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Arthrobacter sp. AK-YN10 și A. nicotinovorans pAO1 

Arthrobacter nicotinovorans pAO1 Arthrobacter sp. AK-YN10 

Arthrobacter nicotinovorans pAO1 

Arthrobacter sp. AK-YN10 

Sunt aceste gene localizate în AK-YN10? 



Arthrobacter sp. AK-YN10 și A. nicotinovorans pAO1 



Materiale și Metode 

Tulpini utilizate și condiții de creștere:  
A. nicotinovorans pAO1 și Arthrobacter sp. AK-YN10 (sușă oferită cadou de Dr. Atya Kapley – 

Institutul Național de Cercetare și Inginerie a Mediului, CSIR-NEERI, Nagpur, India) au fost 

cultivate în mediul citrat suplimentat cu nicotină 0.05% și 0.05 % soluție de minerale pe un 

agitator rotativ la 280C/190 rpm. 

Izolarea ADN-ului total:  
Protocol bazat pe extracție cu fenol-cloroform și precipitare cu izopropanol 

Examenul bacteriilor în frotiuri colorate: 
• Colorație Gram 

• Microscop confocal Leica TCS SPE DM 5500Q, cu cameră DFC-290, soft - LAS (Leica 

Application Suite-versiune 2.8.1.) 



Amplificare PCR: 
• Termociclor Biometra T-Gradient 

• Determinarea Tm, a timpului necesar pentru 

sinteză și a concentrației de MgCl2 

• Genele 6hlno (1277 pb) și sad (1353 pb) au fost 

amplificate 

Purificarea ADN-ului plasmidial: 
• Benzile de ADN plasmidial au fost tăiate din gel 

• Zymoclean™ Gel DNA Recovery Kit 

Separarea ADN-ului: 
• Electroforeză în gel de agaroză (0.75% în TAE 1X, 0.5µg/ml EtBr) 

• ADN-ul a fost vizualizat utilizând un sistem Biorad Gel-Doc 



Genă Primer Secvență 

6hlno 
HindIII6hlnofw 5’AAG AAG GAA AGC TTT GTA TGA CGC GA3’ 

KpnI6hlnorev 5’GTC TGC AGG TAC CTA CGA ATG CAG 3’ 

sad 
SDHBamHIfor 5’ GTG CGT GAT CCG GAT CCG GGG AGG TGC 3’ 

SDHXhoIrev 5’ CAT GTA AGC CCC CTC GAG TCG TTC AGT TC 3’ 

Primeri utilizați: 

Materiale și Metode 

Etapă Timp Temperatură 

1’ Denaturare inițială 5 minute 95oC 

1 Denaturare 1 minut 95oC 

2 Legarea primerilor 45 secunde Variabil 

3 Sinteză Variabil 72oC 

Etapele 1-3 se repetă de 30 de ori 

4 Extensie finală 10 minute 72oC 

Program PCR:   



Rezultate și Discuții 

AK-YN10 pAO1 1’Aspecte morfologice ale tulpinii Arthrobacter sp. AK-YN10 

Tulpinile A. nicotinovorans pAO1 (ATCC 49919) și Arthrobacter sp. AK-YN10 crescute în 

mediu citrat lichid la 28oC; a, după 12 ore; b, după 24 ore; c,după 36 ore; d, după 48 ore 



1. Izolarea și separarea ADN-ului total 

Arthrobacter sp. AK-YN10 A. nicotinovorans pAO1 

ADN plasmidial ADN genomic puternic fragmentat 

Există cel puțin un plasmid în 

tulpina Arthrobacter sp. AK-YN10 



2. Extracția și purificarea ADN-ului plasmidial 

Benzi de ADN plasmidial 

tăiate din gel 

Zymoclean™ Gel DNA 

Recovery Kit 

+ 

Purificarea ADN-ului plasmidial a 

avut succes 

 

Randament – extrem de scăzut 



3. Stabilirea condițiilor optime de amplificare prin PCR 

Temperatura optimă de 

amplificare a 6hlno 

Timpul alocat etapei de sinteză 
• 1 kb/min 

• 6hlno (1277 pb) și sad (1353 pb) 

Durata etapei de sinteză 

a fost setată la 2 minute 

Temperatura optimă de legare a primerilor 
• Matriță de ADN:  Suspensie celulară de A. nicotinovorans pAO1 

• Gena amplificată: 6hlno 

• Concentrația de MgCl2: 2 mM 

Concentrația de MgCl2 a fost 

stabilită în mod empiric la 2 mM 



Concentrația de MgCl2 

• Matriță de ADN:  Suspensie celulară de A. nicotinovorans pAO1 

• Gena amplificată: sad 

• Temperatura de legare a primerilor : 56,5oC 

Concentrația de MgCl2 

utilizată pentru amplificarea sad 

Temperatura de legare a 

primerilor a fost stabilită în mod 

empiric la 56,5oC 



4. Evaluarea prezenței genelor 6hlno și sad în AK-YN10 

Temperatura de legare a primerilor: 66oC 

Concentrația de MgCl2: 2 mM 

Durata etapei de sinteză: 2 minute 

Matriță de ADN: 

1. Suspensie celulară 

2. ADN total 

3. ADN plasmidial 

Matriță de ADN: 

4. Suspensie celulară 

5. ADN total 

6. ADN plasmidial 

Gena 6hlno implicată în calea de 

degradare a nicotinei este 

localizată pe pAO1 

Gena 6hlno este, de asemenea, situată pe un plasmid necunoscut în Arthrobacter sp. AK-YN10 

Amplificarea genei 6hlno (1277 pb) 



Results and Discussions 

Temperatura de legare a primerilor: 56,5oC 

Concentrația de MgCl2: 1 mM 

Durata etapei de sinteză: 2 minute 

Matriță de ADN: 

1. Suspensie celulară 

2. ADN total 

3. ADN plasmidial 

Matriță de ADN: 

4. Suspensie celulară 

5. ADN total 

6. ADN plasmidial 

Amplificarea genei sad (1353 pb) 

Prezența genei sad în AK-YN10 nu a putut fi confirmată 

Gena sad a fost amplificată 

doar din suspensie celulară 

de A. nicotinovorans pAO1 



Concluzii 

 

• S-au obținut preparate de ADN total bogate în ADN plasmidial din celulele tulpinilor A. 

nicotinovorans pAO1 și Arthrobacter sp. AK-YN10. 

 

• ADN-ului plasmidial a fost purificat, însă cu un randament extrem de scăzut. 

 

• Pentru amplicarea genei 6hlno, s-a folosit o temperatura de legare a primerilor de 66oC și o 

concentrație de MgCl2 de 2 mM, stabilită în mod empiric.  

 

• Temperatura de legare a primerilor în cazul genei sad a fost stabilită în mod empiric la 56,5oC, 

iar concentrația de MgCl2 utilizată a fost de 1 mM.   

 

• Gena 6hlno este localizată pe plasmidul necunoscut din tulpina Arthrobacter sp. AK-YN10.  

 

• Prezența genei sad în Arthrobacter sp. AK-YN10 nu a putut fi confirmată. 
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