidos nucleicos con bajo
peso molecular, logrando separar cadenas de moléculas de ADN cuyo tamafio es muy

cercano entre si [16].

La concentracion de agarosa o poliacrilamida estan correlacionadas con la longitud de
migracion de las moléculas de DNA, RNA o proteinas: entre mayor concentracion de
agarosa contenida en el gel, el poro serd de menor tamafio y aumentara el tiempo de
migracion de las muestras. Asi, la tasa de migracién de una muestra también dependera

de esta variante.

La preparacién de las muestras previamente a la electroforesis es clave para obtener
buenos resultados y por lo general, se hace uso de un buffer de carga con alta densidad,
para que la muestra se retenga en el pozo donde es depositada, sin que esta quede
dispersa en el buffer TAE o TBE (running buffer) que se usa como conducto para la
migracion de las particulas de la muestra. Generalmente se usa una solucion glicerol-
agua, mezclado con un colorante que hace visible el trayecto de las muestras durante la
electroforesis, hay varias alternativas del colorante como el azul de bromofenol, xileno-

cianol, por mencionar algunos [15].

Las bandas producidas se visualizaran con el uso de colorantes, estos se intercalan entre

las bases nitrogenadas que emiten fluorescencia en presencia de rayos UV (a una
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longitud de onda de 300 nm). El colorante puede ser aplicado durante la preparacion de
la muestra o directamente en el gel posterior a la electroforesis. Anteriormente, era comun
la tincidbn con bromuro de etidio (EtBr) pero debido a su mutagenicidad, la mayoria de los
laboratorios ha suspendido su uso, actualmente existen otras alternativas con una mayor
sensibilidad que el EtBr y fueron disefiados para usarse de la misma forma. GelRed es
una opcién asequible, que no cruza las membranas celulares, por lo tanto, no son toxicos
ni mutagénicos, esto debido a su mayor masa comparada con EtBr y a pesar de que,
ralentiza el corrimiento del ADN, es recomendable su uso [19]. Se puede optar por la
aplicacion de otros productos similares como GelGreen o SYBR Green.

La aplicacion de esta técnica incluye desde el mapeo de enfermedades genéticas [20],
[21], diagndstico de enfermedades cronicas provocadas por infecciones bacterianas [22]
0 mutaciones genéticas puntuales [23]; hasta el reconocimiento en la microbiota de
géneros bacterianos como Lactobacillus en humanos [24] o en animales [25] mediante
uso de genes especificos para el diagnoéstico de enfermedades donde son determinadas
las diferencias entre microbiotas de individuos sanos y enfermos; identificacion de
comunidades dominantes en la rizosfera de un suelo [26] o ambiente en particular [27];
permitiendo medir la diversidad y abundancia de genes [28]. Es importante recalcar que

las aplicaciones no se veran limitadas a un campo en particular.

Estrategias para obtener marcadores de peso molecular de ADN
Durante la electroforesis ya sea de proteinas o ADN, es indispensable el uso de

marcadores de peso molecular (Molecular weight markers, en inglés), en areas como la
biotecnologia, bioquimica y biologia molecular. Los marcadores de peso molecular de
proteinas estan constituidos de péptidos de distintos pesos moleculares con tamafo,
formay fuerza idnica conocidas, mientras que los marcadores de peso molecular de ADN

contienen diversos fragmentos de distinta longitud de nucleétidos [15], [29], [30]. Ambos

15



marcadores se constituyen de ADN o proteinas patrén, de los que sus tamafios son
conocidos, permitiendo una comparacion respecto a una muestra de la misma naturaleza,
derivados de otros procesos como purificaciones, extracciones, PCR, transformaciones,

digestiones, entre otros.

Debido a su gran utilidad y practicidad, han surgido diversas metodologias para
obtenerlos, desarrolladas con el objetivo de optimizar el proceso de elaboracion,
haciéndolos accesibles para el presupuesto de laboratorios y empresas emergentes.
Abbasian y colaboradores [31], dividen los marcadores de peso molecular en dos tipos:
marcadores de peso molecular tipo I; aquellos producidos por digestién enzimatica en
plasmidos de Escherichia coli, DNA gendémico de bacteriéfagos, o cualquier organismo
conocido y previamente secuenciado, no obstante, esta alternativa presenta patrones
poco uniformes, donde el tamafio y nimero de bandas dependen de la frecuencia de los
sitios de reconocimiento de las enzimas de restriccidon. Generalmente en este tipo de
marcadores se hace uso de enzimas de restriccion accesibles como Eco RI. En segundo
lugar, se encuentran los marcadores de peso molecular tipo I, marcadores de tamafio
molecular o escaleras de ADN (DNA Ladder, en inglés), estos tienen numerosas bandas
gue incrementan su tamafio exponencialmente en intervalos regulares [32], permitiendo
concentraciones que se visualizan en bandas uniformes y actualmente son los mas
comercializados. Generalmente son desarrollados mediante las siguientes estrategias

mostradas en la figura 3.
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1) 2) 3)
— Eco RI Eco RI

I I

[ T L

Eco RI Eco RI Eco Rl

Figura 3. Estrategias basicas para la produccién de marcadores de peso molecular tipo Il
[31]. 1) Ligacion de subunidades sin clonar en concatémeros. 2) Post-clonacion: se digiere por
restriccion parcial el inserto del vector. 3) Se realiza una digestion de restriccidén parcial del inserto,

sin el ADN plasmidico, dando como resultado numerosos fragmentos con tamafios conocidos.

Actualmente, los vectores mas ocupados para obtener los marcadores de peso molecular
de ADN son: pbr32 pUC 18, pUC 19 de E.coli. Debido a su practicidad y facil aceptacion
durante la transformacién en células competentes. Sin embargo, también existen
plasmidos artificiales que se han hecho con el fin de transferir material genético de
manera exitosa, mostrando un mayor manejo y manipulacion al momento de insertar y
transformar las células [12]. El inserto puede ser requerido o no dependiendo de la
obtencién del marcador, si se usan Unicamente enzimas de restriccion, no sera necesario,
siempre y cuando se cuente con un mapeo de restriccion. Si es requerido, el inserto sera
derivado de cualquier microorganismo o sintetizado in novo, con la Unica condicion de

gue su secuencia sea conocida.

17



Pseudomonas como punto de partida para la generacién de un marcador de peso
molecular
Partiendo de esta premisa, “toda secuencia previamente conocida de cualquier

organismo 0 sintetizadas son capaces de ejercer como componente de nuevos
marcadores de peso molecular”, en este trabajo se seleccionaron secuencias conocidas
de ADN, del género Pseudomonas, que codifican para diversos genes para la generacion

de un nuevo marcador de peso molecular:

katA (102pb) es un gen que codifica a la catalasa encargada mayormente de generar la
respuesta de estrés oxidativo y osmotico en Pseudomonas aeruginosa PA14, permitiendo
la adaptacion y supervivencia en ambientes hostiles y desfavorables [33]. rpoB (508pb)
gen constitutivo o “Housekeeping” en inglés, que codifica la subunidad B de la RNA
polimerasa, crucial para el proceso de transcripcion, siendo el objetivo final para las vias
de regulacion que controlan la expresién génica en todos los organismos, ha sido
ampliamente aplicado para la identificacion y analisis filogenético [34], [35]. gyrB (586)
pb gen que codifica a la subunidad b de la proteina girasa que forma parte de la DNA
topoisomerosa tipo Il, esencial para la replicacion, encontrada en diversas especies de
bacteria, Actualmente se aplica en estudios filogenéticos para géneros como
Pseudomonas, Escherichia, Salmonella, Mycobacterium, entre otras [36]-[39]. rpoD
(695pb) es un gen constitutivo que codifica el factor sigma principal de la RNA polimerasa,
es usado para analisis filogenético (como gyrB, rpoD ofreciendo una alta resolucién para
identificar a Pseudomonas, en comparacién a cuando se utiliza la secuenciacién de solo
el 16S rRNA) de la rizésfera promotora del crecimiento en plantas [40], [41]. phID (745pb)
gen responsable de codificar una policétido sintasa para la sintesis del
monoacetilfloroglucino (MAPG) precursor de 2,4-diacetilfloroglucinol (DAPG),
componente antifungico producido por diferentes cepas de Pseudomonas: P.
fluorescens, P. chlororaphis, P. protegens, P. putida y P. brassicacearum siendo la
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primera la especie mas reportada. [42]-[44]. lIpA (841pb) lectin-like putidacin A, por sus
siglas en inglés, es un gen que codifica una bacteriocina reportada hasta ahora en cepas
de interés como P. putida y P. fluorescens con potencial de uso como control de agentes
biolégicos [45,46], rrs (1500pb) o 16S ribosomal RNA es un gen que se encuentra en la
mitocondria y codifica a la subunidad | del citocromo ¢ oxidasa (COIl). Se usa ampliamente
para la clasificacion e identificacion en estudios filogenéticos y taxondémicos [16,17]. plt
(2444pb) es la secuencia mas extensa, el gen codifica a pioluterina, una bacteriocina
encontrada en distintas cepas de P. fluorescens, actia como inhibidor de patdégenos en
plantas [49].

ANTECEDENTES

El desarrollo y la publicacién respecto a marcadores de peso molecular usando
oligonucledtidos data desde los afios 90 hasta la actualidad, varias de las publicaciones
expuestas, muestran un mejoramiento en los protocolos y las técnicas de elaboracion,
haciéndolos cada vez mas sofisticados y eficientes. A continuacion, en la Tabla 2, se
muestran los marcadores de peso molecular que se han propuesto y publicado hasta la
actualidad con una breve descripcion.

Tabla 2. Marcadores de peso molecular reportados en articulos cientificos.

Titulo Descripcion Referencia
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Sintesis dirigida por
oligonucleotidos de un
marcador de peso

molecular.

Proponen un método de sintesis dirigida por
oligonucleétidos de marcadores (MPDS) que
implica la amplificacion de una diana (blanco o
fragmento de ADN) de ADN con dos conjuntos
diferentes de oligonucledtidos que definen la
longitud de los fragmentos. Se sintetizé un
marcador de 6 fragmentos que varia de 90 a 204
pb util para la clasificacién de microsatélites.

[50]

Preparacion de
marcadores de ADN
basados en ADN
plasmidico de E. coli.

Utilizaron el ADN lineal de los plasmidos de E. coli:
pUC-18, preS1-S, p-15 y pYl dando como
resultado el marcador de plasmido M1. Con un
tamafio de 3.2 kb a 11.5 kb dividido en 4
fragmentos representado por cada plasmido.
Afirmando que el ADN plasmidico en la
conformacion lineal es el necesario para los
marcadores, por la migracion durante la

electroforesis.

[51]

Método sencillo para la
produccién de un
marcador de ADN
casera en todos los

laboratorios.

Utilizaron técnicas de PCR y bioinformatica para
sintetizar 14 fragmentos de ADN que van desde
100 a 3 kb. Primero se disefiaron los
oligonucleétidos para la amplificacion de
fragmentos en un solo programa de PCR sin

ningun subproducto ni paso de purificacion.

[31]
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Produccion en Reportaron el método Illamado marcador [12]
laboratorio de sintetizado por PCR (PSM) para generar
marcadores de peso marcadores moleculares (DNA leadder) de ADN

molecular de ADN de de bajo peso molecular (100 pb a 1 kb) mediante

100 pares de bases. PCR.

Construccién de un Se obtuvoun marcador de peso molecular de ADN [14]

rango de marcador de
ADN para el fago
Lambda mediante PCR

multiplex.

con base en la técnica de PCR multiplex, donde
se amplificaron diferentes
de ADN
oligonucleédtidos disefiados de acuerdo con la
extension de la secuencia 1216-2136 del ADN del

fago lambda, amplificando en sitios blanco

longitudes de

fragmentos utiizando pares de

particulares mediante el uso de 1 oligonucleétido
directo (forward) y 6 oligonucledtidos inversos
(reverse) para 100, 200, 400, 600, 800 y 1000 pb.
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Preparacion de
marcador de

un
ADN

basada en la técnica de

PCR multiplex.

Mediante PCR multiplex se obtuvo un marcador
de peso molecular de ADN amplificando
fragmentos de ADN de 100 pb a 1 kb utilizando 10
oligonucledtidos con el mismo sentido, disefiados
segun la posicién 6631~7630 del ADN lambda.
Estos fragmentos se amplificaron mediante
Touchdown PCR (caracterizado por utilizar altas
temperaturas de alineamiento y por lo tanto alta
especificidad de union del oligonucledtido al
templado) combinado con Hot Start PCR (inicia
con temperaturas altas de desnaturalizacién para
evitar dimerizacion de oligonucleétidos e

inespecificidad de su union al templado).

[52]

Procedimiento sencillo

para la produccién en

laboratorio de

marcador de ADN.

un

En este estudio, presentamos un nuevo
procedimiento para preparar un marcador de peso
molecular de ADN con un tamafio de 100 pb a 1kb.
Los fragmentos de ADN de 100 pb con un sitio de
restriccion Unico en ambos extremos se
autoligaron para crear una repeticién en tandem.
Una vez clonada, la repeticion en tandem se
amplifico rapidamente mediante PCR y se digirié
parcialmente mediante enzimas de restriccion
para producir un marcador que contenia
multimeros de los fragmentos de ADN repetidos,
ofreciendo un producto simple, ahorrativo y

econdmico en comparacion con los comerciales.

[13]
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Construccion de un
vector sintético para la
preparacion de un
marcador de ADN (DNA
ladder) de 100 pares de
bases.

Describen la construccion de un plasmido sintético
gue produce un marcador de ADN de bajo peso
molecular (100 bp-1kb) clonado en el plasmido
pTZ57R, por digestibn de una enzima de
restriccion EcoRYV, utilizando el reconocimiento de
los sitios de restriccibon BamHI y Bglll, de esta
manera, liberando los fragmentos de plasmido

recombinante.

[29]

Un nuevo método

combinado para la

produccién de
marcadores de ADN
(DNA ladders) en

funcion  del costo-

beneficio.

Se utilizé una combinacién de dos métodos:
digestidon con enzimas de restriccidén y reaccion en
cadena de la polimerasa (PCR) para obtener dos
marcadores de peso molecular, 100 pb y 1 kb
respectivamente. El proceso de digestion
enzimatica se baso en el disefio y construccién de
pladsmidos que igualaran en tamafio a las bandas
en escala, produciendo los fragmentos de ADN
por linealizacién del plasmido pTZ57T / A por

digestion.

[32]
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Los pldsmidos pPSU Se crearon los pldsmidos pPSU1 y pPSU2 para [53]
para generar los marcadores de peso molecular que permiten
marcadores de peso producir marcadores de ADN de 100 bp y 1 kb,
molecular de ADN. proporcionando fragmentos de referencia de 50
hasta 10kb a una fraccion del coste de los
marcadores de ADN comerciales. Lograron una
migracion adecuada tanto de geles en agarosa
como en poliacrilamida nativa. Se clonaron
exitosamente los plasmidos en E. coli y la
obtencion del marcador se da con el uso de una
enzima de restriccion (Pstl), optimizando su
produccién. Esto supone la obtencién de
marcadores de peso molecular de alta calidad y

bajo costo disponibles de forma gratuita.

JUSTIFICACION

Frente a la situacion economica del pais, depender de tecnologia extranjera se ha vuelto
poco accesible para los grupos de investigacion. Por ello, resulta indispensable definir

estrategias para estimular la innovacion y el desarrollo tecnoldgico.

En los laboratorios de Biologia Molecular, los marcadores de peso molecular son una

herramienta necesaria para estimar la cantidad, calidad y tamafio de una muestra de
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ADN. Sin embargo, su uso resulta relativamente costoso. Como estrategia para
economizar el uso de estos reactivos, se han reportado protocolos de investigacion para
la elaboracion de marcadores de peso molecular en el laboratorio; desafortunadamente,

los protocolos pueden resultar largos y laboriosos.

Ademas, la mayoria de los protocolos destinados para su produccién han sido patentados

o han presentado intereses comerciales, dificultando el acceso de pequefios laboratorios.

Con la elaboracion de un nuevo marcador de peso molecular, se busca reemplazar
parcialmente el uso de los marcadores comerciales con fines educativos o de
investigacion, implementando una técnica mas eficiente y de menor costo que favorezca

la economia del campo cientifico.

Los marcadores son comercializados por diferentes compariias como Sigma, Roche, Life
Technologies, Promega, entre otras, sin embargo, pese a la demanda que tienen, los
precios siguen siendo elevados para laboratorios con fondos limitados, es por ello que el
presente proyecto, brinda una alternativa para poder sintetizar un marcador de peso
molecular para su posterior uso en el Laboratorio de Ecologia Molecular con el fin de

disminuir el gasto que representa obtenerlos de manera comercial.

HIPOTESIS

Se puede generar un marcador de peso molecular accesible haciendo uso de: PCR,
electroforesis y un vector de clonacion, gue nos permita identificar y clonar ocho genes
especificos, previamente secuenciados, presentes en Pseudomonas y, que sirva como

alternativa o complemento para corroborar resultados derivados de otros métodos.
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El marcador resultante tendrd una densidad y corrimiento durante la electroforesis
uniforme, mediante el protocolo propuesto y serd por lo tanto, de gran utilidad en
laboratorios que opten por alternativas econdémicas pero funcionales de marcadores de

peso molecular de ADN.

OBJETIVOS

Objetivo general
Generar un marcador de peso molecular que sea aplicable en ensayos de electroforesis

de ADN versétil y de bajo costo de produccion.

Objetivos particulares
1. Disefar un protocolo para la elaboracion de un marcador de peso molecular,

funcional, verséatil y con bajo costo de produccion.

2. Seleccionar fragmentos de ADN que sean de interés para la generacion del

marcador de peso molecular.

3. Optimizar el proceso de amplificacién de los genes seleccionados mediante la
técnica de PCR.

4. Utilizacion del marcador de peso molecular como herramienta en la identificacidon

de genes especificos del género Pseudomonas.
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MATERIALES Y METODOS

Microorganismos empleados
En el siguiente trabajo se extrajo material gendbmico de un cultivo liquido con 24h de

incubacion u “overnight” de Pseudomonas putida KT2440 y P. protegens EMM1 donados
por el laboratorio de Ecologia Molecular Microbiana del Centro de Investigaciones en
Ciencias Microbiolégicas de la BUAP. Para las transformaciones se utilizaron cepas
competentes de E.coli DH5-a, cepa bacteriana ampliamente utilizada en amplificacion y
recombinacion de ADN. Las condiciones de crecimiento se presentan en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones de crecimiento de los microorganismos utilizados en el

presente trabajo.

Microorganismo Medio de Temperatura Tiempo de L
) . . ) » Agitacion
cultivo de incubacién incubacién

P. putida KT244

P LB + Cm?!® 30°C 24 h 200 rpm
P. protegens EMM1

proted LB Cmi® 30°C 24 h 200 rpm
E. coli DH5-a

LB + Nal*° 37°C 24 h 200-250 rpm
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Vector utilizado en las ligaciones
Para las transformaciones se utilizo el vector pPGEM-T Easy Vector System | de Promega,

vector artificial, linearizado con una base de timina en cada uno de los extremos
terminales 3’, asi el inserto amplificado es capaz de unirse después de ser amplificado
por la polimesa taq pol, que afiade una adenina en cada extremo 3’ al finalizar cada
amplificacion. Figura 4. La T4 ligasa reconoce las adeninas y los empalma exitosamente

al vector que contiene las colas de timina en sus extremos. La concentracion del vector

es de 50 ng/ul.

(lacza)

) o

B | [

< 3 Wi3 fwd | MCs
7 promoter

*’@oo

pGEM®-T Easy
3016 bp pit |

Loeed
"""

~ AMPR promoge,.

Figura 4. Plasmido pGEM®-T Easy. Imagén del plasmido generado en SnapGene, secuencia

tomada del protocolo pGEM-T Easy Vector System I:

https://worldwide.promega.com/products/pcr/pcr-cloning/pgem-t-easy-vector-
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systems/?catNum=A1360. El pldsmido con un tamafio de 3,016 pb, contiene un gen de
resistencia a ampicilina y el gen lacZ interrumpido por dos timinas en cada extremo 3’,

presentandose linearizado.

Extraccién de ADN gendmico en P. putida KT2440 y P. protegens EMM1
La extraccion de ADN se realizo con el protocolo Kit Wizard Genomic DNA purification

PROMEGA para bacterias Gram negativas. Se centrifugé 1 mililitro (ml) de cultivo
incubado toda la noche en un tubo de microcentrifuga de 1.5 ml por 2 minutos (min) a
14,000 revoluciones por minuto (rpm) desechando el sobrenadante. Se repite dos veces
el proceso para obtener mayor cantidad de pellet (paquete) celular. Posteriormente se
hizo una lisis celular, agregando 600 ul de “Nuclei Lysis Solution” sobre el pellet y
mezclando. Se incubd por 5 min a 80°C y se enfrié a temperatura ambiente (TA). Se
agregaron 3 yl de RNAsa, mezclando vigorosamente, se incub6 a 37°C por un rango de
15 a 16 min. La precipitacion de proteinas se consiguié vertiendo 200 ul de “Protein
Precipitation Solution” y agitando con un vortex por 30 segundos (s), se incubo en hielo
de 5 a 7 minutos. Después se centrifug6 durante 3 min a 14,000 rpm y se transfirio a hielo
por 7 min. Para la precipitaciéon y rehidratacion del DNA se transfirié el sobrenadante a
un tubo con 600 ul de isopropanol a TA y se mezclé. Se centrifug6 por 2 min a 14,000
rpm y se desecha el sobrenadante. Se agregaron 600 pl etanol al 70%, se mezclo y
centrifugd por 2 min (14,000 rpm), se desechd el sobrenadante. Finalmente se dejé
evaporar los residuos de etanol restantes en una estufa por 30 min y se rehidraté con 50
Ml de “Rehidratation Solution” por 1h a 65°C o toda la noche a 4°C. Conservando el ADN
a-20°C.
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Disefio de oligonucledtidos para fragmentos de 102 pb a 2.4 kb
Se disefaron ocho pares de oligonucledtidos sintetizados en la Unidad de Sintesis de

Oligonucleétidos del Instituto de Biotecnologia de la UNAM
(http://www.ibt.unam.mx/sintesis) que codifican a genes altamente conservados en los

microorganismos. Tabla 3.

Tabla 4. Oligonucledétidos seleccionados parala generacién de un marcador de 100
pb a 2,444 pb.

Gen que Oligo- Secuencia 5’ 1 3’ Tamafio Genoma
amplifica nucleotidos (pb)
(producto)
katA** KatA-F CTTCATTCGCGACCCACTTA 102 Pseudomonas putida
(Catalasa) KatA-R GACCAGAAGTCCCACATCATC** KT2440
rpoB* rpoBfl CAGTTCATGGACCAGAACAACCCGCT 508 Pseudomonas sp.
RNA rpoBrl CCCATCAACGCACGGTTGGCGTC
polimerasa
subunidad B
(K)
gyrB* gyrBf TTCAGCTGGGACATCCTGGCCAA 586 Pseudomonas sp.
subunidad B gyrBr2 TCGATCATCTTGCCGACRACCA
(L) DNA
girasa
rpoD* rpoDf ACTTCCCTGGCACGGTTGACCA 695 Pseudomonas sp.
RNA rpoDr TCGACATGCGACGGTTGATGTC
polimerasa
subunidad D
(K
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phID* Phl2a (F) 745 Pseudomonas
(2,4 DAPG) Phi2b (R) GAGGACGTCGAAGACCACCA protegens
ACCGCAGCATCGTGTATGAG
llpa* PF-F ATGGCTTGGATTCGATACGAC 841 Pseudomonas
(bacteriocina PF-R TTAGAACACGTTGTCCCAGGTG protegens
LIpA)
res fD1 CCGAATTCGTCGACAACAGAGTTTGAT 1500 Pseudomonas sp,
(16Sr DNA) rD1 CCTGGCTCAG Klebsiella sp.,
[54] CCCGGGATCCAAGCTTAAGGAGGTGAT Streptococcus sp.
CCAGCC
plt* catplt (F) GCAGCAGCGTCAATGATGAAC 2444 Pseudomonas
(pioluteorina) pltR (R) CATGCTCGCGCTCGAACAGTTC protegens

Cesa-Luna*, Lopez-Cruz**. (Comunicacién personal, 2019).

Amplificacién de los fragmentos KatA, rpoB, gyrB, rpoD, phliD, lIpA, rrs y plt
mediante PCR

Para amplificar los fragmentos deseados se uso el kit de Promega GoTaq® Green vy el

equipo 100™ Thermal Cycler. Se ocup6 un volumen total de 50 ul por cada microtubo de

0.2 ml. Tres réplicas por gen fueron realizadas con su respectivo control negativo para

asegurar la especificidad de los oligonucle6tidos. Los oligonucledtidos se ajustaron a una

concentracion de 5 a 10 pmol/ yl y se amplificaron los fragmentos de ADN en las
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condiciones representadas en la tabla 4, con una elongacion final de 72°C/10 min y
temperatura final de 10°C/~. El resultado de la amplificacion fue verificado por
electroforesis en gel de agarosa al 1% (80V/10min) (100V/40min), se le afladié GelRed®

(Biotium) para su visualizacién en un transiluminador de rayos UV. Figura 5A.

Tabla 5. Condiciones de PCR para cada gen amplificado

. ., Desnaturalizacion
Desnaturalizacién

Gen amplificado inicial Alineamiento Elongacién después_del primer
ciclo

katA 95°C/2min Tm 63°C/45s 72°C/30s 95°C/1min
rpoB 95°C/2min Tm 60°C/45s 72°C/30s 94°C/1min
gyrB 94°C/2min Tm 65°C/45s 72°C/30s 94°C/1min
rpoD 95°C/2min Tm 60°C/45s 72°C/30s 94°C/1min
phID 94°C/2min Tm 65°C/45s 72°C/30s 94°C/1min

llpa 94°C/2min Tm 60°C/45s 72°C/1min 94°C/30s

res 95°C/5min Tm 52°C/45s 72°C/1.5 min 95°C/30s

plt 94°C/2min Tm 60°C/45s 72°C/1min 94°C/30s

Condiciones para amplificacién de GEMT-U y EMT-D [15]

Oligonucledtidos

generales para vector
pGEM-T Easy 94°C/2min Tm 50°C/15s 72°C/1min 94°C/15s
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Purificacion y cuantificacién de fragmentos de ADN
Posterior a obtener los productos de PCR se purificaron los fragmentos siguiendo el

protocolo High Pure PCR Product Purification Kit; Purification of DNA Fragments from
Agarose Gel de la compafiia Sigma-Aldrich. Una vez terminado el proceso se cuantifico
en Nanodrop la concentracion del DNA (ng/ul) y se registré la absorbancia para medir la

pureza y calidad del ADN a una absorbancia de A¢o/A2g0-

Células competentes

Elaboracién de células competentes Escherichia coli DH5-a
De un cultivo madre se extrajo una alicuota de Escherchia coli DH5a diluida en una

proporciéon de 1:100 en un cultivo estéril de LB con Acido Nalidixico (Nal30) para evitar
riesgos de contaminacion. Se incub6 a 37°C durante 2 horas a 250 rpm. Se midi6 la
densidad Optica con un espectrofotometro (EQUIPO) ajustada a 600 nm (DOsna) con el
fin de cuantificar la biomasa de la alicuota (se recomienda que la densidad de biomasa
se encuentre en un rango de 0.4 a 0.7). El cultivo fue sometido a un bafio de frio por 30
minutos y se centrifugd a 10 rpm por 10 min durante 20 minutos. Se elimind el
sobrenadante y se agregaron 50 ml de CaCl2 0.1M. Se incubd en hielo durante 2h. Se
centrifugd por 10 min descartando el sobrenadante y se agregaron 5ml de CaCl2 0.1M y
850 ul de glicerol estéril. Se mezclo y finalmente se elaboraron alicuotas de 100 pl y se

almacenaron a una temperatura de -20°C.
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Transformacién de Escherichia coli DH5-a

Las células competentes se sometieron a un bafio de hielo, se agregaron 10 ul de cada
ligacion en cada alicuota de 100 pl. Se incubd durante 30 min y cada alicuota fue
sometida a un choque térmico de 42°C por 2 min y depositadas en hielo durante 5 min.
Se incubaron a 37°C en LB estéril (1ml) por 1 hora. Se procedio a platear 500 ul de cultivo
en cajas Petri con LB s6lido con ampicilina Amp*°° y Nal3°. Se obtuvo una réplica de cada
tubo que contenia una ligacion.

Ligacion de KatA, rpoB, gyrB, rpoD, phlID, lIpA, rrs y PIt

Cada uno de los genes amplificados por PCR (KatA, rpoB, gyrB, rpoD, phiD, lIpA, rrs'y
PIt) se ligaron al vector pGEM-T Easy Vector System I, con ayuda de la enzima T4 ADN
ligasa, obteniendo un total de 8 ligaciones (Tabla 6). La concentracion del inserto fue de
3:1 respecto al plasmido empleado y por cada ligacion se utilizaron 50 ng/ul del plasmido

pGem-T easy.

Tabla 6. Concentracion y volumen empleado en las ligaciones

Gen Concentracion del inserto 3:1 Wl del inserto por cada ul del
(ng/pl) respecto al vector vector (50 ng/ ul)

katA 5.075 0.13

rpoB 25.27 0.40

gyrB 29.15 0.88

rpoD 34.58 0.47

34



phiD 37.06 1.32

llpa 41.84 0.45
rrs 74.63 0.97
plt 121.6 1.79

Una vez listas las células competentes de Escherichia coli DH5-a y las ligaciones de los
genes respectivos en el pGEM-T Easy Vector System |, se procedié a descongelar en

hielo células competentes (100 ul por alicuota), donde se agregaron 8 ul de ligacion.

Transformacién de Escherichia coli DH5-a
Las células competentes de E. coli DH5-a resuspendidas con cada reaccién de ligacion

se mantuvieron en hielo durante 30 min. Después se llevaron a una temperatura de 42°C
durante 45 s, transcurrido el tiempo se depositan en hielo nuevamente durante 5 min y
se incubaron a 37°C con agitacion en 200 ul de medio LB liquido sin antibiético durante

1 h. Se repitié el mismo procedimiento para cada reaccion de ligacion.

Plateo en medio LB so6lido
Se platearon 100 ul de cada transformacion en cajas Petri con medio selectivo sélido de

LB Amp'®® yNal?®. Se incubaron a 37°C durante 24 h. Durante el proceso de
transformacioén se incluyé un control negativo en cada proceso para verificar la correcta
manipulacion y funcionamiento de los protocolos y reactivos.

Detecciéon y amplificacion de los genes katA, rpoB, gyrB, rpoD, phID, lIpA, rrs y PIt

por PCR de colonia
De las colonias que crecieron en el medio solido con antibidtico, se seleccionaron

colonias al azar para detectar el fragmento de interés clonado, mediante PCR de colonia
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(Figura 6). La amplificacion por PCR de colonia se llevo a cabo con el el kit de Promega
GoTag® Green y el equipo T100™ Thermal Cycler. y el equipo T100™ Thermal Cycler.
Se seleccionaron 5 colonias de cada transformacion, como potenciales portadoras del
plasmido pGEM-T Easy Vector System |. Se aisl6 cada colonia en una nueva caja Petri
con LB Amp!?° sélido para confirmar la resistencia de las cepas, poniendo como control

negativo a Eschericia coli DH5aq, siendo incapaz de crecer en medios con ampicilina.

Se incubaron durante 24 h y posteriormente en microtubos conteniendo la mezcla del kit
Master Mix y los oligonucleotidos especificos, se agrego, de manera individual y con
ayuda de palillos estériles, tres colonias diferentes por cada fragmento de gen clonado,
amplificando por PCR directamente las muestras sin pasar por un proceso de purificacion
de ADN templado. En cada proceso de PCR se afiadié un control negativo para evitar
cualquier riesgo de contaminacion. Se verificaron los resultados de las reacciones de
PCR con un ensayo de electroforesis (0.5 agarosa, 50ml TAE, 1lul de RedGel,
80V/10min,100V/40min).
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Figura 5. PCR de colonia. (1) Seleccién de colonias. (2) Re-siembra de colonias. (3) Preparacion
de Mix para PCR con los oligonucleétidos especificos. (4) PCR. (5) Electroforesis de verificacion

(6) Re-siembra. (7) Guardar colonias seleccionadas en gliceroles criogénicos.

PCR de colonia con oligonucledétidos especificos para pGEM-T Easy Vector

Una vez demostrada la presencia de los genes en E. Coli DH5a, con oligonucleotidos
especificos de cada gen, se procedid a la amplificacion de cada gen pero ahora con
oligonucledtidos especificos de vector, reportados previamente por Chang vy
colaboradores [12]; GEMT-U (5-TAATACGACTCACTATAGGGCGAATTG-3'). Y EMT-D
(5-ACCTGCAGGCGGCCGCGAATTCACTAGTGAT-3'). Se hicieron tres réplicas de

este proceso por cada transformacion conseguida junto a un control negativo.
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A partir de los fragmentos conseguidos, se realizé una segunda amplificacion donde se
consiguen los fragmentos que forman parte de los marcadores de peso molecular

propuestos.

Preparacion de gliceroles
Posterior a la comprobacion de la presencia del plasmido y del fragmento del gen de

interés, se aseguraron los cultivos respectivos de cada gen, con el uso de glicerol estéril
al 100% y en tubos criogénicos de 2 ml. Se agregd 1 ml de células transformadas (en LB
estéril) mezclado con 1 ml de glicerol al 100% estéril. Este proceso se realiz6 para cada
vector conteniendo a cada fragmento de gen de interés y en condiciones de campana

para conservar esterilidad. Finalmente se conservan a -20°C.

RESULTADOS Y DISCUSION

Anélisis de marcadores de peso molecular de ADN comerciales
Los marcadores de peso molecular son insumos que se pueden adquirir con un proveedor

o directamente con la compafiia que los fabrica.

A continuacion, en la tabla comparativa (tabla 7) se muestra una lista de marcadores de
peso moleculares de ADN comerciales con los rangos de los fragmentos obtenidos,
donde se compara el precio, concentracion, tamafio y nimero de aplicaciones, siendo

estos los valores considerados para su compra.

La transparencia de un producto es uno de los factores mas importantes que se tiene que
considerar para su venta, asi como el tiempo que tarda el cliente en adquirirlo. La muestra
del precio entonces es esencial, sin embargo, existen compafiias que no lo reflejan sin
una previa cotizacion, dificultando la seleccién y por lo tanto la compra del producto ya

gue pueden transcurrir dias para obtenerla. Otra desventaja se presenta posterior a la
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cotizacion, puesto que el envio muchas veces puede ser costoso, mas aun si el producto

debe ser importado.

Existen marcas mexicanas que manejan este tipo de productos, empero, también
presentan problemas de transparencia y tiempos de cotizacién. Cabe destacar que la
seleccidn de estos productos es limitada en comparacion a los que ofrecen las empresas

extranjeras, pero son mas baratos y por lo tanto mas accesibles.

Se observa que el rango de volumen varia, de 50 a 300 g, el volumen final que se considera en el
producto propuesto es de 50 pg. La concentracion varia desde los 50 pug/ml hasta los 500 pg/ml, una
diferencia significativa que se logra percibir por la cantidad de producto que se afiade en
cada linea de gel que se requiere para visualizar las bandas del marcador cuando se

realiza la electroforesis, afectando directamente el nimero de aplicaciones.

Las aplicaciones se encuentran en un rango de 50 a 500, siendo MP50 PUC19/Msp | el producto
que ofrece mayor nimero de aplicaciones, esto debido a la concentracion del producto y la
manera en que se obtuvo (mediante una digestion por endonucleasa de restriccion Mspl del
plasmido PUC19, plasmido encontrado cominmente en E.coli y estudiado ampliamente), por lo
tanto el costo es menor. Entonces el precio de un marcador se eleva en ocasiones por el nimero
de fragmentos empleados y la técnica empleada para obtenerlo, por ejemplo; BenchTop 100bp
DNA Ladder con un volumen total de 300 ug, y con un nimero de 50 aplicaciones, es una mezcla
de fragmentos preparada por escision de un plasmido construido con endonucleasas de
restriccion [64], por ende el marcador puede contar con un mayor precio, no sélo por la
metodologia empleada, sino también por la aplicacion de la propiedad industrial, a pesar de que

la calidad sea la misma o menor.

Las marcas comerciales se han estandarizado, ofreciendo un aproximado de 50 a 100
aplicaciones. La cantidad ocupada para cada linea o carril de gel puede ser desde el uso de 1 ug

hasta 6 pug. Esto dependera del tamafio del pozo.
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Los marcadores comerciales ofertan su producto en un rango de $1,000 hasta $3,204

MXN. Se remarca el precio del marcador que oferta BioTecMol, siendo el anico producto

nacional encontrado y el mas accesible dentro de la lista, pero la menos conocida. La

tecnologia extranjera suele ser menos accesible en precio, por costos de exportacion y

aranceles, pero facilmente seleccionada por consumidores en comparacién con la marca

nacional. Esto en su mayoria por el rango de tamafio de los fragmentos que ofrecen, pero

también a la confianza y el prestigio de las compafiias transnacionales que son otorgadas

por el consumidor, asi como los usos reportados en diferentes publicaciones cientificas

que los avalan.

Tabla 7. Marcadores comerciales de empresas reconocidas

Marcador Empresa Precio Conc Tamarfio Rango de tamafio Aplicaci  Referen
(MXN) entra ones cia
cion
DNA Sigma- $3,236.00 250 50 ug 100 a 1500 bp y una 50 [62]
Molecular Aldrich pg/ml banda de 2642 bp
Weight
Marker XIV
(200 bp
ladder)
100 bp DNA New $1,371.90 500 100 ug 100 bp a 1,517 bp 100 [63]
Ladder England pg/ml
BioLabs
Inc.
BenchTop Promega  $3,204.95 250 300 pg 100 bp a 1,000 bp y 50 [64]
100bp DNA pg/ml una banda de 1500
Ladder bp
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Estandar de TermoFisc $1,642.64 500 50 ug 100 bp a 1,000 bp 100 [65]

ADN her pg/ml
GeneRuler™
100 bp
100pb DNA  TermoFisc  $1,871.98 500 50 pg 100 bp a 2,000 bp 100 [66]
Ladder her pg/ml
Invitrogen

Marcadores mexicanos comerciales

MP50 BioTecMol $1,000 0.05 50 pg 110 a 501 bp 300-500 [67]
PUC19/Msp | pg/ul

Precios Marzo, 2021.

La aprobacion de los productos emergentes solo se determinara por su uso, presentando
la calidad de las marcas por la densidad y el corrimiento de bandas observado en los
geles de agarosa. A pesar de encontrar empresas mexicanas dedicadas a la elaboracion
de herramientas moleculares, ain son escasos sus productos y su oferta se ve limitada,
a diferencia de las compainiias transnacionales. La brecha tecnoldgica es evidente en este

sector.

Extraccion de katA, rpoB, gyrB, rpoD, phID, lIpA, rrs y Plt en Pseudomonas
KT2440y P. protegens EMML1
Para la elaboracién de un nuevo marcador de peso molecular de ADN se extrajo el ADN

de Pseudomonas protegens EMM1 mediante lisis alcalina, para la posterior amplificacion
de rpoB, gyrB, rpoD, phiD, llpA, y plt, y la extraccion de ADN de P. Putida KT2440 para
la amplificacion de katA y rrs. Esto debido a que anteriormente el gen que codifica a la
catalasa katA ha sido reportado en Pseudomonas putida Kt2442 [61] y se rectificO si
existia la secuencia por medio del programa SnapGene, ensamblando los
oligonucledtidos correspondientes en la secuencia NC_002947.4 de la cepa KT2440.
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Se realizaron duplicados. La extraccion de ADN se comprobo en una electroforesis (figura
6).

Figura 6. Visualizacion del ADN extraido de cepas de Pseudomonas mediante
Electroforesis. M: GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder. ADN de Pseudomonas protegens
EMML1 (carriles 1, 2). ADN de Pseudomonas putida KT2440 (carriles 3, 4).
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Amplificacién por PCR de katA, rpoB, gyrB, rpoD, phlID, lIpA, rrs y plt
Mediante PCR y con las condiciones establecidas en la tabla 4 se llevaron a cabo las

amplificaciones y posteriores purificaciones de los genes katA, rpoB, gyrB, rpoD, phiD,

lIpA, rrs'y plt, ver figura 7.

M1 2 345678M

3000 —
2000 —

1500 —

500 —

100 —

Figura 7. Amplificacion por PCR de los genes seleccionados y su visualizacién por
electroforesis. M: GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder, 1: kat A, 2: rpoB, 3: gyrB, 4: rpoD, 5: phiD,
6: llpa, 7: rrs 'y 8: plt.

En la electroforesis se pudo visualizar un total de ocho fragmentos, correspondientes a
los que se buscaba obtener. La intensidad de las bandas se debe a la concentracién de
ADN que se consiguio durante las amplificaciones como se muestra en la tabla 6. Las
bandas de los fragmentos con la definicion deseada fueron obtenidas de los genes rpoB
y rpoD, con una concentracion de 62.9 ng/uly 72.3 ng/ul respectivamente, sin embargo,
un ajuste de concentracion de los fragmentos a 50 ng/ul también puede llegar a ser

Optimo para mejorar la visualizacion de las bandas.

Durante la PCR de cada fragmento se ocup6 la enzima Tagq DNA pol, dando como

resultado amplificaciones con una adenina anadida en cada extremo 3’, permitiendo a los
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productos resultantes ligarse a un plasmido de clonacion con colas de timina

directamente, sin modificacién alguna o el uso de enzimas de restriccion.

Purificacion y cuantificacion de fragmentos de ADN

3000

2000

1500 1500
500

500

Figura 8. Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los fragmentos de ADN del marcador
de pesos molecular, amplificados por PCR. Se muestran dos geles de electroforesis, resultado
de diferentes PCR. Imagen A. Para el resultado de PCR de plt, rpoB y gyrB se verifico la
presencia de los genes amplificados previo a su purificacién. Marcador (M). Control negativo plt;
(carril 1) plt; (carriles 2,3,4) Control negativo rpoB; (carril 5). rpoB; (carriles 6,7,8) control negativo
gyrB (carril 9). gyrB (carriles 10,11,12). Imagen B. Para rpoD (carriles 2,3,4), katA, rrs y lIpA se
realizé la PCR por separado y posteriormente se hizo una purificacion directa. En ambas

electroforesis se agreg6 el marcador GeneRuler 1 kb Plus DNA Ladder (M) y un control negativo

).

Posterior a obtener los productos de PCR se corrieron diferentes electroforesis para

extraer la banda con el fragmento deseado y purificarlo, como se muestra en la figura 8B.
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El resultado de las purificaciones mostro altas concentraciones de ADN, debido a las tres
réplicas que se realizaron por fragmento amplificado. La purificacion se hizo con el fin de
disminuir la probabilidad de adquirir ligaciones con fragmentos de diferentes tamafos.
Una vez terminado el proceso se cuantifico en Nanodrop la concentracion del DNA (ng/ul)
y se registro la absorbancia para medir la pureza y calidad del ADN a una absorbancia
de A,¢0/A,g, Tabla 8.

Tabla 8. Concentracion absorbancia y tamafio de los fragmentos resultantes.

Gen Tamaiio (bp) ng/ul Espectrometria
AZ 60/A2 80

katA 102 38.3 1.69*
rpoB 508 62.9 1.73
gyrB 586 32.8 1.81
rpoD 695 72.3 1.75
phiD 745 28 1.79

llpa 841 91.2 1.87

res 1500 76.3 1.83

plt 2444 67.6 1.82
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Estimacion de la pureza del ADN amplificado
En la tabla 6 se muestran los resultados en una relacién recomendada de A,y /A,5, para

la evaluacién de la pureza del ADN, las referencias y protocolos para el uso del
espectrofotometro Nanodrop indican que un rango adecuado de pureza 6ptima de la
muestra se encuentra en un valor de ~1.8 [55] . Por lo tanto la amplificacion de los genes
gyrB, lIpA, rrs y plt resultaron con una pureza Optima, sin embargo, los genes katA, rpoB,
rpoD y phlID resultaron con una pureza aceptable, con un valor >1.6 [56]. Si los resultados
se hubiesen obtenido por abajo del valor de 1.6 indicaria presencia de compuestos

aromaticos y/o proteinas, mientras que un rango mayor a 2.1 presencia de ARN [56].

Mapas de ligaciones y digestion de enzimas de KatA, rpoB, gyrB, rpoD, phiID, lIpA,
rrsy Plt
Se realizaron ocho construcciones in silico de las ligaciones en el plasmido pGEM-T Easy

(Figuras 9-16), usando del programa SnapGene (https://www.snapgene.com/). Esto
supone un apoyo para proximos experimentos de futuras investigaciones y aplicaciones.
El mapa contempla las enzimas de restriccion con un sitio de corte Unico y a su vez se

muestran las regiones donde actuan los oligonucleétidos utilizados.
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Figura 14. Mapa del vector pGEM-T easy mas el gen lIpA. Se indica el sitio de ligacion

y enzimas de restriccion. Referencia de secuencia del inserto: AP014522.1(GeneBank)
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Transformacion en Escherichia coli DH5-a
Las transformaciones de las reacciones de ligacion del vector mas el fragmento de ADN

amplificado de los genes se llevaron a cabo usando E. coli DH5a. Se destaca que cada
gen seleccionado para amplificarse es altamente conservado en el género
Pseudomonas, pero algunos de estos también son expresados en otras bacterias porque
son genes constitutivos ,genes requeridos para el mantenimiento de las funciones
celulares basicas [57]. Los genes constitutivos reportados son los siguientes; rpoB, gyrB,
rpoD vy rrs.

Amplificacién por PCR de colonia

Se realizaron amplificaciones Unicamente de rpoB, gyrB y plt (Fig. 17) debido a la
contingencia, no se llevaron a cabo las reacciones de PCR de colonia de katA, llpA, rpoD,
phiD y rrs. Para realizar las reacciones de PCR de colonia se emplearon los
oligonucledtidos especificos de cada gen, provocando que los genes constitutivos dieran
falsos positivos como lo muestra el gel de electroforesis de rpoB y gyrB, Figura 18.

M123456789

3000
2000

1500

2444pb

500 —
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Figura 17. Resultados de PCR de colonia de plt. M; Marcador, carril 1: Control negativo, carriles
3,4y 5: PCR con oligonucledtidos caplt y pltR, usando ADN purificado del vector como templado,
carriles 2, 6, 7, 8 y 9: PCR de colonia de plt. Se indica con una flecha el tamafio esperado del
inserto de 2444 pb.

Para la electroforesis de plt, el control negativo consisti6 en afiadir Unicamente los
reactivos para realizar la PCR sin ADN, para comprobar que los oligonucleétidos o

cualquier otro componente no estuviese contaminado por incorrecta manipulacion.

Sin embargo, para genes constitutivos se le agregé como control negativo: E.coli Dh5a,

con finalidad de rectificar que los fragmentos fueran similares a los que se habian

transformado.
M12345678M M123456 7
3000 —
2000 —» 3000 —
2000 —

1500 —
1500 —|

587

500 — —= 509

500 —

Figura 18. Imagen A. Productos amplificados de PCR de colonia correspondientes a rpoB.
Carril M: Marcador, carril 1: Control negativo, carril 2: Control negativo (PCR de colonia de E.coli
Dhb5a, carril 3: Control positivo (PCR de colonia de Pseudomonas protegens EMM1), carriles 4,
5, 6, 7, 8: PCR de colonia de rpoB. Imagen B. Bandas resultantes de PCR de colonia de gyrB.
Carril M: Marcador, carrill: Control negativo (PCR de colonia de E.coli Dh5a), 2: Control positivo
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(PCR de colonia de Pseudomonas protegens EMM1), carriles 3, 4, 5, 6, 7: PCR de colonia de
gyrB.

En la Figura 18.A se observa que hay una diferencia de corrimiento entre los productos
de PCR de colonias, especificamente de los carriles 5y 7 y en Figl8.B se percibe el
mismo comportamiento en el carril 7. Posiblemente esta alteracién es causada porque
no se uso6 ningun componente desnaturalizante durante la PCR, permitiendo la formacion
de estructuras secundarias por la abundancia de GC, que tienen mas estabilidad de sus
enlaces debido a sus tres puentes de hidrégeno, dificultando la desnaturalizacion,
provocando la formacién de bucles o loops. También puede llegar a afectar los
oligonucledtidos, formando dimeros y evitando la amplificacion deseada.

El dimetilsulfoxido (CH3)2SO o DMSO es un compuesto organosulfurado con alta
polaridad y constante dieléctrica [58]. Se usa como adyuvante porque logra disminuir las
estructuras secundarias del ADN por medio de interacciones por puentes de hidrogeno
provocando una labil desnaturalizacion o desestabilizacion de la formacién de la
estructura doble hélice. [59][58]. Serrato Diaz y colaboradores recomiendan su uso a una
concentracion de 2 y 10%. [7]

Finalmente, para evitar falsos positivos se propone el uso de oligonucleétidos especificos
para pGEM-T Easy Vector [; los oligonucleétidos GEMT-U y GEMT-D postulados por
Chang [12]. O bien, llevar a cabo el protocolo de extraccion del plasmido y posteriormente
purificar y realizar una digestidbn con enzimas de restriccibn que provoguen cortes
exclusivos en el plasmido sin afectar el inserto para comprobar que este se encuentre

dentro del plasmido.
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Extraccion de plasmido con oligonucleétidos especificos para pGEM-T Easy
Vector y el fragmento de ADN de interés con enzimas de restriccion.

Si se opta por la extraccion del plasmido como método de comprobacion se necesita
hacer un una PCR para amplificar el inserto de interés o una restriccion enzimatica para

comprobar la precencia del vector y del inserto.

En el segundo caso, se propone una digestion enzimatica con uso de enzimas de
restriccién para generar dos cortes (EcoRlI, Notl) o cortes Unicos (Sacll, Spel, Ncol) en
regiones cercanas al inserto del plasmido. A continuacion, se muestra en la tabla 9 las

potenciales enzimas de restriccion que pueden ser utilizadas.

Tabla 9. Enzimas de restriccion parala comprobacion de presencia del inserto

por digestién enzimatica.

Plasmido Enzimas de restriccion

pGEM-Tkat Sacll, EcoRl, Spel, Notl
PGEM-TrpoB Sacll, Spel, Notl
PGEM-TgyrB EcoRl, Spel, Notl, Ncol
PGEMT-TrpoD Sacll, EcoRl, Spel, Notl
PGEM-TphID EcoRl, Spel, Notl, Ncol
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Sacll,

pPGEM-Tllpa

EcoRl, Spel, Notl
PGEM-Trrs Sacll, EcoRl, Spel, Notl
PGEMT-plt Sacll, Spel, Notl, BstZI

Propuesta de marcadores de peso molecular para ADN

Los marcadores de peso molecular son una de las herramientas mas importantes en la
biologia molecular y diferentes ramas de la biotecnologia, la mayoria de las veces son
ocupados para diagndstico durante una electroforesis. Se proponen cuatro marcadores
de peso molecular con diferentes tamafios (pb) que pueden ser aplicados durante el
reconocimiento de genes de interés o ensayos de electroforesis para secuencias de ADN
gue se encuentren dentro del rango que cubren los marcadores que a continuacion se

muestran.

Las propuestas de los marcadores fueron elaboradas usando la herramienta de
electroforesis in silico del programa SnapGene usando el marcador GeneRuler™ 1 kb
Plus DNA Ladder como marcador de referencia. La primera propuesta abarca Gnicamente
los fragmentos resultado del uso de los oligonucleétidos especificos. Tabla 10. Figura 19.
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Tabla 10. Primer marcador de peso molecular.

Marcador

propuesto

Marcador |

Pares de
Fragmentos ] i .
Figura Oligonucledtidos Gen
totales o
utilizados
katA-F
katA
katA-R
rpoBfl
P rpoB
rpoBrl
rBf
ay ayrB
gyrBr2
rpoDf
P rpoD
rpoDr
8 18
Phl2a
phlD
Phi2b
f-F
P lIpA
pf-R
fD1
16s RNA
rD1
catplt (F)
plt
pltR (R)

Fragmentos

resultantes
(pb)

102

509

587

693

746

843

1562

2444
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Figura 19. Primera propuesta de marcador in silico. MW: 1 kb Plus DNA Ladder. 1: katA, 2:
rpoB, 3: gyrB, 4: rpoD, 7: phID, 6: lpA, 7: rrs, 8: plt.

El Segundo marcador se obtiene a partir del uso Unico de los oligonucleétidos GEMT-U
y GEMT-D. Tabla 11. Figura 20. La utilizacion de los oligonuclétidos GEMT-U y GEMT-D
genera un aumento de pb en cada fragmento de ADN de 90 pb. El uso de estos
oligonucledtidos para pGEMT- Easy combinados con los otros oligonucledtidos

especificos de cada gen, puede resultar en fragmentos mas pequefios o grandes,
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proporcionando otras alternativas para la generacion de nuevos marcadores. Figuras 19,
20,21y 22.

Tabla 11. Segundo marcador de peso molecular

Pares de Fragmentos
Marcador Fragmentos ) o .
Figura Oligoniucleotidos Gen resultantes
propuesto totales -
utilizados (pb)
katA 212
rpoB 619
gyrB 697
rpoD 803
phlD 856
Marcador Il 8-9 19
GEMT-U GEMT-D lIpA 953
rrs 1672
plt 2554
pGEM-T
Eas
_ -y 3016
linearizado
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Figura 20. Segunda propuesta de marcador in silico. 1: katA, 2: rpoB, 3: gyrB, 4: rpoD, 7: phiD,
6: lIpA, 7: rrs, 8: plt, 9: pPGEMT-Easy linearizado (superenrollado).

A continuacién, se muestra la tabla 12 con todos los fragmentos obtenidos por la
combinacion de oligonucleétidos compatibles en cada plasmido. La elaboracion de

marcadores personalizados es viable gracias a la cercania de los tamafos. Figura 21.
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Tabla 12. Todos los fragmentos obtenidos para personalizar un marcador de peso molecular

Marcador

propuesto

Marcador

personalizado

Fragmentos

totales

33

Figura

20

Pares de
Oligoniucleétidos

utilizados

katA-F
katA-R

KatA-F
GEMT-D

GEMT-U
katA-R

GEMT-U
GEMT-D

rpoBfl
rpoBrl

rpoBfl
GEMT-D

GEMT-U
rpoBril

gyrBf
gyrBr2

GEMT-U
GEMT-D

gyrBf
GEMT-D

Gen

katA

katA

katA

katA

rpoB

rpoB

rpoB

gyrB

rpoB

gyrB

Fragmentos

resultantes (pb)

102

134

180

212

509

541

587

587

619

619
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GEMT-U

rB 665
gyrBr2 ¥
rpoDf
rpoD 693
rpoDr
GEMT-U
gyrB 697
GEMT-D
rpoDf
rpoD 725
GEMT-D
Phl2a
phID 746
Phi2b
GEMT-U
rpoD 771
rpoDr
Phi2a
phID 778
GEMT-D
GEMT-U
rpoD 803
GEMT-D
GEMT-U
phlD 824
Phi2b
f-F
P lIpA 843
pf-R
GEMT-U
phiD 856
GEMT-D
pf-F
lIpA 875
GEMT-D
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GEMT-U

lIpA 921
pf-R
GEMT-U
lIpA 953
GEMT-D
fD1
16s RNA 1562
D1
fD1
16s RNA 1594
GEMT-D
GEMT-U
16s RNA 1640
D1
GEMT-U
16s RNA 1672
GEMT-D
catplt (F
pit (F) plt 2444
pltR (R)
catplt (F
pit(F) plt 2476
GEMT-D
GEMT-U
plt 2522
pltR (R)
GEMT-D
plt 2554

GEMT-U




Figura 21. Tercera propuesta de marcador in silico. (MW) 1 kb Plus DNA Ladder. carrilesl-

33: Fragmentos resultantes de las combinaciones de los oligonucleétidos en la tabla 12.

El Gltimo marcador propuesto se obtiene por extraccion de ADN plasmidico, o usando un

solo oligonucledtido durante la PCR de colonia. La electroforesis in silico muestra

Unicamente los plasmidos superenrollados. Tabla 13. Figura 22.

Tabla 13. Cuarto marcador de peso molecular

Marcador ) Gen + pGem-T
Fragmentos totales Figura

propuesto easy
katA
rpoB

Marcador IV 8 21
gyrB
rpoD

Fragmentos

resultantes (pb)

3119

3526

3604

3710

67



bp

15,000 —

10,000 —
§000—
7000
G000
SO000—

4000 —

3000 —

2000 —

1500 —

1.0 % agarose

phiD
lIpA
16S RNA

plt

3763

3860

4579

5461

Figura 22. Cuarta propuesta de marcador in silico. (MW) 1 kb Plus DNA Ladder. (1) katA (2)

rpoB (3) gyrB (4) rpoD (5) phID (6) lpA (7) rrs (8) plt.
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Costo de manufactura

Para definir el precio unitario del producto se presenta el precio estimado por las
reacciones recomendadas a partir del resultado de las diferentes concentraciones de las
secuencias amplificadas. El costo total para la elaboracion de las PCR fue de $309 MXN.
Cada precio se calculo por el nUumero de reacciones, siendo que el costo por reaccion
(25ul) es de $10.65 MXN (calculado a partir del precio ofertado en enero de 2021). Asi
mismo, los resultados se ajustaron para tener una concentracion superior a 50 pg/ul de

ADN, posterior a una purificacion.

Tabla 14. Precio por reaccion de PCR.

Gen ng/ul No. De reacciones No. De reacciones  Costo
(25 ul) recomendada
katA 38.3 3 5 S 53.29
rpoB 62.9 3 3 S 31.97
gyrB 32.8 3 5 $ 53.29
rpoD 72.3 3 3 S 31.97
phiD 28 2 5 S 53.29
lipa 91.2 3 2 $ 21.32
rrs 76.3 3 3 S 31.97
plt 67.6 3 3 $ 31.97
Total 3 309.07

Después, mediante la siguiente ecuacion:
C1Vv1=C2Vv2

Se ajusta a una concentracion de 50 ug/ul, misma que es ocupada para una correcta

visualizacién de la banda en un gel, se mostrara definida pero no saturada, efecto que se observa
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en la mayoria de los marcadores comerciales. Se propone un volumen total de 250 pl por
marcador de peso molecular, volumen promedio que se utiliza como los expuestos en la

tabla 7, con un volumen de 31.25 pl de cada secuencia amplificada.

Todas las secuencias después de ser purificadas se almacenan en volumenes totales de
50ul. Siguiendo esta premisa, se calculo el precio final de cada banda por reaccién de

PCR y se calcul6 el precio final del producto, siendo de $172.51 MXN.

Tabla 15. Ajuste de precios por volumen usado para generar el producto final.

Gen No. De reacciones recomendada Costo Volumen final Costo final
(M) (31.5ul)*
katA 5 $ 53.29 50 $ 33.31
rpoB 3 $ 31.97 50 $ 19.98
gyrB 5 $ 53.29 50 $ 35.50
rpoD 3 $ 31.97 50 $ 12.78
phID 5 $ 53.29 50 $ 37.83
lipa 2 $ 21.32 50 $ 5.45
rrs 3 $ 31.97 50 S 24.19
plt 3 $ 31.97 50 $ 3.48
Total $ 309.07 Total $ 172.51

Sin embargo, si se llegan a utilizar Unicamente los oligonucleétidos especificos para los
genes y no los GEMT-D o GEMT-U, es preciso realizar una purificacion y por ello es

importante sumar el costo del nUmero de reacciones ocupadas.

Para los marcadores | y el personalizado se requiere de purificacion, especificamente
para el primero, se necesitaron 8 aplicaciones con un costo total de $301.81 MXN.
Sumado al costo total de las PCR, el producto final es aproximadamente de $474.32
MXN. Se realizé un ajuste para los otros marcadores, el marcador Il s6lo requerira de

PCR de colonia, por lo que el costo queda en $172.51MXN, para el marcador Il o
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personalizado, variard dependiendo de las bandas a amplificar, y el marcador IV
Gnicamente necesitara de una extraccion de plasmido en las células transformadas, con
un costo aproximado de $579, precio basado en el nimero de reacciones que ofrece un
kit comercial (Kit Wizard Genomic DNA purification para 50 aplicaciones, precio de marzo
2021).

La produccién escalada significaria un gran ahorro debido a los costos de mayoreo y el
tiempo de produccion que se acortan, sin embargo, esto significa contemplar otros

riesgos, controles y para otorgar un precio final.

Algunos experimentos no se pudieron concluir, debido a la contingencia provocada por
SARS-CoV-2, Sin embargo, a pesar de esta situacion, se utilizaron programas para
presentar resultados in silico en los propuestos de los marcadores de peso molecular.

CONCLUSIONES

Un marcador de peso molecular es una herramienta que es usada de manera
indispensable en la electroforesis, las opciones que hay en el mercado, son en su mayoria
extranjeras, y sOlo unas pocas son mexicanas. Existe por lo tanto, una gran oportunidad
para la elaboracion de este tipo de productos en México y producir nuestra propia
tecnologia disminuyendo la gran brecha tecnolégica respecto a otros paises asi como

situar de lado la dependencia en este tipo de insumos.

En este trabajo de tesis se logré la obtencion de 8 fragmentos derivados de diversos
genes, con tamafos diferentes y los cuales se pueden combinar para generar varios

marcadores de peso molecular.
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Una opcion es amplificar directamente cada fragmento mediante PCR y mezclarlos para
generar el marcador de peso molecular. Esta opcion es la mas simple, aunque implica

contar con ADN gendémico como templado.

Una segunda opcion es clonar cada fragmento de ADN en un vector plasmidico para
posteriormente amplificarlos mediante PCR, con oligonucleétidos especificos o del

vector.

La tercera opcién es digerir los vectores que portan cada fragmento de ADN con enzimas
de restriccion para liberarlos, sin embargo, esto implica dos pasos de purificacion del

fragmento liberado.

La segunda opcion es muy atractiva ya que al tener clonado cada fragmento de ADN en
el vector, este puede ser almacenado tanto de manera sola como introducido en una
bacteria como E. coli, se puede ademas amplificar ADN plasmidico (se logran una gran
cantidad y se requiere una minima cantidad para la reaccion de PCR) y resguardarlo solo
a -20 °C, hasta su uso como templado para amplificar los fragmentos de ADN que

integran el marcador de peso molecular.

Por lo anterior, el trabajo realizado en esta tesis ofrece una gran versatilidad de
produccién y ensamble de diversos marcadores de peso molecular, de manera rapida,
cubriendo un amplio rango de tamafio y a bajo costo.

Los marcadores de peso molecular generados en esta tesis, son un producto acorde con
la licenciatura de biotecnologia cursada y ademas ofrece la posibilidad de ser utilizado
en todos los laboratorios de investigacion que empleen biologia molecular dentro de la

BUAP y ademas puede ser ofertado al resto de los laboratorios nacionales.
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