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RESUMENM

El cultivo mirto bacteriano intearado por
Cellulomonas flavigena v Xanthomonas sp tiene capacidad
de decradar 1 baqazo de cafa de azdcar v utilizarleo como
Unica fiente de carbono y eneraia para la praducckdn de
proteina unicelular. En el cultivo, C. Gl#viggng tiene
actividad celulolitica, pero su sistema enzimatico estd
requlado metabdlicamenta, siendo ésto un; limitante para
aumentar la productividad de proteina unicelular.
Estudios previos han demostrado que al adicionar
celulasas al medio de cultive la produccidén de biomasa
aumenta de 1.25 a1 a 3.25 4q/1 por 10 que un incremanto
en 1a sintesis de celulasas daria como resultado un
aumento en la produccidn de proteina unicelular.

El trabajo aguf reportado es parte de un provecto
cuvo objetiva es: aumentar la tasa de crecimiento del
cultivo mixto mediante la sobreproduccidn de celulasas
por medio de la clonacién molecular v la expresion de los
genes gue coﬁifican para estas enzimas en cualquiera de
las dos cepas bacterianas.

El objetivo. del presente- trabajo Ffue la
identificacidn de plasmidos en Xanthomonas sp con el +fin
de posteriormente, construir un vehicula de claonacidn

molecular para los aenes que codifican para la sintesis
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IDENTIFICACIGON DE PLASMIDOS
EN LA BACTERIA Xanthompnas sp.

I INTRODUCCION

El crecimienta demoarafico del pais ha traido como
consecuentia una demanda cada vez mavor de proteinas
tanto para la alimentacidn animal como para l1la humana,
ésto ha llevado & que la investigacidn se enfofque a
satisfacer estos requerimientos. .

Las fuentes convencionales de pintefna para la
_alimentacién de los animales v del hombre han _sido laos
vegétales y los animales. En estudios recientes se ha
hecho facdtible  1a utilizacidn de las fuentes no
convencionales de proteina, como ejemplo las de oriaen
microbianc {bacterias, hongos, algas) llamadas proteina
unicelular. (PUC), Qque son nutricionalmente adecuadas
compardndose con las proteinas provenientes de fuentés
convencionales. Esta fueite de protefna se emplearia en
la elaboracidn de alimentos balanceados sustituvendo
parcialmente a otros materiales, siendo sus aplt:aélone:
varia#as: alimento en forma lfquida. emulsiaonada,
semisdlida, silida, para consumo humanoc o en forrajes. El
producto crudo es casi insipido de manera que con ciertos
aditivos se le da un sabor cspecifico.

Actualmente muchas de esias-prote{nas se destinan al



consumo animal va que su emplep en la alimentacidn humana
aun no ha sido probado por falta, principalmente, de
estudios toxicoldgicos. Sin embarao, utilizando proteina
unicelular en 1la alimentacidn del <qanado se podrian
liberar una gran cantidad de aranos que se emplearfan en
la dieta del hombre ~ como consecuencia las costos de
produccidn qganadera se reducirfan notablemente: ademas de
que no se descarta su empleo futuro por el hombre.

Se ha visto que alaunos wmicrooraanismos son una
fuente de proteina muy importante, pueden utilizar
sustratos muy baratos v abundantes, camo lo son los
residuos aqricolas e industriales en nuestro pafs. que en
muchos de los casos no tienen un uso especifico v que en
un momento dado podrian caugér érublemas de contaminacidn
al acumularse en el ambiente.

El! uso de estns microorqanismos como fuente de
proteina no convencional tiene ventajas! como es—el corto
tiempo de duplicacidn, alta produccidn en espacios
pequefos, control de sus condiciones de crecimiento vy son
susceptibles a mejoras qenéticas.

En el departamento de Biotecnonlaoaia v Bioinaenieria
del CINVESTAV se realizan estudios para la produccidn de
protefna unicelular a partir de badazo de caha utilizando.
un cultivo mixto bacteriano intearado por Cellulomonas
flavigena v Xanthomonas sp. Se tiene por aobjetivo el
mejoramienta qenético de este cultiva para una mavor

produccidn de protefna unicelular.



I1 GENERALIDADES

RESIDUOS LIGNOCELULOSICOS

Alaunas microoraanismos son una fuente {mportante de
proteina unicelular (23, 39) entre los sustratos
utilizables por estos microorqanismos estd la celulaosa,
que es una fuente de carbono renovable disponible en
arandes cantidades en la tierra (42). L.a celulosa es un
polisacédrido estructural vy constituvente de 1la pared
celular de l1as células veaetales, por tanto se encuentra
en abundancia en residuos agricolas como el bagazo de
canha de azdcar, basazo de pifha, paja de cebada, triao,
ete.

La celulosa es un polimero lineal de la D-alucosa
que posee enlaces glq:usfdicns Bt1-4) v por su
-configuracidn B todas las uniones hidroxilo estdn en el
mismo plano. Por tanto en una mi;ro*ibrilla de celulosa,
donde las cadenas estdn ordenadas, se forman puentes de
hidrdgeno, dando luaar a una configQuracidn cristalina
(28), esto le da propiedades como insolubilidad, fuerza
de tensidn y resistencia a enzimas y a agentes.qufmicus.
Cuando las cadenas estdn menos ordenadas la celulosa es

amorfa, se hidrata mds rdpido ¥ es mis accesible a las



enzimas (42).

La celulosa se encuentra, naturalmente, asociada con
hemicelulosa ¥ lignina (12). La lianina es un compuesto
heteragéneo de polifenoles que es dificil de dearadar v
por su asociacidn con la celulosa impide el acceso de
las celulasas a el polisacdrido, es por esto que es
necesario llevar a cabo un pretratamiento que permita
dejar a la celulosa accesible al ataque de las enzimass
este pretratamiento puede ser alcalino utilizando
hidrdxida de sodio (34,45). La hémicelulosa es un
polimerc de pentosas (D-xilenos) que tiené enlaces B(1-~4)

y con cadenas de arabinosa v otros azdcares.
CULTIVO MIXTO
En estudios de biodearadacidn de materiales

celuldsicos se encontrd qQue el cultivo mixto bacteriano

inteqrado por Cellulomonas flavigena v Xanthomonas sp.

tiene capacidad de degradar diferentes tipos de desechos
agricolas v utilizarlos como Jdnica fuente de carbono v
enerafa para 1la produccién de biomasa prin:ipalﬁente
(14,16) .

Cada wuno de ios Séneros gue constituve este cultivo
mixto requiere, por separado, de alaunos factores de

crecimientao. Cellulomonas flaviaena necesita de tiamina v

biotina, mientras Que Xanthomonas sp. requiere de



factores complejos v usualmente incluve metionina, acido
glutamico v acido nicotinico en distintas combinaciones.
En el cultivo mixto se satisfacen en forma natural estos
requerimientos, va que ambas especies se proveen los
+actbres neécesarios (15).

El g€énero _Xanthomonas es wuna bacteria que se

distingue morfoldaicamente - por las sigujentes
caracteristicas (S): es alargada, presenta un flaqelo
polar, es aerobia, su tincidn Gram es negativa y sus
colonias presentan un color amarillo. €. flavigena es
circular, anaerobia facultativa, no presenta flaaelos v

sus colonjias san de colar marfil (3).

Dentro del cultivo, la bacteria con actividad
celulolitica es Cellulomonas flavigena (15,33), asi, este
microorganismno le proporciona azicares saolubles v

factores de crecimiento a Xanthomonas sp vy €sta a su vez

proporciona las vitaminas ©o SusS precursores a L.
tlavigena estableciéndose entre ambas bacterias una

relacidn mutualistica (31), adémés de una competencia por
los azdcares sdlubles provenientes de 1a hidrdlisis
enzimidtica de la celulosa.

En el cultivo mixto, C. flavigena con su actividad
celulolftiga‘ proporciona una manera de convertir desechos
celuldsicos a proteina unicelular con alto valaor

nutricional ((14).



sI1STEMA CELULOLTTICO

El sistema celulolitico de Cellulomonas estd

compuesto par un complejo enzimdtico que incluve al
menas, endo B(l-4) alucanasas, exo _Bf{l-4) alucanasas v
B-alucosidasas (4,27,46). Las endo B(1-9) qlucanasas son
celulasas que hidrolizan las cadenas de la celulosa de
manera azarosa dando como resultado una reduccidn en el
9rado de pqlimerizacién de l1a cadena, junto con un
incremento lento en 1os grupos reducidosi el producto
+inal es wuna mezcla de glucosa v celobiosa. Las exo
Fl1-4) alucanasas o celobiohidrolasas son celulasas que
remueven unidades de 4Aalucosa o celobiosa de extrgmns no
reductores de 1la cadena de celulosa resultando en un
incremento rdpide en los grupos reducidos. La celabiasa o
B-qlucosidasa actua en B-alucdsidos dando como producto
.glucosa (4,12,22). Estas enzimas deben actuar
sineraisticamente para una hidrdlisis completa de 1a
celulosa a alucosa.,

Un- modelo que explica el modo en que se ileva a cabo
esta hidrdlisis es el propuesto por Montenecaurt {12) i Las
endoqluctanasas atacan azarosamente la molécula de
celulosa ¥ las exoalucanasas remueven unidades de
celobiosa de los extremos no reductore= recién  +formados.
Estas dos enzimas actuan sineraisticamente y dearadan la
celulosa :ristalina; por Q!timo los oliqosacérﬁdos

pequeifios y celobinsas son hidrolizados a alucosa por la



MODO DE ACCION DE LAS ENZIMAS CELULOLITICAS
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aceitn de la celobiasa. (fiaura 1).

El sistema enzimatico celulolitico es inducible. La
celulosa es el mejor inductor conocido vy entre otros
inductores estan la soforosa vy lactosa (36,42).

Estas enzimas celuloliticas son reprimidés con 1 a
adicidn de 9lucosai es decir presentan represidn por
catabolito © efecto de glucosa (37,42).

Ponce M. (41) reporta que al adicionar celulasas al
cultivo mixto, crecido en  un sistema continuo, con sales
minerales v bagazo de cafa, la concentracidn de biomasa
aumenta de 1.5a/1 a 3.25q/1, es decir 1.75a/1 mas que sin
ia adicidn de celulasas, supuniénddse asi que la
velocidad'de hidrdlisis de bagazo de cana se incrementa.

Con lao anteriarmente menéinnadu 'ée sugiere que un
incremento en la ﬁrnduccién de celulasas dara como
resultado un aumento en fa tasa especifica de crecimiento
del cultive ¥y por tanto una mayor productividad ¥y

rendimiento - en la obtencidn de proteina unicelular.

MEJORAMIENTC GEMETICO

DEL CULTIVO MIXTO

Para incrementar 1la produccidén de celulasas del
cultivoc mixta se tienen dos estrategias: obtencidn de

mutantes hiperproductoras de celulasas ¥y clonacidn de los



qenes que codifican para estas enzimas (19,24a,48),
utilizando técnicas de inaenieria aenética. La inqenieria
Qen€tica comprende una sqrie de técnicas por medio de las
cuales se puede manipular el DNA de un organismo "in
vitro® (48).

Asi, con 1a inaenierfa genética el DNA de un
orqanismo puede ser cortado en fraamentos y estos pueden
ser unidos nuevamentes pueden ligarse dos o nds
fraamentos de distinta procedencia comao el proveniente de
una bacteria con otra distinta, o con un virus, o
plantas, (23,4913 formandose entonces e! DNA
recombinante. .

De manera general l1a clonacién molecular invnluc?a
el uso de enzimas de restriccidon gue cortan en sitios

especificos al DNA de interés, las DNA ligasas que unen

cadenas de DNA de cualqguier procedencia al DNA de
vehiculos de clonacidn, danda una molécula de DNA
recombinante que por transformacidén o transduccidn

gendtica se introduce a una bacteriai luego por divisidn
celular <e trancmite a las células hijas, obteniéndose
asi gran cantidad del fragmento de DNA especifico uniqo
al DNA del vector. Entonces empleando un DNA recombinante
adecuado se puede lograr que la bacteria produzca o
aumente la produccidn de proteinas de nuestro interés,

que en este cast son las celulasas.



A) Vehfculos de clonacidn

De la metodologfa del DNA recombinante se desprende
qQue uno de los componentes bdsicos es el vehiculo de
clonacidn, el cual debe permitir la replicacidn estable
del +fraamento de DNA insertado, de otra> manera, este
fragmento introducido en la cé}ula receptora normalmente
seria &egradado en el citoplasma de la misma (33),

DPentro de los vehiculos de clanacidn utilizados se
encuentran los plasmidos, fagos y cosmidos.

a) En 1974 se demostrd la factibilidad de utilizar al
bacteriéfago lambda como vehiculo de clenacién molecular
(29). El1 bacterid+ago lambda es un virus de DNA lineal,.
de doble cadena con extremos de 12 nucledtidos de cadena
sencilla v complementarios (secuencias cos).

Los fagos pueden ser utilizados ‘:umo vectores de
insercidn, estos tienen un s610 sitio en donde el DNA a
clonar puede ser insertado; o como vectureé de
sustitucidn en donde se tienen 2 sitios de reconccimiento
para Qna enzima de restriccidon, en 1la reqidn no esencial.
del genoma, y puede ser reemplazada por el DNA a clonar.
Los fagos de sustitucidn pueden aceptar +raamentos de DNA
mids arandes vy son QGtiles para clonar segmentos del DNA
cromosbmico de eucariontes.

b) Los cdsmidos fueron desarrollados por Collins v
Hohn en 1978 (11)3 son vectores hibridos formados por

secuencias de plasmidos pero conteniendo los sitios cos



del faqo lambda. Presentan como caracteristicas: un
marcador con resistencia a alalin antibidtico v el origen
de replicacidn de un pldsmido’ uno o dos sitios Gnicos de
restriccidni un fragmentn. de DNA que lleve laos extremos
cohesivos {cos) del bacteridfaqo lambda vy un tamaho
pequeio.

c) Los plasmidos son moléculas circulares de DNA  de
doble cadena, extracromosSmicos que se multiplican
independientemente en las células que los alofan b4
controlan autdnomamente su nimero de copias (9,39).

tos plasmidos constituyen del Lt al 39% del gencma
celular y no son esenciales para el metabolismo usual de
la célula (39). Su informacidn hereditaria determina
rasaos aenéticos accesorios, pero importantesz que no san

codificados por el cromosoma del microorganismo. Algunos

plasmidos portan informacidn para 1a conjuaacidn
bacteriana, también tienen intfarmacidn para 1la
resistencia a antibidticas vy téxicos, as{ como la

informacidn genética que  produce varias en+efﬁedédés en
plantas y animales.

l.os plasmidos pueden 'adquirir nuevos genes b
reoraanizar extensamente los que ya poseén ¥y mantener una
informacidn gendtica que puede avudar a.otras necesidades
de la célula sin comprometer la eficacia de su propia
replicacidn (9,35,3%9).

El tamafio de los plasmidos varia de 5 x 18t4 daltong

a drdenes de 1018 daltons. Los plasmidos pequenos pueden
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mantenerse hasta en 2¢ copias por cé€lula aproximadamente,
vy los g9randes con 1 o 2 capias.

Los plasmidos presentan incompatibilidad (38) es
decir, dos o mds ‘ﬁlésmidos con las mismas funciones de
replicacidn son incompatibles v ambos no pueden
mantenerse eétaﬁlemente en la célula huésped. Cuando dos
plasmidos isugéﬁiccs se introducen en una misma célula
unD‘ de ellos se pierde por ser ‘incompatible. Esta
incompatibilidad resulta de una relacidn muy estrecha de
los mecanismos por los :ualeé regulan su nimero de copias
por célula; asi en una c€lula con plasmidos incompatibles
la replicacién es bloqueada (9,33)f En contraste, l1os
plasmidos no relacionados son compatibles porque sus
sistemas de replicacidn son diferentes ¥y no interactuan.

lLas caracteristicas principales de los plésmidos son
{26):

i} E! control de su replicacidn, la cual wmantiene su
‘pimero fijo de un .ciclo a otro de divisidn celular.

ii) lLa capacidad de alqunos plasmidos sexuales v de
resistencia de transferirse a otras células mediante
transduccién por virus o mediante apareamienta a través
de lnsipili tconjuqacidn).

iii) L.La capacidad de algunos plasmidaos, llamadaos
epi=omas, de inteararse al cromosoma del huésped.

iv) La capacidad de transferirse, por conjugacidn, del
cromosoma del hu€sped después de inteararse a &1.

v) La variedad de productos qénicos de 1los plasmidos que

111



confieren rasgos caracteristicos a 1las células que los
poseén como son (13,22):

. Resistencia a antibidticos: claranfenicol, kanamicina,
tetraciclina, sulfamidas, ampicilina, etc.

. Resistencia a metales pesados: cromo, zinc, plomo,
cadmio, plata, iones arsenito y arsenijato.

. Produccidn de antibidticos.

. Produccidn de hemalisinas.

. Degradacidn de compuestos orgdnicos complejos:
tolueno, xileno, naftaleno, DDT.

. Fermentacidn de alqunosrazﬁcareﬁ.

. Produccion de enterotoxinas.

. Induccién de tumores y nddulos en plantas.
Extraccién de plasmidos:

El DNA de plasmidos es un DNA circular, cerrado
covalentemente {cce) 1o gue lo hace m3s resistente a
" 'condiciones de desnaturalizacidn que el DNA lineai (2%) v
es por esto que existen diversos métodos para su
aislamiento tales como, extracciones alcalinas (&), lisis
por calentamiento (249) y otros.

En ageneral, para la extraccidn .de pldsmidos las

células son tratadas con lisozima en una solucidn
isotdnica amortigquadora. Después se les aplica un
tratamiento con deteraente (SDS, Sarkeosyl, Triton), para

llevar a cabo una lisis celular completa. Las condiciones
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bajo las cuales se lleva a cabo esta extraccidn deben ser
de tal manera que el DNA cromosdmico de la bacteria v
otros restos celulares precipiten al ser centrifugados v
el DNA del pldsmido quede en solucidn (&),

En algunas técnicas (3 se utiliza un gradiente
isopicnico de Cloruro de Cesio con bromuro de etidio para
separar las distintas especies de DNA. £1 bromuro de
etidio es una molécula plana intercalante del DNA: En el
DMNA circular cerrado se intercala en menor cantidad que
en €l DNA lineal, lo que da como resultado una diferente
densidad para cada tipo de DNA. Al someter el DNA a un
aradiente isopicnico de CsCl con bromuroc de etidio . el
complejo de DNA-colorante migra de “acuerdo a su densidad,
asi el DNA ccc tiene una mayor densidad que el DNA lineal
vy pueden ser separados.

"En las técnicas, a continuacidn descritas, se han
utilizado distintas espeties de bacterias ¥y los plésmidos
encontradas varian en tamaho:

Kado y cois. en 1981 (25) emplearon um nétodo que
utiliza ras caracteri{sticas de cfrculo cefradn
covalentemente de DNA de un plésmidu. que es liberado de
la célula bajo condiciones de desnaturalizacidn del DNA
cromasdmico utilizando SDS a pH de 12.8 vy una temperatura
elevada. las protefnas ¥ restos celulares son removidos
con extracciones de fenol-cloroformo. Bajo estas
condiciones el DNA cromosomico residual puede observarse

como una banda que migra entre 17 v 29 megadaltons en gel

13



de agarosa. Los pldsmidos encontrados con esta técnica
varian en tamaho de 2.6 a 3950 meaqadaltons; en diferentes
especies de bacterias.

Eckhardt en 1978 .(18) reportd la presencia de
plasmidos, de diferentes especies de bacterias, en un
intervalo de tamafio de 2 a mds de 139 megadaltons. La
técnica gue utilizd consistid en una 1lisis celular
completa con un minime de manipulacidn del DNA. La lisis
se llevd a caboc directamente en los pozos del ael de
agarosaj asi el DNA crumosém;:n v el del pldsmidao son
separados por electroforesis. Con las condiciones
utilizadas menos del 6.5 % del DNA c¢romosdmico total
migara dentro del gel como una banda lineal de DNA en un
intervalo de 15 a 29 megadaltons de peso molecular.

Tadahiro Oshida en 1984 (44) utilizd la técnica de
lisis alcalina v lisado clara, sequido de electroforesis
en ‘un qel de agarosa, para la identificacidn de plasmidos

en Micromonospora ziomensis v M. rosaria. Reporta. la

presencia de tres plasmidos con su respectivo patrdon de
réstricciﬁn: el pMZ1 de 9.% Kb, pMR1 de 53.5 Kb v pMRZ de
119 Kb, ‘

Dobritsa en 1983 (17) aisld el plé;midn R15 de 62.3
Kb con la técnica de Eckhardt ¥ . obtuvo peguenas
cantidades del plismido con las técnicas de Birnbaim -~
Doly y Holmes - Quiglev.

Casse en 1979 (1) aisld DNA ccc de alto peso

molecular de 22 cepas de Rhizobium meliloti utilizando
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uns solucidn amartiguadora de lisis (SDS a pH de L2.48)
seauido de electroforesis en un ael de agarosa. Los
pl3smidos que encontrd tienen un peso molecular dentro de
un intervalo de ¢ a 20¢ meaadaltons.

Mevers en 1977 (32) reportd 'a electrofaresis en qel
de a389aross come un método efectivo para 1a
caracterizacion de plésmidns en cepas de microorganismos
Gram (-)., Este método es comparable con los resultados
ébtenidos con microscapia electronica de plasmidas
puri#icadns en aradientes de densidad. El1 DNA cromosﬁmi;o
esta presente en las preparaciones, pero generalmente
aparece como una banda de menor peso nuleéular 'que la del
DNA cce. ElI cromosoma no interfiere con la deteccidn de
plasmidos. Este método es bueno para detectar vy estimar

pléshidos en un intervalo de 2.6 a 935 meqadaltons.

Para el aénero Xanthomonas se reporta {2%) la
presencia de plasmidos en las especies: X. pruni de 26
megadaltons; X. wvitizans de 43 megadaltons v en X.

manihotis un plasmido criptico del cual no se mencionan

mas datos.
BY Enzimas de restriccidn

Una herramienta indispensable en la clonacidn
molecular sen las enzimas de restriccicn. Estas enzimas
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s0on importantes en el mapeo v anhalisis de secuencias del
DNA (47) .

Las bacterias poseen cierta inmunidad frente al DNA
extrafo; ciertos mecanismosé enzimaticos modifican el DMNA
propio de 1a cflula de una manera caracteristica v
dearadan o restringen las moléculas de DNMA que no ce
ajustan al modelo distintivo de moditicacidn) este es el
sistema de modificacidn-restriccidn de la bacteria (8) v
tiene 2 caracteristicas esenciales : a) E1l DNA que entra
en una célula con una esperificidad de restriccidn (rx)
es dearadado si viene de células que carecen de la
correspondiente especificidad de modificacidn (mx}). b}
Una célula con especificidad de restriccidn (rx) tiene
también una actividad mx que proteae su propio DNA frente
a'la actividad rx.

Las metilasés de madificacidn son enzimas que
metilan el DNA en sitios especificos, t¢omo resultado el
DNA esta proteaido frente a la ruptura por una
endonucleasa de restriccidn correspondiente que reconoce
este sitio sdlo cuando no esta metilado (24).

Las proteinas que llevan a cabo la restricciton se
dehominan endonucleasas de restriccidni v sus propiedades
son 8):

a) Reconocer una secuencia de oligonucledtidos especifico
en el DNA duplex.
b Hacer caortes en esta secuencia en alQunos casas o a

cierta distancia de ella en otros, v
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son importantes en el mapeo v andlisis de secuencias del
DNA (47) .

Las bacterias poseen cierta inmunidad frente al DNA
extrano; ciertos mecanismos enzimdticos modifican el DMNA
propio de la célula de una manera caracteristica v
dearadan o restrinaen las moléculas de DNA que no se
ajustan al modelo distintivo de modificacidni este es el
sistema de modificacidn-restriccidn de 1la bacteria (8) v
tiene 2 caracteristicas esenciales ! a) El DNA que entra
en una célula con una especificidad de restriccidn (rx?}
es degradado si viene de células que carecen de la
correspondiente especificidad de modificacidn (mx). b)
Una célula con especificidad de restriccidn (rx) tiene
también una actividad mx que protege su propio DNA frente
& la actividad rx.

lLas metilasas de modificacidn son enzimas que
metilan el PMA en sition ceopecificos, comb resultado el
DNA esta protegido frente a 1la ruptura por una
endonucleasa de restriccion corbespondiente que reconoce
este sitio sSlo cuando no estd metilado t26).

Li? proteinas que llevan a cabo la restriccién se
denominan endonucleasas de restriccidni v sus propiedades
son (8): .

a) Reconoccer una secuencia de oligonucleétidos especifico
en el DNA diplex.
by Hacer cortes en esta secuencia en alQunos casos o0 a

cierta distancia de ella en otros, v
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c) Mo ser capaz de cortar el DNA si no estd el sitio de
reconocimiento o bien €ste esti modificado por metilacidn
en uno o en varios nucledtidos.

Las endonucleasas de restriccidn pueden agruparse en
(26) 2
i), Enzimas de tipo I.- dependen de S-adenosil metionina,
dé ATP Y de magnesio. Son potentes ATP asas, dependientes
de DNA v no pﬁoducen en el DNA extremos distintivos -de
ruptura. La enzima recancce un sitio distintivo sobre el
DNA diplex, se une, ¥y luego la enzima recorre el DNA de
un lado a otro haciendo cortes. Dentro de este tipo estdn
Eco k&, Eco B, EPl.lHind 1.
iiY Enzimas de tipo II.- no  requieren de S-adenosil
metionina, ni ATP. Salo requieren maanesio. Oriainan
cortes bien definidos en la doble cadena de DNA en un
sitio especifico. Los cortes son en forma de ziq-zaaq
haciendo posible el acoplamiento de los extremos, gque se
juntan o se recombinan con Qtrus extremps creados por la
ruptura de cualquier molécula de DNA con la misma enzima.
Ejemplos: Eco RI, Pst I, Hpa I, Hind III, Rgl IX...

Las técnicas de DNA recombinate son una haerramienta
muy Udtil, no sSlo para resnlver‘ incdanitas relacionadas
con el fendmeno de la vida sino también para conferir a
los organismbs nuevas propiedades y capacidades teniendo
aplicacidn a nivel de 1la industria, agricultura,

medicina, biotecnoloafa, etc (47).
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IIT. OBJETIVO.

.

En el cultivo mixto intearado por Cellulomgnas

flaviaena v Xanthomonas sp. s€ intenta aumentar la tasa

de crecimiento espec{+ica mediante la sobreproduccidn de
celulasas por medic de la clonacidn molecular ¥ la
expresidn de 1os 9genes que codifican para las celulasas
en ambas bacterias. Para ello es necesario contar con un
vehiculo de clonacidn apropiado como puede ser un
pldsmido de 1a misma bacteria o utilizando alguno otro
que transforme genéticamente a las bacterias.

En este trabajo se investigars sobre la presencia de -

plasmidos en Xanthomonas sp, con el fin de emplearlo'como
vehiculo de clonacidn molecular ' para los - aenes que

codifican las celulasas. Para lograr este objetivo se

realizard 1o siguiente:

1. Determinar la &urva de crecimiento de Xahthomonas sp.

en Infusidn Cerebro-Corazdn (BHI).

2. Determinar 1las condiciones optimas de 1lisis de

Xanthomonas sp. para la extraccidn de DNA.

3. Puriticar las diferentes especies de DNA utilizando

diversos métodos, para determinar la presencia de DMA

extracromosdmico.
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4. En caso de encontrar un elemento extracromosdmico

(pldsmido) caracterizarlo con enzimas de restriccién,

19



IV MATERIALES Y METODOS.

a) MATERIALES

1. REACTIVOS:

Acetatao de sodio CH3COONa Siama

Acido acético qlacial CH3COOH N Baker -

Acido etilén diaminotetracético.dihidratada (EDTA) Sigma

Aaar bacterioldaqico’ ’ DIFCO
Agarosa tipo 1 v IV ) Siama
Albimina sérica de bovino +racc.IX (Bsé) . Sigma
Alcohol etilico absoluto CH3CH20H Baker
Alcohol iscam{lico absoluto Baker
Alcohol isopropilico absoluto ) Baker
Bactotriptona . . o DIFCO
B-mercaptoetanol HSCH2CHZ0H . Sigma
Carboximetil-celulosa (CMC) Siama
Cloroformo CHC13 - Baker
Cloruro de Cesio CsCl . - BioRad
Cloruro de magnesia MgC12.4&4H20 ' ) . Baker
Cloruro de potasio KC1 Baker
Clorurac de sodio NaCl Bakef
7 DNA de lambda diqerido con Hind IIIX . . Siama

DNA de salmén Siama
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Dodecil sulfato de socdio (SDS) BDH

Fenaol CGS&6HSOH Merck
Ficoll tipo 49Q@ Sigma
Glicerol C3H3(0OH)3 Baker
Glucosa anhidra C&H1206 Baker
Hidroxido de sodio NaOH Baker
Infusidn Cerebro-Corazdn (BHI) BIO*ON
Lisozima—-- | A Sigma
Proteinasa K tipo XI Sigma
Ribonucleasa A {RNAasa A) tipo IIA Sigma
Sarkosyl NR-97 CQba Geiqy
Sepharusa‘48 Pharmacia
Sultato de magnesio MaS04.7H20 Bakenr
Trizma base - ‘ Sigma
COLORANMTES

Azul de bromofenol ) ’ Siama
Bromocresol pirpura ] R : .'Heéck
Bromura de etidio _ B ¢ Siqma
Xileno de Cianol . Siama
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2., Equipo

Agitadara (NBS-G-25)

Balanza analitica (Mettler H2E)

Camaras de electroforesis (horizontal 4.7 x 7.5 cm).
Cdmara fotoarsfica mod. MP~4 (Polaroid)

Centrifuga automiatica (Sorvalf 55-33); rotorés GSA, SSF34
Columna de separacicon de 18 x 1 cm

Espectrofotdmetro (Perkin-Elmer 35)

Estufa de vacfo (Lab-Line Instruments)

Estufa de incubacidn (DU-S5)

Fuente de poder (CINVESTAV)

Ldmpara de luz ultravioleta de onda corta
Microcentr{fuga (Eppendorf 541%5)

Pelicula fatografica 55,57 (Palaroid)

Potencidmetro digital‘(Fisher 525)

Refractometro

Termoblock tlLab-lLine Instruments) Mod. 2999
Transiluminador, luz UV (Ultraviolets Products Inc.)

Ultracentri{fuga (Beckman)}i rotaraes 5% Ti v 59 vTi

3. Enzimas de Restriccion.

NOMBRE SECUENCIA SOLUCION AMORT IGUADORA LAB.

QUE RECONOCE DE REACCION
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Eco RI

Pst I

Hind 11X

Msp I

Hpa IX

GTAATTC

CTGCA1G

ATABCTT

CtCG6

CcCeCB6

MaCl SgmM
Tris HC1 19%mM
MaCl2 SmM

BSA 149 ua/ml

MacCl ;Gﬂmﬂ
Tris HC1l 19mM
MaClZ 1%mM

BSA 199 ua/mi

NaCl 5omM
Tris HC1 SOmM
MaCl2 16mM

BSA 1649 uva/ml

KC1 &mM
Tris HC1 18mM

MaClZ 10mM

‘DTT 1mM

BSA 188 ua/ml

KC1 émM

Tris HC1 1&mM
MgC12 18mM
DTT 1mM

BSA 199 ua/ml

23

pH 7.5

pH 8

pHV7.4

pH 7.4

BiolL abs

Biolabs

Biolabs

Biotabs

BioLabs



Bam HI ~BtBATCC Nac1 15@mM CIIGB
Trig HCl &6mM pH 7.9
Mac12 émM

BSA 14048 ua/ml

Bal II ATGATCT Tris HC1 199mM pH 8 © BRL
MaCl2 SmM
MaCl &2mM

4. MEDIOS.

a) Medio Mineral: NaCl S.5q, (NH4)2S04 2.S5a, P04 3.39,
CaCl2 @.1q, MaS04 @.1a, Carboximetil-celulosa 1%, aforar

a2 un litro con agua de la llave.

b) Medio Luria: Bactotriptona 18q, extracto de levadura
29, NaCl 18g, NaOH al 2% 4.8 ml, aforar a un 1litro con

aqua destilada.

c) Medio Infusmidn Cerebro-Corazdn (BHI): 37a de medio por

litro de acua destilada.
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5. CEPAS BACTERTAPMAS

Manthomanas sp.

clave ATCC-31°2Q

telluiomonas flavicena clave CDBB-b-532

Escherichia coli Cepa Cé99.
Escherichia coli Cepa HB1O1.

CEPA

a)Xanthomonas sp

BI1C. flavidena

et At

cE.
Coa9a

dIE.

HB1@)

c) Esta cepa

GENOTIPO

Met—-, Blu-, Ac.

Thv-, Bio-.

thi-, leuBs-,
AZ21, sup E44, -
rec A13, lac Y1,

2 K2, sSm r,

es también conocida

proveniente de la cepa K12 de E. goli.
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alcohol isopropfilico 15ml.

TECNICA VII: Extraccidn de DNA para b;cterias Gram f-).
2y

Sol.1. TES! Tris HCl 5OmM, NaCl S&mM, EPTA SmM.

Sol.2. Mezcla 1{ftica: lisozima img, RNAasa A J.5mg,

sacarosa 199ma/ml TES.

TECNICA VIII: Extraccidn de DNA para c@lulas bacterianas.
(43) v

Sol.1l. De lizozima: 19ma/ml de lisozima en 1ml de tris
HC) pH 8.

Sol.2. STEP: SDPS &.5%, Tris HC1 pH 7.5 5mM, EDTA 4. 1M,
proteinasa K 1img/ml} estas concentraciones son calculadas
para el volumen total de la muestra.

Sol.3. Fenol. Se utiliza +enol bidestilado. Se funde a
temperatura ambiente v lugao a 6&8° C. Se adiciona
8-Hidroxiquinoleina a una concentracidn final de G.i%, =&
aarega un voluwmen igual de solucidn amurtiquadbra de
Tris-HCY (pH 8) 1.9 H, s agita y se extrae la fase
acuosa. Se adiciona un wvolumen iqual de salucidn
amortiquadora de Tris-HCi (pH &) g.1 M me agita y se
vuelve a extraer la fase acuosa} esto s@ repite tantas
veces como sea necesartp hasta que el pH de la fase
acuosa sea de 7.5. El +enol extraido se aquarda con un
poco de solucidn amorticquadora a 4°C.

Sol.4. Cloroformo: se utiliza cloroformo en proporcidn



d) Ecta cepa e% un hibrido de E. goli K-12 v E. ggli B,
es usada comunmente comp receptor en transformaciones, es
un buen hospedero para plésmidos recombinantes, ¥ es Qtil

para purificacitn de plasmidos a @ran escala.

4. SOLUCIONES PARA LA EXTRACCIGN DE DNA.

Las soluciones para la extraccibn de DNA se
esterilizan en autoclave a 135 libras durante 15 minutos,

esto es para destruir la actividad de las nucleasas.

Las soluciones que a continuacidn se presentan
corresponden a las técnicas descritas, en la seccidn de

métodas, para la extracciSn de DNA.

TECNICA VI: Extraccidn de pldsmidos: Lisado claro. (&)
Sol.1. Glucosa SImM, EDTA 19mM, Tris HC1 25mM.

Sel.2. NaOH &.2M, SDS 1%; debe prepararse al momento de
usarse.

Soi.3. Acetato de sodio 3.H20 49.99, &cido acético
5,8%ml, se afora a 192 ml con agua déstilada. ’

Sol.4. Amortiquador TE (Tris-EDTA): Tris HC1 pH 7.5 1@mM,
EDTA 1mM,

Sol.5. 1Isopropanol saturada: CsCl 19.46%a, TE 12.3ml,
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24:1 con alcohol isvamilico.
Sol.S. Acetato de sodio 4@.%a, dcido acético 6.8%9ml; el
pH se ajusta a 5.2 con dcido acético v después se afora a

199 ml.

TECNICA 1%: Lisis "in situ®. (18)

Sol.1. De lisozima: lisozima Zma/ml, RNAasa A S@dua’/mi,
azul de bromofencl Z.9%5%, Ficoll 20% (429,899 u.).

Sol.2. SDS @.2%, Ficoll 18%.

So1.3. SDS #.2%, Ficoll S5%.

TECNICA X: Deteccitn de plasmidos pequeiios ¥ grandes.
125

Sol.!l. AmortiqQuador E€: Tris acetato 4@mM, EDTA 2mM.

901.2. Pe lisis: SDS 3%, Tris HCl pH 12.6 S9mM; se ajusta
el pH a 12.46 con 1.6ml de NaOH 2N v se afora a 100ml con

aqua destilada.

TECNICA ®I: Extraccion de pilaswmidos por columna. (31)
Sol.1. Tris HCl pH 7.5 25mM, EDTA S@mM, Glucosa SOmM.
Sol.2. (fresca) NaOH 9.2N, SDS 1%,

S0l1.3. Acetato de Sodio 2RM.

Sol.4. Amorticuador de columnal NaCl 9.35M, tris HC1 pH 8
S52mM, EDTA 1O0mM.

Se utiliza una columna de vidrio de 18 x 1 cm empacada

con sepharosa 4B.
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réCNICA X11s Extraccionea rapidas de pliﬁmidos. (3,28
a) NaOH sgmM sﬁs 5%, ERTA SmtM . Bromccra:ol pGrpur? aml -
B Glucos3 Ssgmt EDTA s@mM Tris HC1 2%5mM e sDS al =%
as5ul .
SOLUEIONES ANDRTIGUADDRAS:
a) hcatato;: Tris acetato teris pbase v acido acético
glacial) 3.984M, ENTA Q.QBZN.
Cancentrada SGR: 2429 de tris bas® =7 .1im} de Zcido
acético ~ 1 @@ml de EDTA 3 .5M.
o sM, dcide porico 87 = EDTA

paratos 8

- b) Boratns: Tris
@.8a2M-
Concentrada sgxs 549 de tri® pases 27.5a de &cido porico
v 20m1 de EDTA @.5%M.
». Bolsas de diarisist
Se cortan de 18 2 28Cme <@ hierven en solucién de
bicarponntc de sodio ¥ EDTA ¢2: 101 (-1 4 yavan perfectamente
con aqud destilada v se vuelvenva hervir con ENTA 19-3 "
(E.EBAGg en . 259 ml)e. se 9uardan a 4° cs antes de
utilizar\as se _\avan con aquad destilada interna v
externamente.
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b) METODOS

I. Conservacidn del cultivo mixto bacteriano
(cgliglgmnnag flg{iqnna Yy Xanthomonas €p.).
El cultive mixto se conserva en tubos de ensavo con
-medio mineral, carboximetil-celulosa y agar. Despuds de
sembrar con una asada del cultivo mixto, los tubos se
incuban 'a 37°C por un perfodo de 48 a 72 h ¥y se conservan

a 4°C. La resiembra se hace cada mes.

1X. Aislamiento de la cepa de Xapthomonas &p. pura a
partir del cultiva mixto,

Se toma una as;da del cultivo mixto v se siembra por
estria en placa con BHI~agar, se deja incubar por 48 hrs.
a 37°C. Una vez crecidags las caolonias se tama una colonia
de _Xanthomonas sp. {color amarillo) v e resiembra en
placa c<con BHI-aqar, incubdndose por 48 h a 37° €. Se
conserva a 4°C. Se resiembra l's cepa cada semana en placa

con BHl-agar.

II1. Obtencidn de la curva de crecimiento de amonas
sp. en Infusidn Cerebro-Corazon.
Se toma una colonia de Xanthomonas sp. crecida en

placa de BHI v se inocula un matraz que contiene medio
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liquido de BHI (a una quinta parte de su capacidad) se
agita a 1S9 rpm a 37°C por 16 horas. El medio crecido
{indculo) se diluye al 5% en medio lfguido de BHI; (-3

incuba a 37°C en agitacidan a 13¢ rpm. Se toman lecturas,

cada hora, en el espectrofotdmetro a 538 nm.

IV. Obtencidn de la relacidn entre 1la densidad dptica v
el crecimiento del cultivo, de Xanthomonas sp.

Con una colonia de Xanthomonas sp. se inocula urn matraz
que cpntiene medio I{quiqo de BHI a una quinta parte de
su capacidad vy se incuba a 37°C>cnn agitacidn de 159 rpm
durante 16 horas. Se centrifuga a 4008 1rpm v el botdn
celular se resuspende en agua destiladasj se realizan
diluciones del cu]fivo para obtener lecturas de densidad
6ptica: a 539 . nm entre F.95 v 4.6, en el
espectrofotSmetro. Estas diluciones se hacen por
triplicado ¥ una alicuota de cada una de ellas es secada
en charolas de papel aluminio a &9°C en una estufa con
vacio durante-24 h. Se pesan, Yy con la diferencia en peso
s@ realiza 1a cﬁrva araficande 1z densidad oOptica contra

los gramos de célula por litro.

V. Obtencidn de las c€lulas para la extraccidn de .DNA.

Se toma una colonia de Xanthomopas sp. crecida en
placa de BHI v con ella se inocula medio 1ifquido ‘de BHI,
se incuba por 1é horas a 37° € en agitacidn a 159 rpm. El

indculo obtenido se diluyve en medio 1fquido de BHI v se
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incuba a 37°C con aaitacibtn de 156 rpm hasta que alcance
una densidad &ptica de .6 (S3@ nm). Las células se
recuperan por centrifugacién a SEOF rpm durante 1S

minutos en rotor GSA.

Vi. Extraccifn de pldsmidos: lisado claro. [Birnboim v
Doly 1979 (&6}, woditicado por Horbwiczl.

Se obtienen las celulas como se indica en el punto

La pastilla celular se resuspende oen 19ml de 1a
s0l.1 mas 5Sma/ml de ligsozima y se incuba por 30 minutos
en hielo. Se aaregan 29ml de 1a so0l.2 v se. mezcla
suavemente; se incuba en hielo por una horaj se agregan
1Sml ' de l1a so0l1.3, mezclando suavemente vy se incuba
durante una hora a 4°C=-se centrifu@a wmedia hora a 13069
rpm para descartar restos celulares; el sobrenadante se
dictribuye en diferentes tubos v se aaregan 2 voiﬁnene:

' de etanol absoluto frfo {-28°C), se incuba  toda 1a noche
a -20°C o 3Pmin. a ;7B°C en baho de hielo secc con etanpl
0 acetona. Se centrifugan 39min. a 19999 rpm. La pastilla
se seca en desecador al ;aciu v se resuspende en 12Z2ml de
acetato de sodia 9,1n_ (pH S.2)3 se precipita como se
menciond anteriormente, Se centrifuga media hora a 19000
rpm. 3 la pastilla se seca vy se resuspende en éml de
tris-EDTA con S%ugq’/ml de RNAasa A; se incuba 32 minutos a
37°C. Se agregan 4ml de Tris-EDTA y 7aq de CsCl1, se mezcla

suavemente Y se aareqan 5SP9ul de bromuro de etidio
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{(1ma/ml). Se centrifuaa a 459g9¢ rpm. en rotor 52T§
durante 36 h a 209 C. Las bandas abtenidas por la

formacién del garadiente se colectan por separadao ¥ se

extrae el bromuro de etidia caon 2-praopancol saturado, se

somete a didlisis a 4°C durante 24 h con varios cambios

de 1a solucidn de Tris-EDTA. E1 DNA se conserva a 4°C.

VII. Extracecién de DNA total para bacterias Gram (-).
[BabyKin, M. y calaboradores! 1784 (2)1.

Las células se obtienen como se indica en el punto D)
se lavan can 3ml de TES, después son resuspendidas en iml
de mezcla 1ftica v se incuban a 35f C 19 wmin. vy
posterinrmqnte @n hielo por S5 wmin. S& agregan 9.35ml de
sarku;y! al 2% vy se homogeniza por répipeten agregandno
iml} dé TES, nuevamente se adiciona sarkosyl a una
:oncentracidﬁ final de 1.3% (disuelto en 8.25M dé EDTA).
El lisada es pasado 4 veces por una aguja - de 1.9mm de
didmetro. Se agreaa CsCl a una densidad de 1.481 Q/cm3 v
bromurc de etidia con una concentracidn final de

g.5ma/ml.

El gradiente isopfcnico preformada de CsCl se elabora

utilizindb tres mililitros de soluciones de cloruro de

cesio con diferentes densidades! (.772 g/cm3, 1.619 9/cm3

tincluyendo la muestral y 1.4446 g/cm3. Las soluciones san

caolocadas de mayor a menor densidad en el tubs de

centr{fuaa cuidando de no mezclarlas. Se gomete a

centrifugacidn 2 A4A%9%9 rpm en rotor S2Ti par 18 h. Las
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bandas obtenidas en el gradiente se colectan por separado
¥y e extrae el bromuro de etidio con un volumen igual de
isopropanol saturado con CsCl seguido de una didlisis
para retirar la sal. E1 DNA se guarda a 4°C,

Para determinar la densidad del DNAj la muestra (sin
bromuro de etidio) se somete a un gradiente de densidad
de cloruro de cesio. La colecta se realiza por picadura
del tubo en fracciones de S@8ul cada una. A cada fracciodn
se le determina el fndice de refraccidn (a partir del
cual se puede calcular la densidad de cada fraccién) ¥ 1la
absorbencia a 269 nm; con estos datos se construve una

gritica en donde se determina la densidad de la muestra.

VIII. Extraccidn de DNA total de células Bacterianas.
[Silhavyvy, T.J. y colaboradores; 1984 (43)1.

Las c€lulas se obtienen como se indica en el punto
¥ @1 botdn celular se resuspende en 19ml de Tris HC1 (pH
8)y EDTA . 30mM; esta solucidn se congela a -28° € (hielo
seco) i va cbngelada se adiciona @.5m]l de la solucidn de
lisozima para romper las‘células v se funde mezclando en
un bafo de agua a temperatura ambiénte. Ya fundido se
enfria a 4°C. por 45 min. Se adiciona iml de la spolucidn
STEFP (%) mezclando bien v se calienta a 65° C por 18O
minutos con mezclas suaves ocasionales. Se adicionan é&ml
de +fenol y se mezcla suavemente durante 5 min. para

emulsifticar. Se centrifuga 1@ min, a {909% rpm para
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separar la fase acuosa, en la cual esta contenido el DNA,
se transfiere a un tubo limpio tratando de no incluir
material de la interfase, si la fase acubsa esta con el
material de la interfase se repite la extraccidn con
+tenocl.

Despuds se adiciona una ddcima parte del volumen total
de la muestra de acetato de sodioc 3M (pH S.2) mezclando
suavemente vy 2 volimenes de etanol absoluto; se invienteb
el tubop para mezclar, los 4dcidos npucldicos se aarupan
como en una esférula y se recuperan con una micropipeta
de vidrinojel exceso de alcochel se remueve por rotacidn
suave en las paredes del tubo; wse transfiere a un btubn
limpio qﬁe contiene Sml de Tris HC1 S5¢mM v EDTA imM con
209%ug/ml de RNAasa A. Se incuba 279 minutos a 37°C y se
disuelve el precipitado moviendo el tubo suavemente a 4°C
tada 1a noche. El DNA debe estar completamente disuelto,
si es necesario se agrega lﬁl de Tris~EDTA. Se adiciona
un volumen igual de cloroformo. ¥y se . invierte para
mezclar, se centrifuaa a 5888 rpm por 1S minqtos v la
_fase acuecsa (superior) se transfiere a un tubo limpio: se
precipita como se menciond anteriormente Yy el DNA ce
observa como hilos targos, 86 recupera el DNA con una
micropipeta de vidrio y se disuelve een 2ml de Tris-EDTA.
El DNA se¢ guarda a 4°C.

(%) Con esta técnica se hicieron pruebas utilizando 1la
enzima proteinasa K inmovilizada en un soporte de nyldén

{(bajo la asesoria del Dr. Ignacia Magana Plaza). L.a
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variacidn que se hizo fue de incubar la mnuestra con el
nyldn que tiene la proteinasa K, en un bano de agua al
igual que con 1la enzima sin inmovilizars después de
incubar se centriftu@a a 10000 rpmn por 1S5S minutos, para
separar el nylén de la muestra, v se continua con los

pasos normalmente. Esta enzima inmovilizada se reutilizd

3 veces.

IX. Ligis ™ in gitu *. [Eckhardt T. 1978 (18)1

Una o dos colonias de Xanthomonas sp. crecidas en
placa de BHI se resuspenden en 15ul de solucidn de
lisozima que ha sido colocada, previamente, en 1los
carriles del gel. La suspensidn se vuelve ligeramente
turbia, se incuba Smin a temperatura ambiente. Se aareaan
3%ul de la solucidn 2 en 1la parte superior de la mezcla
bac;eria-lisuzima. ias dos capas se mezcian moviendo de
lade a lado con un palilla, las dos capas deben
diferenciarce. Se colocan 189 Ql de la mezcla mds ligera ;
en la parte superior de las otras dos soluciones, sin
dafiar el lisado.

Se zsellan los carriles con agarosa fundida vy se aforan
los carriles con solucidn amortiguadora. El plSsmido se

somete a electru+oresisv por una hora a 2mA (SV) vy despuéﬁ

por dos horas a 49mV (46V). El gel se tifie con bromuro de

etidio (9.4ug/ml) en solucidn amortiguadora de boratos

por 15 minutos. La camara de electroforesis gue se

utiliza es vertical.



X. Deteccidn de plismidos. [Kado C.I. vy Liu S.T. 1981
(25)1.

Se taoman ami de un cultivo de Xanthomonas crecido
durante 16 horas en medio 1ligquido de BHI ¥ se centrifuga
a 5999 rpm durante 7 minutos a 4°C, la pastilla se
resuspende en {1 ml de splucidn amortiguadora E vy se
agregan 2ml de solucidn de lisis. Se incuba a 39 - &5°C
por 20 minutos en baho de aqua a 37° C. ¥y e adicionan
dos volimenes de fenol-cloroforma (1:1) para separar
proteinas. Se centrifuga por 15 minutns.a 6866 rpm a 4°C.
v la +ase acupgsa e transfiere a un tubo limpio con una
pipeta'pasteur. Se toman 35 ul de esta muestra Yy con 19
ul de bromocresol purpura se somete a electroforesis en
un gel de agarosa al f.7% | se deja por dos horas a 12
vaolts., El! gel se tifie con bromuro de etidio en

amortiguador de acetatos (@.5ua/ml).

XI. Extracecidn de plasmidos por columna. [Maniatis 1982
(311)1. .

Las células se abtienen coma se indica en el punta V
Yy la pastilla se lava con 3%m! de solucidn 1} se
centrifuga por ég min., a &99% rpm en ¥fric vy la pastilla
se resuspende en 5Sml de solucidn 1 con 19ma/ml de
lisozima, se incuba 135 min. en hielo. Se anaden 2¢0ml de
s0lucidn 2 ¥y se mezcla por inversidn, se incuba 5 min. a

temperatura ambiente. Se adicionan 1%ml de acetato de
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sodio $rfa v se invierte varias veces, se incuba una hora
en hielo y se centrifuaa por 49min. a 190069 rpm; el
sobrenadante se transfiere a dos tubos v se precipita con
dos voldmenes de etanol absoluta +rio, se deja por 3d
min. en banho de hielo seca con etanol y se centrifuga a
10888 rpm por 15 min., el botdn se resuspende en Sml de
la salucidn amartiguadora de columna. Se realizan
extracciones con fenol-gcloroformo (1:1) y después con
cloroformo; se centrifuga S min. a 19548 rpm. A la fase
acuosa (parte superior) se le adicionan 25ul de RNAasa A
(19mg/ml) y se incuba durante 29 min. a 37° C. Se extrae
nuevamente con fennl-clorotormo y después con cloroformo,
se centrifuga por S5 min. a 19992 rpm. La fase acuosa se
precipita con etanpl comn se indica anteriormentes la
pastilla se seca Yy se resuspende en %.5ml de solucidn
amortiguadora de columna. La muestra es fracéipnada en
columna de sepharosa 4B (que ha sido previamenteilavada
con SPZml de amortiquador de columnal). Se colectan 48
fracciones dg S99 ul ;ada una ¥ con 3 ul de cada fraccidn
se detectan los écidos‘ nuclé}cas én placa de agarosa con
bromura de etidioj} después las fracciones gue contengan

dcidos nucldicos se someten a electroforesis en un ael de

[y

agarosa al J.7%. Las Fraccicnes gque contengan la misma

especie de DNA se mezclan ¥ son precipitadas con etanol

coma se menciona anteriormente. La pastilla se resuspende

en 160 ul de Tris-EDTA vy se visualiza por electroforesis

en un gel de agarasa al 9.7%3 el cual es teWida con
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bromuro de etidio en amortiquador de acetatos.

%11. Extracciones rapidas de pldsmidos.

a) Barnes, 1974 (3). Se toma una colonia de
Xanthomonas sp. crecida en placa de BHI Yy se toloca @n un
tubo con 25 ul de solucidn i, se agita con un palillo, se
tapa el tubo v se chuba a &8°C por un hora. Se adicionan
2.% ul de ficoll al 25% v toda l1a mezcla se coloca en el
carril de un gel de agarosa al G.7%. Se tifie el gel 45
minutos con bromuro de etidio en amocrtiguador de acetatos

(B.3ug/ml).

b)Y Holmes DP.S. vy Quigley, 1981 (24), Se toma 1.9%ml de
cultivo de X;n&hnmnngﬁ sp crecido 16 horas en mwmedio
liquido de BHI y se centrifuga 1 min. en microcentr {fugay
€l botdn se seca y se resuspende en ©.35 ul de la
solucidn 1, wse adicionan 25 ul de solucidn de lisozima
fresca (19mg/ml) y se mezcla en agitadura por 3 segundos;
se pone el tuba en bafho de agua hirvienQn duran@e ag
segundos & se centrifuga inmediatamente despuéﬁ por 1§
min. a temperatura ambiente en microcentrifuga. El botdn
s€ remueve con un palillo ¥y al sobrenadante se le
adicionan 44 ul de acetato de sodio 3M v 429 ul de
isopropanol, se mezcla con aaitador y se incuba en .bano
de hielo seco con etanol por 15 min.; se centrifuga 13
‘minutos en microcantrffuéa a 4*C, el botdn se seca vy se

resuspende en S ul de Tris-EDTA con 58 ug/ml de RNAasa
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A, se incuba (9 min. a 37= C. v se observa en gel de

adgarosa.

XI1l. Digestidn con enzimas de restriccidn.

Cada enzima tiene sus condiciones dptimas de reatcidn.
Para llevar a cabo la digestidn se necesita 1 ug de DNA
para dos unidades de enzima { una unidad de  enzima se
define como 1la cantidad de enzima necesaria para digerir
un microgramo de DNA en una hora a la temperatura
adecuada y con 1$ soluccién amortiguadora de reaccidn
correspondiente Y v la solucidn amortiQuadora de
reaccidn adecuada concentrada diezx veces (19X); el
volumen total se completa a 26 ul con agua destilada
estéril.

Se hacen los calculas para tener 1 ug de DNA, las
cantidades netesarias de enzima ¥y splucidn amortiguadora
de reaccidn. Primero se pone el agua seguida del DNA, la
solucion amortiguadora y por dl1timo . la enzima. Se pone a
incubar a 37°C durante una horaj después de este tiempo
se adicionan 3 ul de azul de bromofenol ¥y se para la

reaccidn con un chaque térmico a &45°C durante S minutos.

XIV. Electroforesis en gel de aqarcsa.
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Para 1llevar a cabo la electroforesis se utilizan
cdmaras electroforéticas horizontales de 7.5 X S.¢ cm y
verticales de 17.5 X 18.08 cm.

L.a agarosa que se utiliza es al 8.6 o #.7% en solucidn
amortiguadora de acetatos o boratos.

En los geles horizontales el voltaje gque se utiliza es
de 58 V., durante dos horas.

El colorante que se utiliza como referencia es el

azul de bromofennl ¥ el gel se tifie con bromuro de etidio

a una cancentracisn de g.5 uwug/ml en solucidn
amortiguadora de acetatos o boratos durante 38 - 45
minutos.
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V. RESULTADOS

1. Curva de crecimiento de Xanthomonas sps. en medico

infusidn cerebro-corazan.

LLa curva de crecimiento de _Xanthomopag sSp. @8 una
curva tipica siamoidal (arafica 1) quwe comprende las

fases laa o de adaptacidn al medic de cultivo, con  una
duracidén de tres horas después de la inoculacidén; la fase
loqa o de duplicacidn con una duracidn de 8 horas v la
fase estacionaria que se alcanzd a las 11 horas despuds
de inocular el medio de cultiva.

Para determinan, l1la tasa 'especfiica de crecimiento
tud de Manthomonas sp. en este medio, se araficd el
logaritmo de 1a absorbencia contra el tiempo, obteniendo
un valar de @.2/hr. (gridfica 2) v el tiempo de

duplicacidn del cultive fue de 3.46 horas.

2. Relacidn entre la densidad dptica v el
crecimiento del cultivo de Xanthomonas sp.

La relacidén obtenida entre la densidad &ptica (%34
nm) » los aramos de ce€lula por litro de cultivo fue de

1:1 tarafica 3), resultando la ecuacidn:
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P.0. (539 nm) = 1.9 lacel/l) + &,884, en donde:

vy = Densidad 6ptica
m = 1.8
b = a.806

La correlacidn entre 1los puntos fue de &.99 ¥ la

ecuacicn se obtuvo wutilizando el mwmétodo de minimos
cuadrados.

Para la extraccidn del DNA las células se cose@charon
. en la fase loaarftmica tardia, a una dencidad dptica de

8.6 (SSQ nm), teniendo aproximadamente 9.4560946 qceél/l.

Para la extraccidn de DNA de Xanthomonas sp. se
emplearon varias técnicas que se modificaron seadn las
necesidades de la bacteria. Los resultados obtenidos para

estas distintas técnicas se muestran a continuacidn.

3. Se obtuvp DNA de Xanthomonas sp utildzando 1la

tdcnica de Birnboim y Dolv (&), (técnica VI métodos).

El1 DNA se ourificd utilizando un aradiente de
densidad de cloruro de cesio. Se obtuvieron dos bandas
con un minimo de separacidn entre ellas; la seaunda banda
mis pequefia que la primera. Se colectaron por separado v

se dializaron durante 24 horas en solucidn amortiauadora
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de Tris~-EDTA a3 9°C. Las muestras obtenidas se sometieron

a electrofaresis en un gel de aqarcsa al &.7%, resul tando

moléculas de alto peso molecular en ambos casos.

Con el propdsito de caracterizar estas especies de
DNA se compard el patrén de restriccidn de ambas bandas.
Cada banda se restringid con las enzimas Eco RI, Pst I,
Hind TIII, Bal Il v Bam HI; y para cada una de estas

enzimas utilizadas no se aobservaron bandas definidas al

someterse a electroforesis en un qel de agarosa al #.7%.

ta té€cnica de Birnboim v Doly para la aobtencidn de

plismidos fue empleada para extraer el plasmido pBR32Z de

la cepa HB19! de Escherichia colis; el cual se sometid a

electroforesis en un el de acarosa al £2.7%, resultando
pldsmido con tres bandas: 1

I

un patrdn tfpico de
correspondiente a DNA circular covalentemnte cerradol
DNA circular abiertoc v III DNA lineal (figura 2).

Este pldsmido fue empleado para coﬁprobar la eficacia
de las enzimas de restriccidn Eco RI v Pst I, obteniendo
. una sola banda de 4.2 Kb de=pués de la restricecidn, en

ambos casos. Estas enzimas reconocen un sitio dGnico

dentro del plasmido produciendo la linealizacidn de éste.

Con el fin de establecer si las condiciaones
utilizédas para la restriccidn del! DNA de Xanthomonas sp.

eran las adecuadas se hicieran incubaciones mezclando DNA

de Xanthomonas sp. ¥ de pBR322.

a4



Restricecidn del DNA de
Xanthomonas sp y pBR322.

1 23 45 6678

Piguraz. E1l DNA de Xanthomonas sp y pBR322 fue aisla-
do por el método de lisado clare (6) y réstringido se~
g6n métodos. Carril 1. pBR322; carril 2. pBR322 digeri
do con Eco RI; carril 3. Xanthomonas sp; carril 4. Xan
thomonas sp digerido con Eco RI; carril 5. Xanthomonas
sp ¥y pBR322 digeridos con Eco RI; carril 6. Xanthomo -
nas sp; carril 7. Xanthomonas sp digerido con Pst I; -
carril 8. Xanthomonas sp y pBR322 digeridos con Pst I;
carril 8. Marcador de peso molecular, lambda digerido-
con Hind III,




En la fioura 2 se observa la diaesticn del DNA de

XYanthomonas Sp. v de pBR32. Para pBR322 se tiene una

banda de 4.2 Kb v para el DNA de Xanthombnas sp se

observan fraamentos de m&s de 23 Kb hasta de menos de 2

Kb.

4, Se utilizd la tdcnica de Babvkin para la

extraccidn de DNA de Xanthomonas sp. para detectar la

presencia de pldsmidos (técnica YII métados).

Con e¢sta técnica los lisados celulares vobtenidns son

muy viscusus lo que dificulita su manejo v an. varias

occasiones .la lisiws celular no fue satisfactoria. Al

someter el DNA a un aradiente de densidad de clorura de

~cesio se ‘ohbtuve una banda de DNA con una denzsidad de

1.727 g/ml (grdfica B)3 la cual fue colectada v dizlizada

s 4° € en solucidn amortiguadora de Tris~EDTA. Esta

muestra se sometid a electrafaresis en un ael de agarosa

al &,7% detectando una sfla banda no detinida de alto

pesc molecular.
Con el fin de caracterizar el DNA de Xapthomonas sp.

obtenido con esta técnica se restringid can las

enzimas

fco RI, Pst I, Hind II1 + Bal I1 v se wsometid a

electroforesics en un aqel de agarosa al #.7%, resultando
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un patrdn de bandas no definido, para cada una de las
enzimas empleadas, con fraamentos de mis de 23 Kb v
menores de 2 Kb. (datos np mostrados).

La abtencidn de wuna sd0la banda del complejo
DNA~bromurec de etidio y el patrén de restriccicdn

obgervado indican la ausencia de DNA extracromasémico en

la cepa de Xanthomonas Ssp.

5. ton el propdsito de verificar lo anteriar se
empleéd la tdcnica de Silhavy (43) para la deteccidn de
plasmidos a partir del DNA total de Xanthomgnas sp-

ttécnica VIIT métodos).

Después de extraer el DNA de Xanthomanas wp. la
muestra se sometif a electroforesis en un qel de acarosa
al 4.6%, se obtuvo una sdla banda de alto peso molecular.

Con el fin de determinar el patrdn de restriccidn del
DNA se utilizaron las enzimas de restriccidn Eco RI, Pst
I, Hind III, Bam HI ¥ Bal 1l v se observd que las enzimas
caortaron al DNA en diferentes sitios dando lugar a un
patron de corte con bandas no definidas. (fiqura 3) ‘

Se realizd una cinética de.diqestién con Pst @ v Eco
RI. Los tiempos de incubacidn +fueron aumentados en 30
ninutos hasta tres horas. Se ocbserva en un gel de agarosa
al g.6% que a mayor tiempo de incubacidn los fraamentos

obtenidos son mds pequefios sin observarse un patrdn de
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Restriccidn del DNA de Xanthomonas sp

1 2345687

BRIE
0O ¢
LWNER S

Figura 3 . El DNA de Xanthomonas sp (carril 1) obteni-
do con la técnica de Silhavy fue restringido con las. -
enzimas: carril 2. Eco RIj; carril 3. Pst I; carril 4.-
Hind III; carril 5. Bgl II; carril 6. Bam HI; carril 7
Marcador de peso molecular, lambda digerido con Hind -
III.



bandas definido. La <$igqura 4 muestra las resultadaos
obtenidons con Pst I, los cuales fueron cemejantes a los

obténidos con Eco RI, que no son mostrados.

El1 DNA obtenido con la misma té&cnica VIII ge
restringid con un par de isoesquizdmeros: Hpa 1Y v Msp I
con €l fin de conocer si la secuencia gque reconoten estas
enzimas en el DNA de Xanthomonas sp. se encontraba o no
modificado (metilado). Estas enzimas Ere:ono:en la misma
secuencia, v la diferencia es que Msp I la restringe adn
cuanda estd metilada v Hpa I1 no lg corta sl existe
modificacidn. La digestidn se realizd cuh ambas enzimas a
37* C. durante una hora ¥y se sometiss a electroforesis en
un gel de agarosa al 9.6%. En la figura 5 se presenta el
patrdhvdé corte obtenido que # de fraamentos de menos de
2 HKb. para ambas diqestiones.r lo que Iindica que la
secuentia que reconoce este par de isoesquizdmeros no

estd moditicado.

& Se utilizé la técnica de Eckhard {18) para la

deteccidn de plismidos en Xanthomonas sp. (técnica IX

métodos) .
La lisis celular se llevd a cabo en el pozo del qgel
para evitar 1la ruptura del DNA durante la manipulacidh.

La concentracidn de aqarosa utilizada fue de 9.7% vy
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Cinética de digestidn del DNA
de Xanthomonas sp.

1234687

‘Figura & . Se realizd una cinética de digestidn con -
Pst I del DNA de Xanthomonas sp obtenido con la técni-
ca de Silhavy. Se utilizaron diferentes tiempos de in-
cubacidn. Carril 1. DNA de Xanthomonas sp; carril 2. -
30 min.; carril 3. 60 min.; carril 4. 90 min.; carril-
S 120 min.; carril 6. 150 min'.; carril 7. 180 min.



Digestidn de Xanthomonas sp con
Msp I y Hpa II

1 2 8 4

Figura B . E1 DNA de Xanthomonas sp obtenido con la -
técnica de Silhavy fue restringido con los isocesquizd~
meros Msp I y Hpa II. Carril 1. Xanthomonas sp; carril
2. Xanthomonas sp digerido con Msp I; carril 3. Xantho
monas sp digérido con Hpa II; carril 4. Marcador de pe
so molecular, lambda digerido con Hind III.




despuds de realizada la electroforesis se observa una

banda poco definida de alto peso molecular, Que

carraesponderfa al cromosoma de

&) .

Xanthomonas sp. f(figura

Esta tdcnica de lisis * in situ * se aplicd en la

cepa CA0@ de Escherichia coli v se obtuvo una banda que

migra a la misma altura que el DNA de Xanthomonas sp.,

también de un pesc molecular elevado, Yy gue corresponde

al cromozoma de £. gc¢oli wva que esta cepa

pl&smidos. (fiaura 7).

no posed

2. Otra técnica utilizada para la deteccidn de

plasmidos en Xanthamnﬁas sp. fue la de Kado v Liu (25).

[técnica X metodos].

sometid 2 clectroforesis en un el de aaarosa al S.7%

chservandose una banda ¢e+inid§ de alto‘pesn wmolecular,
1o cual indica que no hay ninadn elemento
extracromosdnico en Xanthomonas sp tfiqura 8),

8.

Se utilizo la técnica de Maniatis (31) para la

identificacidn de pl3smidos en Xapthamonas sp. (técnica

XI métodos),

Can esta técnica se descarta 1la mavor parte del DNA

cromosdmico y la purificacidh de los dcidos nucléiep
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Lisis "in situ" de Xanthomonas sp.

Figura @ . La lisis celular se lleva a cabo directamen
te en el pozo del gel con el fin de detectar la presen
cia de plasmidos. Se observa la ausencia de pli8smidos-
en Xanthomonas sp en el carril 1 y 2. En el caprril 3.-
Marcador de peso molecular, lambda digeridoe con Hind -
III.



Lisis "in situ" de Xanthomonas sp
vy E. coli (C600)

1 2 34

| 1]
Mﬁ;.@u
woa,m

_ Figura T . La t@cnica de "lisis in situ" se llev§ a -
cabo para la cepa C600 de Escherichia coli sin plismi-
dos al igual que para Xanthomonas sp. Carril 1 y 2. -
Xanthomonas sp; carril 3. E. coli cepa C600; carril 4.

Marcador de peso molecular, lambda digerido con Hind -
III.



Lisis alcalina en Xanthomonas sp-

E'iguras . Se uti 126 ¢

cnica de Xado vy Lid para de
terminal la presencia de p‘,\.ﬁsmidos en
La panda de DNA cor

res‘ponde al cromosom
DNA de

a de 1a pacte ~
pes® molecular,

Xam:homonas sp-
ria. carril 1. v 2
Marcador de

1I1I.

Xanthomonas sps carril 3.

jambda digerido con Hind -




obtenidos se realiza utilizando una columna de sepharosa
4B.

Se colectaron 48 fracciones de 599 uwl cada una
después de eluir la muestra por la columnaj; estas
fracciones se diluveron tamando una alfcuota de 259%ul, de

cada una, para determinar su absorbencia a 269 nm, los
resultados se observan en la ardfica 4.

Por otra parte en placas de agarosa con bromuro de
etidio las fracciones 7 a 1la 12 v 1% a 22 presentardn
fluprescoencia. Las fracciones 7 a la 13 se concentraron
Yy se sometieron a electroforesis en un gel de agarosa al
@.7%, observandose una banda de altn. peso wmolecular
gimilar a la de otros geles. En la figura ¢ 8810 "se
muestran las fracciones 11 a la 13, sin embaran en las
fracciones 7 a 19 se observd la misma banda ﬁélp que mas
tenue.

Esta muestra de DNA se restringid con las enzimas Eco
RI, Pst I y Hind III. El1 patrdn observado (datos no
mostrados) fue de bandas no definidas, lo que indicd que
el DNA pertenece al cromosoma de Xanthomohas sp.

Al someter a electroforesis las fracciones 13 a 22 59

detectaron moléculas de bajo peso molecular que

correspondieron a RNA de_Xanthomonas sp (figura 19), eato
es porgue la muestra se tratd previamente, con RNAasa A
que hidroliza el RNA produciendo fragmentas pequefics de

la molécula.
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Figuﬁa 9 . La muestra obtenida de Xanthomonas sp con -
la técnica de Maniatis es filtrada en una columna de -
Sepharosa 4B; se observa en el carril 1. Fracecidn 11,-
DNA; carril 2. Fraceidn 12, DNA; carril 3. Fraccidn 13
DNA; carriles S al 8. RNA de Xanthomonas sp; carril 9.

Marcador de peso molecular, lambda digerido con Hind -~
III.



emp\earcn extracciones rdpidas de plismidos
senﬁn_mnmﬂ-ﬂﬁ

%, Se
trécnica %iIlt métodos) .para detectarlo
sP.
Con 138 dos tecnicas utilizadas se observ6 en ael de
agarosa al ©9.7% una banda de alto pes© molecular 10 Que

indica 12& ausencia de plasmidos.

Todps 1as tecnicas empleadas fueron desarrolladas por
primera vez en el laboratorio v sSe adaptaron para
bacteria Xgn;nomgnag [3-1

trabajar con 13

54




Vi. DISCUSIGM

La curva de crecimientp de Xanthomonas spP. fue
determinada con ! objeto de conocer el tiempo apropiado
para la cosecha de células para la extraccicn de DNA.

Esta curva de crecimiento se realizd en medio de
infusidn cerebro-corazédn ¥ se obtuvo una curva t{pica
sigmoide con las fases caracteristicas de este tipo de
curvas (ardfica 1). La fase logarftmica tardia es la
apropiada para la cosecha de  las céiulas. va que las
paredes celulares de la bacteria adin ne son muy riaidas,
la que permite una lisis celular adecuada. En Xanthomonas
sp se presenta a una densidad dptica de @.4 a 3530 nm.

A esta densidad dptica de 9.6 se tienen
aproximadamente J.40046 aramos de cé€lulas de Xanthomonas
sp. por litro de medio de cultiva v &sto se determing en
base a 1a curva patron de Xanthomonas sp. (gré?icg 3.

La tagsa de crecimiento de Xanthomonas sp. «®s de
B.2/horas y su tiempo de duplicacidn es de 3.46 horas.

S tgratica 2).

Considerando las caracteristicas de laos plasmidos se
ensayaron distintas técnicas para su extraccidn. Estas
técnicas utilizadas han sido descritas para una g9gran

variedad de cepas bacterianas que posedn pliasmidos tan
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pequeifios como @1 pBR322 de 2.6 Kb y plismidos cuvo peso

molecular fue estimado en un rango de ©S9 a 209 x 1916

daltons (18).

Con ta técnica de lisado clara t4) v después de

someter la muestra a wun gradiente de densidad se
obtuvieron dos bandas del clomplejo DNA-bromuro de
etidio. Al restringir con diferentes enzimas de
restriccidn v someter las mnuestras de DNA a

electroforesis en un ael de agarosa, se determind que era
- . = s : 2

DNA cromasdmico porque el patrén de restriccion es

caracter{stico del DNA cromosémico. es decir producc!én

de fragmentos heteroaéneas en peso molecular.

Se realizaron " extracciones de DNA total de
Xanthomonas sp con el fin de detectar la presencia de
pldsmidos.

Al utilizar la técnica de Babykin (2) para la
extraccidén de DNA de Xanthomopnas sp. se encontrd una sala
banda en el aradiente 1o que indicd la ausencia de
elementos exﬂracrnmosémicus.

Esta wmuestra de DNA también fue restringida para
conocer su patrdn de corte Yy se observd en un qel de
aqarosa un patrdn de bandas no definido, lo que jndica
que correspondfia al DMA cromosomico.

Con la tétﬁica de Babwvkin (2) las muestras que se
obtienen son wmuy viscosass esta viscosidad es, quizi,

debida a 1la _prudu:ciGn de goma xanthana (polisacarido)



por @l aénero Xanthomonas, ¥ «como por la téecnica no se
descarta material las muestras son diffciles de manejar.
En alaunas extracciones la lisis celular no se lievd a
cabo satiﬁ#actoriamente, ya qQue despué% de someter a un
gradiente de densidad de clorurc de cesio, no s
observaron bandas de DNA o fueron bandas muy tenues., De
todas los experimentos llevados a cabo sdlo en daoas
ocasiones pudo obtenerse una lisis celular adecuada para
la extraccidn de DNA. Por 1o tanto esta técnica no es

recomendable para purificar DNA de Xanthomonas sp-

La tfcnica de lisado claroc (&) también fue utilizada

para aislar el plasmido pBR322 de la cepa HB1O1 de

Escherijchia cgli. Los resultados obtenidos fueron
pnhitivos encontrindose una banda correspondiente 2l

pldsmido pBR32Z2 en ¢! gradiente de densidad con cloruro
de cesio y bromuro de etidio. Al someter esta muestra a
electrufnrési; en un gel de agarosa se observd el DNA de
pBR322 y al ser restringido con las enzimas Eco RI y Pst
I se obtuvo el patrdn de restriccidn esperado, una bandz
de 4.2 Kbj; estas enzimas reconocen en dn sitio Gni:o-al
pldsmida pBR322 linealizandola.

El DNA de Xanthomonas sp. ubtehido con la técnica de

lisado clara (&) fue cromosdmico vy las bandas observadas

en el aradiente puedieron deberse a diferentes
configquraciones del cromosaoma de Xanthomonas sp.
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Se usSd la técnica de Silhavy (43) para la extraccicn
de DNA total en Xanthomonas sp. realizando distintas
modificaciones principalmente en el tiempo de incubacidn
con proteinasa K, ya que al parecer esta bacteria posee
una gran cantidad de protefnas. Se usd también proteinasa
K inmovilizada en un soporte de n:’l16n obteniendo buenos
resultados lo gue representa un ahorro, vya que puede ser
reutilizada varias veces. Para este trabajo se usd 3
veces en diferenteé exper imentos v su actividad no
dieminuyeo.

En esta técnica la muestra de DNA abtenida se

sometid directamente a electroforesis en un ael de
agarosa. Se obtuvo wuna banda de DNA, sin encontrarse
alauna otra correspondiente a DNA extracromosdmico. Lés
muestras de DNA obtenidas de esta manera fueron adecuadas
para llevar a cabo digestjones con distintas enzimas de
restriccién por 10 que se caracterizd parcialments, al
DNA de Xanthomonas ép. ’ .
k Se realizd un ensayo de restriccidn con un par de
isvesquizdmeros, resultando una digestidn similar con
ambas  enzimas !0 gue indicd que para este par de enzimas
ispesquizoméricas el DNA de  Xanthomonas sp no se
enccntéaba modificado en la secuencia £1566.

Con las cinéticas de digestién utilizando Pst 1 v
Eco RI se obtuviron digestiones del DNA cromosdmico; a
mayor tiempo de incubacidén se oriainaron <fragmentos de

DNA de menor peso molecular.
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Con el método de Silhavy el DNA de Xanthomonas sp.
pudo aislarse mds fdcilmente, s& recomienda que para
trabajar con 1 DNA cromosdmico de Xanthpmonas sp. se
utilice esta técnica va que las condiciones de lisis san

las mas apropiadas para obtener su DNA.

Para la extraccidn de plasmidos se utilizaron otras
tédcnicas:

Empleanda la técnica de Eckhard (1) se obtuvo una
s8la banda de DNA de alto peso molecular en un el de
agarosa. Si ia cepa de Xanthomonas sp. tuviera plasmidos
se esperarfa encontrar al menos dos bandag en el gqel de
agarasa. |

Se . usd la cepa C69%9 de Escherichia coli v al someter
el lisado bacterianc é electroforesis en un Qqel de

agarosa se obtuvoc una s6la banda que miara a la misma

altura dqe la banda de Xanthomonas sp. ¥y gQue pertenece al
DNA cromosdmico de Escherichja goli. ' Esto sugiere
fuertemente que la banda de  DNA de Xanthomponas sp

corresponde al cromosoma Y no se detectd la presencia de

pldsmidos.

La técnica de Kado v Liu (255 nos permite eliminar
1a mayor parte.del DNA cromosémico por 1lb que en un ael
de agarosa se observa como un banda tgnue de alto peso
molecular. Con €1 DNA de Xanthomonas sp. se encontrd una

sdla banda a diferentes tiempos de incubacidn que
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carresponde a DNA cromosémicos si fuera DNA
extracromosdmico se observaria otra banda adicional v
ademds, por sus caracteristicas en cuanto a migracidn en
electroforesis en un el de agarosa es comparable :on> la

banda de cromosoma reportada para esta técnica.

Dentro de las técnicas desarrolladas se utilizaron
extracciones rdpidas de pldsmidos, [Barnes (3) v Holmes
{2431, para detectar su presencia. Con estas t@cnicas se
obtuvieron resultados neaativos ya gue se encontrd, una
sdla banda de alto pesa moleéular correspondiente al_ DNA
cromosémico de Xantﬁomnnas‘ SpP. Estas té€cnicas se
utilizaron para extraer el plasmido pBR322 de Egscherighia
coli ¥ se loard aislar, obeniéndose el patrdn de bandas
esperado. ' i

La cromataografia de exclusidn molecular, utilizando
un soporte de Sepharosa 4B, es ofrg técnica empleada para
separar distintas especies de DNA (31).

Para la extraccién del plasmido se usan condiciones
que disminuven 1a concentracidn del cromosoma de la
bacteria y permiten idehtifi:ar al pldsmido.

La muestra es filtrada en una columna de sepharosa
4B en donde las wmoléculas mis grandes eluyen mids rdpido.
Asf. se tiene que, el DNA cromgsdmico eluye en las
pr{meras fracciones segquido del plésmido ¥ por Gltimo el

RNA.
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Se opbtuvieron solo dos picos en - el patrén de
elucidn, una regidn que corresponde al DNA cromosdmica Vv
otra reaifn de RNA (ar@fica 4).

La regién de DNA se restringid con diferentes
enzimas y se obtuvo una digestidn parcial del DNA sin

presentarse un patrédn de restriccién definido.

En todos los métodos utilizados las muestras
obtenidas . se sometieron a electraforesis en un gel de
agarosa, se detectd una s6la banda para cada una de ellas
indicando la ausencia de plasmidos en Xanthomonas sp; vYya
que Meyer.(BZ) reporta que la electro*crésis en un ael de
agarosa s un buen método para la deteccidn de plismidos
de diferentes tamafios en distintas bacterias.

Se esperaria, para una cepa con plasmidos, encontrar
al menos dos bandas, correspondientes a DNA circular
cerrado covalentemente, DNA lineal o DNA circular

abierto.

Por otra parte las muestras de DNA de Kgngngmgnég
‘sp. fueron restringidas con diferentes enzimas resultando
una digestidn de DNA sin un patrdn de bandas dqfinidn que
es €] esperado para el DNA de plasmidol esto también es
una prueba para descartar la presencia de pldsmidos en

Xanthomonas sp.

El aobjetive particular de este trabajaoa fue 1la
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deteccidn de plasmidos en Xanthomonas sp con el fin de
construir un vehiculo de clonacidn para los 4aenes que
codifican las celulasas de Cellulomonas flavigena.

Con los resultados obtenidos se puede concluir que,
con las técnicas anteriormente descritas no se detectd 1la
presencia de plasmidos en Xanthomonas Sp-

Este resultado es impartante, ya que si Xanthomanas
sp no poseé plasmidos, su transformaciSn . aendtica con un
plasmido va caracterizado, pcdr{a llevarse a cabo

descartando la incompatibilidad de plasmidos.

Por otra parte el trabajo realizado en Xanthomgnas

sp forma parte del proyecto: *Mejoramiento aenético del

cultivo mixto bacteriano (Cellulomonas +{lavigena vy
Hanthompnas sp) para el aumento de 1la productividad v

rendimiento en la obtencidn de proteina unicelular™; v és
complementario a otros estudios gque se efectuan sobre el
cultivo mixto en el departamento de Biotecnologfa v
Bibingenierfa del CINVESTAV. ’ 4

Ademds, es importante estudiar cada uno de los
a€neros que constituyen este culﬁivo con el $in de tener
la itnformacion necesaria para poder mejorarlo

qaenéticamente.

Para la continuacidn de este trabajo se suaiere,

transformar genéticamente a Xanthomopa= &p con plasmidos
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gque se utilicen ~omo vectores de clonacicn para bacterias

gram negativas (RSF1519, pHV33, pHYV1431) Yy de estos
pléasmidos encontrar el mds adecuado a Xanthomonas SPs es

decir, que Sea estable.
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CONCLUSIONES

La curva de crecimiento de Xanthomonas sp. en
infusidn cerebro-corazdn {BHI), es una curva de tipo

sigmoide.

A una densidad Sbtica de 4,6 a B39 nm se@ alcanza la
fase logarftmica tardia, que es la adecuada para
recuperar a las células. A esta densidad Gptica se tienen

J.6006 aramos de célula por litro de medio de ctultivo.

Se montaron paor primera vez, eh el laboratorio,
técnicas para la extraccidn de - DNA de_&nn;ngmgnﬂg'sp Ve
se encontrd que la téhnica‘mié adecuada es la de éilﬁavy
¥ rcolaboradores de 1984, va que con ella se obtiene la
mavor cantidad de DNA en comparacidn con los demsds

"métodos empleados.

Al utilizar las técnicas descritas no  se obtuvo
evidencia experimental de 13 presencia de plasmidos en

ranthomonas sp.
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