VOLUMEN 28

Verano de la Ciencia XXIX
ISSN 2395-9797
www.jovenesenlaciencia.ugto.mx

XXI1X

de
la

ubpe

Universidad de Guanajuato

Establishment and standardization of phytopathogen DNA sonication
conditions and electrophoretic evaluation

Establecimiento y estandarizacion de condiciones de sonicacion de ADN fitopatdgeno y
evaluacion electroforética

Raul Antonio Garcia-Martinez?, Diana Guadalupe Hernandez-Olalde!, Fabian Martinez-Esquivel*, Angela Maria Chapa-
Oliver™, Laura Mejia Teniente™**

lPrograma de Ingenieria en Biotecnologia, Departamento de Ingenieria Agroindustrial, Division de Ciencias de la Salud e Ingenierias,
Campus Celaya-Salvatierra, Universidad de Guanajuato, Av. Mutualismo Esg. Prolongacion Rio Lerma S/N, Celaya, Gto. C.P. 38060,
México.

*am.chapa@ugto.mx*

**laura.mejia@ugto.mx?

Resumen

La sonicacion es una técnica que utiliza ondas ultrasonicas para agitar particulas en un medio, esta agitacién
tiene varios efectos, como el homogeneizar, desgasificar, lisis celular y fragmentacion de acidos nucleicos.
Lo genera a través de la creacion e implosion instantanea de burbujas las cuales se van dispersando a través
de la matriz del medio, donde la cantidad y la energia con la que implosionan dependera de las condiciones
de operacion. En la presente investigacion se generd una propuesta de estandarizacién de condiciones de
operacion para la fragmentacion de ADN, utilizando un sonicador de sonda sumergible Fisher brand®, donde
para estandarizar dichas condiciones se partié de una muestra de ADN de un virus fitopatégeno. Dicho ADN
se encuentra inserto en un plasmido (pBluescript) que contiene solo el componente A del virus huasteco de
la vena amarilla (PHYVV-A) donde se extrajo y se concentrd para poder obtener una concentracion constante
de 1ug/mL de la cual se obtuvieron diferentes alicuotas para estandarizar el proceso, dichas variaciones
recaen ahora en las variaciones de volumen operacional (100, 200, 300, 400 pL) y a los diferentes porcentajes
de amplitud (40, 50 y 60) que emite el sonicador dando asi un protocolo estandarizado para obtener
fragmentos de hasta 100pb dando asi una opcion frente a otras metodologias de fragmentacion quimica o
digestion enzimética. Los resultados muestran un rango de fragmentos de 1000 a 100 pb en volimenes
intermedios (200 y 300 uL) con una amplitud de 40% dada por el sonicador.
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Introduccion

La sonicacidon también conocida como ultrasonicacion, es la aplicacion de vibraciones mecanicas en
frecuencias altas a intensidades altas (Matula & Maxwell, 2018). Donde si es aplicada a un medio liquido
genera cambios fisicoquimicos en la matriz de dicho medio promoviendo la formacion de vapor del medio, el
cual se encapsula en la matriz liquida generando una microburbuja instantanea que, al alcanzar un corto
tiempo de formacion, implosionara, liberando una gran cantidad de energia en forma de calor y presion local
elevada (Gutiérrez-Mosquera et al., 2019). A este proceso que implica la formacion e implosion de la
microburbuja se le conoce como cavitacion ultrasénica. Dicho efecto es ampliamente utilizado para generar
turbulencias y esfuerzo cortante en la matriz del medio, facilitando cambios constitucionales como la
homogenizacion de soluciones (Vivek & Kim, 2000), desgasificacion (Gogate & Bhosale, 2013), lisis celular
(Gonzélez, 2023) y fragmentacion de acidos nucleicos (Thompson et al., 2008; Larguinho et al. 2010).

La fragmentacion de cadenas de ADN por ultrasonicacion es un método bastante rapido para obtener
segmentos cortos de longitud en pares de bases, ideales para la conformacién de exoelicitores de origen
viral, los cuales pueden ser secciones codificantes de la capside o proteinas de anclaje viral (Sanchez, 2023).
Los cuales al estar en contacto con una planta daran paso a la generacién de inmunizacion mediante la
resistencia adquirida ya que los virus de caracter fitopatégeno causan perdidas en cuanto a produccién y
disminucion de estética de la porcion vegetal de interés comercial de la planta madre debido al sindrome
propio de cada relacién virus-hospedero que presentan. Entre estos virus, se encuentra el género
Begomovirus que se caracteriza por ser de gran patogenicidad en cultivos importantes para la alimentacion
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(Velarde-Félix et. al., 2018). Ademas, este género perteneciente a la familia Geminiviridae (Hernandez et. al.,
2018), tiene como caracteristica la forma de su capside, que es en forma de dos icosaedros (componente A
y B) fusionados (Béttcher et al., 2004) donde cada componente desempefia funciones distintas, es decir, el
componente A alberga secuencias necesarias para la replicacion del virus y para la generacion de la capside.
Por otra parte, el componente B contiene secuencias necesarias para el movimiento viral a través de las
células del hospedero. Dentro de la familia Geminiviridae, encontramos al virus huasteco de la vena amarilla
(PHYVV), que es conocido por sus sintomas de enchinamiento de las hojas y el caracteristico color amarillo
de las nervaduras y venas foliares de las solanaceas (Garzoén et al., 2002). Ese virus es dispersado mediante
vectores como lo es la mosquita blanca (Bemisia tabaco) la cual es una especie cosmopolita y ademas tiene
amplio rango de especies de plantas integradas a su dieta, por lo que funge como vector de enfermedades
virales (Ramesh et al., 2023).

De acuerdo con el contexto anterior, el objetivo de la presente investigacion fue generar un protocolo para la
fragmentacion de ADN plasmidico del componente A del PHYVV, utilizando un sonicador de sonda
sumergible Fisher Brand® y determinando las condiciones operacionales de amplitud, volumen de muestra 'y
tiempo de sonicacion.

Materiales y métodos

Material bioldgico

Como material bioldgico se partioé de un cultivo inicial de Escherichia coli la cual posee el plasmido Bluescript
con la copia dimérica del componente A del virus PHYVV-A (pBS+PHYVV-A). Las clonas fueron E. coli fueron
cultivadas en 20 mL medio LB (Luria Bertani) los cuales fueron inoculados con 20 pL del cultivo inicial y a los
cuales se les adicion6 20 pL de ampicilina [100 mg/mL]. Finalmente se incub6 por 16 horas a 170 rpm y con
una temperatura de 37°C.

Extraccién de ADN plasmidico

La extraccién de ADN plasmidico del pBS+PHYVV-A se realiz6 por el método de lisis alcalina, para lo cual,
se pasaron alicuotas del cultivo de las clonas de E. coli que contienen al pPBS+PHYVV-A a tubos coénicos de
1.4 mL, permitiendo obtener una media de 35 tubos por cultivo. Posteriormente se llevaron a centrifugacion
a 13,000 rpm por 5 minutos para separar por decantacion posterior, las células del medio. Posteriormente,
se resuspendié mediante vortex el paquete celular en 100 pL de la solucion | que compuesta por tris-glucosa-
EDTA. Siguiendo con el proceso, se llevo a cabo la lisis celular con 200 pL de la solucion I, compuesta con
hidroxido de sodio y dodecil sulfato de sodio, con la finalidad de lisar las membranas lipidicas y exponer el
contenido celular, mezclando suavemente por inversion y se sometieron a incubacién durante 5 minutos.
Finalizado el tiempo de incubacion, se neutralizé la lisis alcalina con 150 pL la solucién de acetato de potasio
5M, de igual manera se mezclé por inversién y se incub6 por 5 minutos. Finalizando el tiempo de espera, los
tubos fueron centrifugados a 13000 rpm por 15 minutos transfiriendo el sobrenadante (el cual contiene el
plasmido) a un tubo nuevo, del cual se obtuvo un aproximado de 400 pul. Posteriormente, se precipito
agregando 800 pL de isopropanol frio, se mezclé por inversion y se dejé reposar a -20°C durante 30 minutos,
esto con la finalidad de mejorar la precipitacion y obtener un mayor rendimiento. Pasados los 30 minutos, los
tubos se centrifugaron a 13000 rpm por 10 minutos y se decanté el sobrenadante. La pastilla obtenida se lavo
con 100 pL de etanol al 70%, y se centrifugo a 13000 rpm por 5 minutos. Se desechd el sobrenadante y se
dej6 secar durante 30 minutos. Por Ultimo, la pastilla obtenida se re suspendié en 30 pL de agua estéril.

Una vez finalizado esta parte del procedimiento, se sometié a una cuantificacién mediante el uso de un
nanodrop, para lo cual, se tomé 1 uL de cada muestra para su lectura, y a su vez, para analizar la calidad de
los plasmidos, se realizé electroforesis con geles de agarosa al 1%, los cuales fueron tefiidos con bromuro
de etidio, en el cual se cargd 1 pL de muestra.

Concentracion de plasmidos

El ADN plasmidico se concentr6 mediante precipitacién con etanol y acetato de sodio. Para ello, se
seleccionaron las muestras que presentaron una mejor concentracion y nitidez de banda en el gel de agarosa.
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Estas se recolectaron en un solo tubo y se obtuvieron en total 200uL de muestra, a los cuales se les agrego
20 pL de acetato de sodio y 400 puL de etanol al 96%. Se dejé reposar durante 30 minutos a -20°C y
posteriormente se centrifugo a 13000 rpm por 10 minutos. Se descarté el sobrenadante. Se adicionaron 750
pL de etanol al 70% y se volvié a centrifugar a 13000 rpm por 10 min. Este paso se repitié una vez méas para
asegurar obtener una mayor pureza en la concentracion del plasmido. Finalmente, después de descartar el
sobrenadante se dejo evaporar el etanol dejando secar el tubo a temperatura ambiente por 30 minutos. La
pastilla se resuspendié con 50 uL de agua con ribonucleasas. Una vez obtenido el concentrado, este se
cuantificd y corrié en un gel de agarosa al 1.2%. Este concentrado fue el utilizado para realizar la sonicacion.

Digestion

Para la parte de digestion, se utilizé 1 pg/uL del ADN plasmidico y fue digerido con la enzima Hind Il durante
20 minutos a 37°C, una vez digeridas se analizaron en un gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de
etidio. La digestién libera dos fragmentos de 2.6 Kb correspondientes al dimero de PHYVV-A contenido en el
pBS, y otro fragmento de 2.9 Kb correspondiente al pBS. Esta parte se realiz6 para comprobar la existencia
del plasmido de interés mencionado en este protocolo.

Disefio experimental

Para la seccién de la sonicacion y comprobar las condiciones estdndar de operacion del sonicador, se opto
por un disefio factorial 2x2 donde se observo la eficiencia de la fragmentacién en gel de agarosa al 1.5% a
través de electroforesis. Las condiciones que se evaluaron fueron variaciones de volumen de la muestra,
porcentaje de amplitud del sonicador y ciclos de sonicacion (Tabla 1).

Sonicacion

La sonicacién de ADN plasmidico del pBS+PHYVV-A se llev6 a cabo en un sonicador Fisherbrand™. Para el
proceso de sonicacion, la sonda del sonicador, se sumergié en los tubos Eppendorf que contenian diferentes
volimenes (Tabla 1) de la muestra, conservando en todos ellos una misma concentracion de ADN plasmidico
[1 pg/mL]. Para lo anterior, previamente se realizaron diluciones de la extraccién plasmidica, para obtener la
concentracion de trabajo.

Tabla 1. Relacién de tratamientos para la sonicacion

Tubo Volumen Amplitud Tiempo Pulso Ciclos Tiempo
(uL) (%) (min) (encendido/apagado) total
1 100 40 1 20/30 3 2
2 100 50 1 20/30 3 2
3 200 40 1 20/30 3 2
4 200 50 1 20/30 3 2
5 300 40 1 20/30 3 2
6 300 50 1 20/30 3 2
7 400 40 1 20/30 3 2
8 400 50 1 20/30 3 2
9 400 60 1 20/30 3 2

Nota: En la columna de pulso la relacion establece en 20 segundos encendido y 30 segundos apagado
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Extraccién de ADN plasmidico

La calidad de la extraccién de ADN plasmidico se observa en la Fig. 1, la cual muestra una corrida de
electroforesis en gel de agarosa al 1%. Cabe mencionar que, para los tratamientos de sonicacion, es
necesario contar con suficiente ADN plasmidico de partida y de calidad aceptable. De las corridas de
electroforesis, se seleccionaron 10 muestras (Tabla 2), considerando las de mayor concentracién obtenida
por nanodrop, asi como la relacion 260/280 que definen la pureza de la extraccion, la cual se encuentra en
valores entre 1.8-2.0; asi como el gel de agarosa que mostraron una banda nitida a 8100 pb (Fig. 1).

Figura 1. Geles de electroforesis A) Electroforesis con las 10 muestras seleccionadas (1-10) para concentrar. Nota: marcador de peso molecular (MP).

Tabla 2. Seleccion de muestras de las extracciones

Extraccion Concentracion
(ng/uL)
1 3725
2 4895
3 11230
4 5790
5 5004
6 5073
7 9343
8 10308
9 10400

Concentracion del ADN plasmidico

Las 10 extracciones seleccionadas se recolectaron en un solo tubo y se concentraron siguiendo el protocolo
descrito anteriormente. Se obtuvieron 50 microlitros a una concentracion total de 9.989 pg/mL. Una vez
concentrada, se realizé la electroforesis de (Fig. 2). Adicionalmente, se llevé a cabo la digestion del ADN
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plasmidico con la enzima Hind Il (Fig. 3). En la Figura se observa la banda correspondiente al componente
A del PHYVV a 26031 pb y del plasmido pBluescript en el carril de las digestiones.

P C1 C2
e - -

(pb)

10000 _ “

8000 ==

Figura 2. Gel de agarosa al 1%, Marcador de peso (MP), concentraciones (C1y C2).

Figura 3. Gel de agarosa al 1.5%, Marcador de peso (MP), Digestién con Hind Ill (1 'y 2) y Diluciones de partida (3 y 4).
Nota: Las diluciones se llevaron a concentracion de 1 ug/mL.

Estandarizacion de las condiciones de sonicacion de ADN plasmidico

En la Fig. 3 se observa que la relacion volumen-amplitud, es determinante para el proceso de fragmentacion
y lograr los fragmentos con un tamafio en pares de bases deseados. En los geles de electroforesis de la
misma figura se ven los barridos caracteristicos de una correcta fragmentacién por sonicacién del ADN
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plasmidico. Esto es, en la Fig. 3 panel A, se observa que la relacién volumen muestra/amplitud de sonicacion
(100 pL/40%) genera barridos de fragmentos de 750 a 100 pb, con la condicion 100uL/50% se obtienen
fragmentos de 500 a 100 pb, en la condicién 200uL-40% amplitud se obtienen fragmentos que van desde las
1500 pb hasta 100 pb y con la condicién 200 pL-50% amplitud se obtienen fragmentos de 1000 pb a 100 pb.
En el panel B de la Fig. 3 se continud con la evaluacion de cambio de volumen y se mantuvieron dos
amplitudes de fragmentacion, la de 40 % y 50%. Asi mismo, se evallo la condicién de 60% amplitud y se
mantuvo el volumen de muestra a 400 pL. En este panel se observa que esta Ultima condicion, no modifica
la fragmentacion. Por lo que el utilizar amplitudes mayores solo comprometeria la integridad de la muestra
debido al calor generado. Cabe destacar que las condiciones de 200 y 300 pL con amplitud de 40% se
obtienen barridos méas uniformes que van desde la longitud de 1000 pb hasta 100 pb que en otras pruebas
con mayor amplitud donde parte del barrido no alcanzan a superar los 750 pb de longitud. Con los resultados
del gel se gener6 una tabla de longitudes aproximadas de fragmentos con base en los diferentes voliUmenes
y amplitudes evaluadas (Tabla 3).

Figura 3. Gel de agarosa al 1%. Gel A: marcador molecular (MP), dilucién del concentrado 1 ug/mL (D), muestra de 100ul-40%amplitud (1), 100ul-
50%amplitud (2), 200uL-40% (3), 200uL-50%amplitud (4). Gel B: marcador molecular (MP), dilucién del concentrado 1 ug/mlL (D), 300uL-
40%amplitud (5), 300uL-50%amplitud (6), 400uL-40%ampllitud (7), 400uL-50%amplitud (8), 400uL-60%amplitud (9).

Tabla 3. Longitud aproximada de fragmentacién con diferentes volimenes y amplitudes

Tubo Volumen Amplitud Longitud
(L) (%) (pb)
1 100 40 <500
2 100 50 <300
3 200 40 <1000
4 200 50 <400
5 300 40 <1000
6 300 50 <750
7 400 40 <750
8 400 50 <750
9 400 60 <750
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Conclusion

En este articulo se expusieron las condiciones operacionales basicas para mantener un estandar de
obtencion de fragmentos en rango de 1000 a 100 pb aproximadamente, los cuales son pertenecientes a
valores intermedios de volumen, ademas de dar a conocer la reduccion de tiempo significativo que se tiene
utilizando un sonicador de sonda sumergible frente a tratamientos con enzimas de restriccion y equipos de
sonicacion de bafio. Debido a que la creacion de cavitacién generada por la sonda abarca mas uniformidad
al estarinmersa en la matriz liquida de la solucion plasmidica, facilitando la ruptura de los enlaces fosfodiéster.
Y evitando el calentamiento utilizando ciclos con tiempos mas largos de descanso que encendido. Por lo
tanto, se concluye gue resulta factible el uso de la técnica de sonicacion como una estrategia efectiva para la
fragmentacién de ADN, junto con las condiciones propuestas de volumen, amplitud y tiempo de sonicacion a
utilizar en ensayos futuros.
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