Ciencia en Desarrollo, Vol. 9 No. 2
ISSN 0121 - 7488 - Julio a Diciembre de 2018

Estandarizacion de protocolos de transformacion genética
en Escherichia coli y Agrobacterium tumefaciens para
la generacion de una coleccion de constructos genicos

Standardization of genetic transformation protocols
in Escherichia coli and Agrobacterium tumefaciens for
the generation of a collection of gene constructs

Linda Yhiset GoOmez Arias 2*
Silvia Gémez Dazab
Victor Nufiez Zarantesc

Fecha de Recepcion: 14 - sep. - 2015.
Fecha de Aceptacion: 20 - mar. - 2018.

Resumen

Una herramienta necesaria en la ingenieria genética de plantas son los vectores o constructos génicos
que contienen genes reporteros, pues facilitan la estandarizacion de procedimientos de transformacion
genética. El objetivo de este estudio fue evaluar protocolos de transformacion genética para generar un
procedimiento que permitiera de manera rapida y confiable obtener una coleccion base de constructos
génicos en Escherichia coli cepa DHS5a y Agrobacterium tumefaciens cepas LBA 4404, EHA 105 y C58,
empleando 25 vectores binarios (pSK 1019, pMP2482 y 23 de la serie pPCAMBIA) que contienen los genes
reporteros gfp y gus utilizando las técnicas de choque térmico y electroporacion. La confirmacion de los
transformantes se realiz6 mediante PCR y cortes con enzimas de restriccion (Eco R1 'y Xho 1), lo que per-
miti6 verificar la presencia exitosa de estos 25 vectores dentro de las bacterias empleadas. Los resultados
indican que es necesario estandarizar los protocolos de transformacion en las cepas bacterianas a utilizar
porque no todas transforman con las mismas condiciones y este trabajo puede ser un referente para la
estandarizacion en otros laboratorios de transformacion genética cuando se trabaja de manera masiva.
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Abstract

Animportant tool in plant genetic engineering is the vectors or genic constructs that contain reporter genes,
utilized to facilitate the standardization of genetic transformation protocols. The objective of this study was
evaluate genetic transformation protocols for generate in a quick and confinable manner, a base collection
of genic constructs in Escherichia coli strain DH50, and Agrobacterium tumefaciens strains LBA 4404,
EHA 105 y C58, using 25 binary vectors (pSK1019, pMP2482 y 23 de la serie pPCAMBIA) that contain
the reporter genes gfp and gus, by using the heat shock and electroporation techniques. The transformants
confirmation was made by PCR amplification and by restriction enzymes assay with Eco Rl and Xho I.
These approaches allowed verifying the presence Successful of the 25 vectors inside the used bacteria.
The results indicate that it is necessary to standardize the transformation protocols in the bacterial strains
to be used because they do not all transform with the same conditions and this work can be a reference for
the standardization in other laboratories of genetic transformation when working in a massive way.

Keywords: Reporter gene, electroporation, gene construct, genetic transformation.

1. INTRODUCCION

La transformacion genética de microorganis-
mos en el laboratorio es una técnica rutinaria de
enorme utilidad tanto para trabajos en ingenieria
genética como estudios de genética basica y
aplicada. [1, 2]. Este procedimiento fue descrito
por primera vez en Escherichia coli por Mandel
y Higa [1]. A partir de esa fecha, la eficiencia del
protocolo se ha ido mejorando sustancialmente
prolongando la exposicion de las células al CaCl,
o sustituyéndolo por otros cationes (Rb*, Mg2+
Mn," o K*) y por la adicion de otros compuestos
que permiten introducir cualquier plasmido en su
forma circular o superenrollada en casi todo tipo
de bacteria [3] .

En la naturaleza, solo muy pocas especies bac-
terianas tienen capacidad de captar ADN foraneo
de forma natural mediante la transformacion,
transduccion o conjugacion de genes [4]; y hay
pocos estudios que describan como sucede de
manera natural la transformacion de las bacterias
y cOémo experimentalmente los transposones,
integrones o casetes de genes se mueven horizon-
talmente [S]. Sin embargo, a nivel de laboratorio
se puede inducir de forma artificial; teniendo
en cuenta dos parametros principales que estan
implicados en la transformacion eficiente de una
bacteria, el primero es el método utilizado para
inducir la competencia para la transformacion
necesario para la adopcion de material genético
externo y el segundo es la constitucion genética
de la cepa que se esté transformando [6]. Existen
varios métodos para la transformacion artificial
bacteriana como la conjugacion, que requiere de
contacto fisico entre el receptor y el donante que
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contiene el plasmido conjugativo [4], las micro
ondas de choque [7], los tratamientos a base de
CaCl, [8] y la electroporacion [9, 10]; estos dos
ultimos son los mas utilizados

A nivel de laboratorio algunas cepas bacte-
rianas de Escherichia coli son las mas utilizadas,
gracias al vasto conocimiento que se tiene acerca
de su genética, bioquimica y biologia molécular,
siendo generalmente el primer sistema que se
escoge para la expresion de proteinas recom-
binantes en bacterias [1]. También estas son
empleadas para multiples actividades, que van
desde la conservacion y propagacion del ADN
plasmidico de clones hasta la creacion de grandes
bibliotecas para la determinacion de la secuencia
de un genoma [11]. Mientras que para trabajos de
expresion de proteinas recombinantes en plantas,
el sistema de transformacion vegetal mas em-
pleado es via Agrobacterium tumefaciens. Una
bacteria tipica del suelo, gram negativa, la cual
representa una situacion unica en la naturaleza,
por tener la capacidad de transferir el elemento
genético T-DNA, a un organismo eucariota supe-
rior, con su subsiguiente integracion y expresion
en el genoma del hospedero [12, 13 ]. Gracias a
la facilidad que presenta esta bacteria para trans-
ferir material genético, varias especies vegetales
de importancia agronémica son rutinariamente
transformadas usando 4. tumefaciens, la lista de
especies que son susceptibles a transformacion
mediada por A. tumefaciens crece afo tras afio
[14].

En el laboratorio de Genética Molécular Ve-
getal de Corpoica Tibaitatd se cuenta con varios
ADN desnudos que presentan genes reporteros
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gus y gfp, y en esta condicion permite que se
aumente las posibilidades de degradacion y
se dificulta su utilizacion para transformacion
genética de plantas. Aunque se han reportado
varios métodos para la transformacion artificial
de bacterias no todas las cepas transforman con
las mismas condiciones, por lo tanto el objetivo
de este trabajo fué estandarizar protocolos de
transformacion genética en E. coli DH5a y A.
tumefaciens como LBA 4404, EHA 105 y C58
para la generacion de una coleccion de cons-
tructos génicos de manera rapida y confiable.
Con una coleccion base de constructos génicos
en cepas bacterianas se logra una conservacion
estable del ADN, replicacion rapida del plasmido
y su disponibilidad inmediata para procesos de
transformacion en plantas.

2. METODOLOGIA

Esta investigacion se realizo en el laboratorio
de Genética Molécular Vegetal, de la Corpora-
cion Colombiana de Investigacion Agropecuaria
(CORPOICA-Tibaitata), ubicada en el municipio
de Mosquera, Cundinamarca.

2.1 Material biolégico

La cepade E. coli DH5a y A. tumefaciens ce-
pas LBA4404, EHA105 y C58 fueron cedidas por
el laboratorio de Biologia Molécular del Departa-
mento de Biologia de la Universidad Nacional de
Colombia. La cepa DH5a de E. coli fue crecida
durante 48 horas a 37 °C, mientras que las cepas
de Agrobacterium se crecieron durante 48 horas a
28°C y mantenidas en medio Luria Bertani (LB),
suplementado con estreptomicina 50 mg/L para
la cepa LBA4404 y rifampicina 50 mg/L para las
cepas EHA105 y C58

2.2 Material genético

Se emplearon 23 vectores binarios pertene-
cientes a la serie pPCAMBIA, el vector pSK1019
donado por el Dr. Seogchan Kang de la Univer-
sidad de Pensilvania y el vector pMP2482 cedido
por la Dra. Nicolette Quaedulig del Institute of
Molécular Plant Sciences (Holanda), para un total
de 25 vectores (Tabla 1).

Tabla 1. Material genético

VECTOR VECTOR VECTOR VECTOR

pSK 1019 pCAMBIA1390 pCAMBIA2301 pCAMBIA1381Xc

pMP2482 pCAMBIA2200 pCAMBIA1302 pCAMBIA1391
pCAMBIA0380  pCAMBIA1305.1 pCAMBIA1303 pCAMBIA1291Z
pCAMBIA0390 pCAMBIA2300 pCAMBIA1305.2 pCAMBIA1281Z
pCAMBIA1200 pCAMBIA1201 pCAMBIA1304 pCAMBIA1391Xc
pCAMBIA1300 pCAMBIA1301 pCAMBIA1381 pCAMBIA1391Xb
pCAMBIA1380 pCAMBIA2201 pCAMBIAI381Xa  pCAMBIAI391Xa

2.3 Transformacion bacteriana

La bacteria E. coli cepa DH5a se transformo
por choque térmico empleando el protocolo
descrito por Pope y Kent [8] con algunas modi-
ficaciones como la disminucion de la cantidad
de ADN plasmidico a 50 ng/ul y del tiempo de
choque térmico a 45 segundos.

Para transformar las cepas desarmadas de 4.
tumefaciens LBA4404, EHA105 y C58 se proba-
ron 2 métodos: choque térmico y electroporacion.
Para la primera, se emple¢ el protocolo descrito
en el manual de biologia molécular de plantas [15]
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y para la segunda, que se utiliz6 el electroporador
Biorad Gene Pulser®, se evaluaron dos protoco-
los de preparacion y electroporacion de células de
A. tumefaciens [15, 16]. Walkerpeach and Velten
[15] emplean HEPES pH 7, para los lavados y
resuspension de las células, con un voltaje de
electroporacion de 2.5 KV y Utermark and Kar-
lovsky [16] emplean agua grado molécular en la
preparacion de la solucion bacteriana y un voltaje
de electroporacion de 1.8 KV. Adicionalmente se
evaluaron los voltajes 1.5, 2.0 y 2.2 KV. Como
control se sembroé sobre el medio de seleccion, 100
uL de células bacterianas sometidas al proceso de
transformacion, pero omitiendo el paso de adicio-
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nar ADN plasmidico; las cepas de A. tumefaciens
se mantuvieron antes de utilizarlas, en un bafio de
hielo al igual las cubetas de electroporacion y los
tubos eppendorf de 1.5 mL estériles.

2.4 Extraccion y visualizacion del ADN
plasmidico.

Para los ADN plasmidicos que se encontraban en
las cepas de E. coli se empleo el protocolo de mi-
ni-prep de lisis alcalina, reportado por Sambrook
and Russell [2]; y se visualiz6 en geles de agarosa
al 1% tefiidos con bromuro de etidio a 0.1 pg/mL
usando el software Gene-snap. La concentracion
y pureza del ADN se determind utilizando un es-
pectrofotometro UV 260/280 (Beckman Du530).

Con respecto a los ADN plasmidicos que se
encontraban en las cepas de A. tumefaciens se
realizaron 2 métodos de extraccion: la mini-prep
de lisis alcalina [2] y la extraccion de ADN crudo
descrita por Hernandez et al/ [17] con la modifica-
cion de la solucion donde se resuspende la bacteria
que fue 50 uL de TEE (1% de triton X 100, 20 mM
de tris-HCI, pH 8.5 y 1 mM de EDTA, pH 8,0), el
resto del procedimiento se mantuvo (tomar media
colonia bacteriana transformada y suspenderla en
una solucion para luego incubarla por 10 minutos
a 95°C, transcurrido el tiempo se centrifuga por
5 minutos a 7000 rpm); el sobrenadante es usado
como ADN base en la reaccion de PCR.

2.5 Confirmacion de transformacion con los
vectores pSK1019, pMP2482 y pCAMBIA.

La confirmacion de transformacion con los
vectores empleados se hizo de dos maneras, para
los plasmidos pSK1019 y pMP2482 mediante
PCR verificando la presencia del gen y para los
pCAMBIA a través de cortes con enzimas de
restriccion para para verificar el tamafo de estos.

Al plasmido pSK1019 que contiene el gen egfp
se le realiz6 PCR con los iniciadores glGFP-R
5-GCCGAGCTCAG ATCTCACTTGTACA-
GCTC GTCCATGCC-3" y gIGFP-F 5-GCCG-
GAATTCATGAGC AAGGGCGAGGAACTG-
TTC-3" plasmidico reportados por Abello et al
[18]. Las condiciones de la reaccion fueron las
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siguientes: 100 ng de ADN plasmidico, 0.3 uM de
cada iniciador, 0.2 mM de dNTPs, 1X de buffer
de PCR, 1.5 mM de MgCl, y 1 unidad de Taq
polimerasa. La amplificacion fue realizada en un
termociclador (PT100 MJ Research) usando un
programa de 35 ciclos de 95 o C por 1 min, 60 ©
C por 1 min, 72 oC por 1 min, con una extension
final de 72 © C por 3 min.

El plasmido pMP2482 que contiene el gen Npt
11, se confirm6 con los iniciadores 5’-CCACCAT-
GATATTCGGCAAC-3’y 5-GTGGAGAGGCTA-
TTCGGC TA3’, reportados por Saini and Jaiwal
[19]; las condiciones de reaccion fueron: 2 L de
ADN total crudo, 0.3 uM de cada iniciador, 0.2
mM de dNTPs, buffer de PCR 1X, 1.5 mM de
MgCl, y 1 unidad de taq polimerasa. El proceso
de amplificacion de los iniciadores consistio en 38
ciclos de 94 oC por 1 min, 62 °C por 1 min, 72 °C
por 1 min y una extension final de 72 °C por 7 min.

En cuanto a los 23 vectores pCAMBIA, la
verificacion se realizd mediante cortes con la
enzima de restriccion EcoR 1 y Xho 1 que pre-
sentan uno y dos sitios de corte respectivamente.
(Promega).

3. RESULTADOS Y DISCUSION
3.1 Transformacion de E. coli.

Se observo en el medio de seleccion, el creci-
miento de unidades formadoras de colonias (UFC)
bien definidas, con bordes lisos y apariencia cre-
mosa con un promedio de 105 UFC/100 pL. En
las tres réplicas establecidas como control no se
observaron crecimiento. Este protocolo permitio
la obtencion de colonias transformadas, con una
eficiencia de transformacion de 5.2 x 103 UFC/20
ug de ADN plasmidico, aunque esta eficiencia no
es tan alta como la reportada por Sambrook and
Russell [2] y Pope and Kent [8], donde alcanzan
eficiencias de transformacion de ~5 x 106 UFC/
ug de ADN plasmidico, ella es suficiente para
obtener transformantes en menor tiempo y menos
cantidad de ADN cuando se trabaja de manera
masiva.



Linda Yhiset Gomez Arias et. al.

3.2 Confirmacion de vectores transformados
en Escherichia coli.

Figura 1. Perfil electroforético de la PCR, con los
iniciadores egfp, para el vector pSK1019, transformado en
E. coli cepa DH5a. Carril 1, marcador de peso de 1 Kb plus.
Carril 2, PCR con DNA de la colonia 1. Carril 3, PCR con
DNA de la colonia 2. Carril 4, PCR con DNA de la colonia
3. Carril 5, control absoluto (agua).

A partir de las colonias obtenidas sobre los
medios de seleccion se realizé la extraccion del
ADN plasmidico y se cuantifico por espectrofoto-

metria hecho que mostrd concentraciones prome-
dio de 1550 pg/mL. Este ADN fue empleado para
la confirmacion por PCR del vector pSK1019
hecho que revel6 un fragmento de 756 pb (Figura
1) que coincide con lo reportado por Abello et al
[18] y del vector pMP482 con un fragmento de
540 pb que concuerda con lo reportado por Saini
and Jaiwal [19]. (dato no mostrado).

Los 23 vectores pCAMBIA se confirmaron
por cortes con enzimas de restriccion y se ob-
tuvieron los pesos moléculares esperados seglin
el mapa de restriccion de cada vector. Como la
enzima Eco RI presenta un unico punto de corte
se obtuvo su linealizacion y se observé una banda
correspondiente al peso de cada vector (Figura
2), mientras que la enzima Xho 1 que presenta
dos puntos de corte, se observd una banda de
1094 pb que corresponde al corte del gen de la
higromicina y otra de mayor tamafio la cual varia
dependiendo del peso de cada vector, como se
muestra en la figura 3.

Figura 2. Perfil electroforético del corte de restriccion del DNA plasmidico de E. coli cepa DHS5a
con la enzima Eco RI. Carril 1 y 13, marcador de peso de 1 Kb plus. Carril 2, pC1304. Carril 3,
pC1381. Carril 4, pC1381Xa. Carril 5, pC1381Xb. Carril 6, pC1381Xc. Carril 7, pC1391. Carril §,
pC1391Xa. Carril 9, pC1391Xb. Carril 10, pC1391Xc. Carril 11, pC1381Z. Carril 12, pC1391Z.

S 10 11 12

Figura 3. Perfil electroforético del corte de restriccion del DNA plasmidico de E. coli cepa DH5a con la enzima Xho
1. Carril 1, marcador de peso de 1 Kb plus. Carril 2, pC1300. Carril 3, pC1380. Carril 4, pC1390. Carril 5, pC1305.1.
Carril 6, pC2300. Carril 7, pC1301. Carril 8, pC2301. Carril 9, pC13021. Carril 10, pC1303. Carril 11, pC1305.1.
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3.3 Transformacion de Agrobacterium
tumefaciens

La transformacion de las cepas de A. tumefa-
ciens de este trabajo con choque térmico no fue
efectiva pues no se logrd obtener crecimiento
de colonias transformantes; Lopez [20] obtuvo
una baja eficiencia, promedio de recuento de
0,6 ufc/100 pL, cuando también utilizaron este
método. Lo anterior se podria explicar por la
estructura que presenta la pared celular de estas
bacterias, que contienen tres capas de la mem-
brana externa, una membrana citoplasmatica y
un espacio periplasmico entre ellas, que varia en
su grosor desde varias unidades hasta cientos de
nanometros, a diferencia de la pared celular de
las demas bacterias gram negativas contienen
solo una membrana externa muy asimétrica [20].
Por lo tanto se hace dificil labilizar la pared y por
ende crear poros que permitan la entrada del ADN
plasmidico para obtener células transformadas.

No todas las bacterias se comportan de igual
manera para los diferentes métodos de transfor-
macion como lo demuestran en 1990, Diver et
al [10] al transformar la bacteria gram negativa
Pseudomonas aeruginosa PAO1 con el plasmido
pLAFRI a través de electrotransformacion
y transformacion quimica convencional con
MgCI2. Con el primer método obtuvieron un
aumento de 1500 veces en la eficiencia de trans-
formacion, y ademas demostraron que el voltaje
aplicado y la composicion de tampon de electro-
poracion tienen el mayor efecto sobre la eficiencia
de la transformacion. También es importante
mencionar que la constitucion genética de la cepa
a transformar puede influir dramaticamente en el
resultado de los experimentos de transformacion
[6]. Por ello es necesario identificar el método de
transformacion para la bacteria a utilizar.

Al realizar el método de electroporacion, los
mejores resultados se obtuvieron empleando el
protocolo descrito por Utermark and Karlovsky
[16], con la modificacion del voltaje que fue de
2.0 kV., obteniéndose una eficiencia de transfor-
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macion de 3 x 103 UFC/20 pug de ADN basado
en el nimero de unidades formadoras de colonias
obtenidas por cada 200 ul de células bacterianas
sembradas sobre medio de seleccion.

En 2008, Utermark and Karlovsky [16]
reportan que concentraciones de 0.1 ng/uL de
ADN plasmidico son suficientes para obtener
transformantes de A. tumefaciens, sin embargo
en este estudio empleando este protocolo, solo se
obtuvo crecimiento de colonias transformantes, a
una concentracion minima de 10 ng/uL de ADN
plasmidico en un volumen de 20 pL de células
electrocompetentes y voltaje de 2.0 kV. Esto
podria verse explicado, que durante el proceso
de extraccion quedaran impurezas, lo que podria
conllevar a sobreestimaciones en el momento de
la cuantificacion del ADN. Las colonias trans-
formantes se observaron luego de plaquear 200
pL de células bacterianas sometidas al proceso
de electroporacion e incubadas por 48 hr a 28°C
sobre medio de seleccion.

3.4 Extraccion de ADN plasmidico y
confirmacion de vectores transformados en
A. tumefaciens

La extraccion de ADN plasmidico crudo utili-
zada para A. tumefaciens cepas LBA 4404, EHA
105 y C58 que contenian los vectores pSK1019 y
pMP2482 muestra ser eficiente al confirmar por
PCR los vectores pSK 1019 (Figura 4) y pMP2482
(dato no mostrado) pues se encontré que para
ambos vectores, el 100% de colonias evaluadas
fueron positivas. Para las bacterias con los vecto-
res pCAMBIA también se obtuvieron eficientes
resultados con el protocolo mini-prep de lisis
alcalina, aunque es mas largo y dispendioso. Es-
tos resultados demuestran que el empleo de ADN
crudo es confiable para la deteccion rapida por
PCR de transformantes bacterianos, permitiendo
de esta forma ahorrar tiempo y dinero en los la-
boratorios donde los procesos de transformacion
bacteriana se hacen de forma masiva y rutinaria.
Por cada vector, se confirmaron tres colonias
transformantes tomadas al azar.
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Figura 4. Perfil electroforético de la PCR, con los iniciadores npt Il para el vector pMP2482, transformado en
A. tumefaciens cepa EHA 105, LBA 4404 y C58. Carril 1, marcador de peso 1 Kb plus. Carril 2, PCR con ADN
crudo de cepa EHA 105. Carril 3, PCR con ADN crudo de cepa LBA 4404. Carril 4, PCR con ADN crudo
de cepa C58. Carril 5, Control positivo con ADN crudo de cultivo fresco de pMP2482 cepa E. coli. Carril 6.
Control positivo con ADN crudo cultivo en glicerol de pMP2482 cepa E. coli. Carril 7, Control con agua.

CONCLUSIONES

Para transformar la cepa Escherichia coli
DH5a mediante choque térmico se puede utilizar
45 segundos y 50 ng de ADN plasmidico para ob-
tener de manera rapida y confiable transforman-
tes cuando se trabaja transformacion genética de
manera masiva y rutinaria.

Las cepas de Agrobacterium tumefaciens LBA
4404, EHA 105 y C 58 como se pudo comprobar
en este estudio no se pudieron transformar con
el método de choque térmico, por ello se realizo
la estandarizacion a través de electroporacion
siendo esta efectiva.

El empleo de ADN crudo es confiable para
la deteccion rapida por PCR de transformantes
bacterianos, permitiendo de esta forma ahorrar
tiempo y dinero en los laboratorios.

Es necesario estandarizar los protocolos de
transformacion en las cepas bacterianas a utilizar
porque no todas transforman con las mismas
condiciones y este trabajo puede ser un referente
para la estandarizacion en otros laboratorios de
transformacion genética cuando se trabaja de
manera masiva.
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