a®  Universidad Nacional Auténoma de Mésico

FACULTAD DE CENCAS

CARACTERIZACION DEL MATERIAL GENETICO
DE UNA BACTERIA CELULOLITICA:
Cellulomonas Flavigena.

Tesis PROFESIONAL

QUE PARA  OBTENER EL TITUta  BE
B | O L O G o
P R E S E N T A

GUADALUPE BEATRIZ XOCONOSTLE CAZARES

México, Cd. Universitaria 1987



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



IMDICE

THRICE

I. PESUMEL

IT. THTFRODUTCZION

IITI. PEVISIONM BTBLTDGPAFICQ
Cuttivo mixto
Desechos lkgnuceluldsicos

Telulosa v sistema celnlalitico

Clonacidn molecular en sistemas celuloliticos.

Aislamientu del DNA
Endonucleasas de restriccicdn
Plasmidas
V., ORIETIVOS
. MATERIALES y METODROS
Materiales
Instrumentos
Peactivos quimicos
Enzimas
Hedios ‘de cultivo
CoioranLes
[Solueiones.
Solucisnes para aislar DHA total

Soluciones patra obtencion de DNA

por

0]
w

S 28

aradiente



s . .
isopicniceo de

Cel]

Suiucinones smaortigquadoras para restriccidn 26
Soluciones para electroforésis 28
Soluciohnes para cromatoqrafia de exclusidn motecular 29

Solucianes
alcalina

Solucianes

para identificacidn de pldsmidos por lisis

para identificacidn de plasmidos

por lisis

<cinh situw> 2
Métodos
1. Lepas Y-
2. Medios de cultiva L3y
3. Coneservarison del cultivo 32
4. Crecimiento del cultivao f;3‘
S. Prntocolqs
Extraccidn de DNA de Cellulemnnas‘#Iavigena . 39
Extraccidn de DMA por aradiente isopicnico de sl 35
Restriccidn del DNA 37

Separacidn del DNA por cromatografia de exclusidn

molecular 3
Identificacidn de pldsmidas por lisis alcalina 30
Ideritificacién de pldsmidos por lisis in situ 39

V1. RESULTADOS ‘ 43.

UIT. DPISCLSION 65

VIII. CONCLUSIOMES ' , 7

IX. BIBLIOGRAFTA. 49

X. APENDIZE. 7 e



Ta RESUME,

Se ha rcaracterizado 1 natarial aendtico de 1a
bacteria Cellulomonas tlavigens ) con enzimas de
restriccidn, esta invegtiqacidn pertehece 5] praovechto de
Mejoramients Genético del cultivo mixto bacteriano
intearado por . flavigena v 2onthomonag sp para sumentar

Ia productividad el rendimiento en 13 obtencicdn de
protefna de aqrigen unicelular a partir de esquilmos
agrfcolas. Se determind la cin€tica de crecimiente de C.
flavigens en medio de cultivo BHI. Se adaptaron vy
montaron las téchicas de extraceidn y purificacich del
INA de 13 hkacteria. Se obtuvo mayor cantidad de DNA
mediante el uso de gradientes isopicnicos de clorurn de
cesia y de acuerdo a 1a densidad del DNA ocbtenido por
este procedimiento se calcul6é ta fraccicdn molar de GC en
7.4 %, Se efectuaron restricciones d=21 DNA con las
enzimnas Eco PRI, ﬁst I, Hind I1X, Rgl IT, Bam HI, Pal T ¥y
Hpa 13 detectéﬂdose patrones electroforéticos de
restriccisn correspun&ientes E INA de cromosoma, ;demiﬁ
'se efectusron restricciones con los isuesquizﬁmerug Hpa
IT y Msp 1, detectando digestidn con smbas enzimas, lo
que sefala que no hay modificacidn dél DNA en la

secuencia que reconocen ambas enzimas.



conkecuencia un aumento en 182 obtencidn de proteins
unicelular y a ia wver un mejor aprovechamien{o del
sustrato.

£l objetivo aqeneral del provecto 21 que pertenece el
procente trabajo es el mejoramiento aendético del cultivoe

mixto bacteriano constitufdo por Cellulomonas flavigena v

Xanthamonas sp para aumentar la productividad ¥y el
rendimnir:io en 1a obtencidn de PUC a partir de esquilmos

. zunfenlas,



TIT. PEUVISION RIEBRLIQGPAFICA
Tulbive Mi-ta.
En el Departamento 4de Biotecnolagia vy Bioingenteria

del CINVESTAUY se ha desarrollado un cistema de cultivo

mixto bacterianno compuesto por Cellulaomonas flavigena vy

‘Xanthcmnnas sp. para producir proteina unicelular a
partir de esquilmos agrfcu]as. Estudios preliminares del
cultivo mivto (De la Torre 1981,19843 Lorencez, 1970) han
demostrado que existe una interaceidn ecoldaica entre 1as
poblaciones que lo  forman, sin embargo 18 interaccidn

puede cambiar si ¢e modifican las condiciones del medio

{Ponce M., 1982)

El tipo  de interactidn ecoldgica del cultivo mixto es

T

un mutualismo cuando es crecido en bagazo de cana y sales

minerales {Ponce M., 1982y, c. flavigena que posee 1as

genes para producir enzimas celuloliticas proporciana
aziecares solubles y factores de crecimienta tales comoc
metionina, dcido alutdmico v &cido nicotinicos mientras
quo ¥Yanthomonas sp. proporcicna las vitaminas tiamina v
"bhijotina o precursores de ellas, aunque también compite

por los azdcares solubles provenientes de la hidrdlisis



enzimidtira de 13 celuices presentes en el baaazo de cafia

-

Las caracterigtincas morfoldaicas v de crecimientn de

€. +#lziaena son!: bacilos irreaulares, rectos, anaulares

s unurvas, formacianes en ¥, Sram positivas, no  preseéntan

fFlaqelos. Las calonias snn  circulares, lineramente

elevadas, lisas, mucosas, can piamento amarillo claro,
anaerobio tacultative. Las caractericticas reportadas

para el aenero Yarnthomaonas son! bacterisas alarcadas que
—2re =
poseen un flanelo polar, aerobiss, Gram negqativass v forma

colunias amarillas (Bergevw, 1974),

Pesechos Lignoceluldsicos.

lLos desechos lignoceluldsicos fcoma el bagazao de
cafis, que es el substrateo gue se proporcicona 53 2 estos
ofr3ani smas pars su crecimiento) ezt dn constituidos
principalmente por celuloea, hemiceluleosa v lianina. Las
hemicelunlnsas san polimeros de pentosa, sobre todo de
D-¥ilance con enlace Bf(l-4Y v poseen cadenas laterales de
arabinosa v otros azJdeares., La lianina es un pnlimera de
alcoholes aromidticos, ésta vltime limita 1a accidn
aﬁ:imitica ie las celulaéas por inpedimento estérico, por
lo que el sustrato se somete a un  tratamiento alca2lino
para dejar a la relulosa accesible al ataque de las

enrimas e 1a Torre, 1PR1). La bacteria =e arreala de

~b



Figura 3 Esquema que muestra la accién de las enzimas
celuloliticas .
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cl’lgtull.:cl\ /cnorfu.
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A) Las enzimas ectian sobrs regionss omorfas y cristalinas , actuendo
primero la endofSglucanasa, producieando extremos me reducidos ,
sobre los cuales actia lo exo s glucosidasaicelobichidrotase). produ -
clendo celobioso ( B ). Ambas enzimas actdan sinergfasticamente(C) .
Sobee los fragmantos producidos (D) achio le oeicbiasa
{ 8 olucosidasa ) , que produce glucosa libre.

{Montenscourt 1979) |
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“CARACTERIZACYOM DEL MATERTIAL GEMETICO DE UMA BACTERIA

CELULODLITICA: Cellulomaonas flavigena®.

17T, IMTRAODLICCTOM

Pebido sl acelerado crecimiento demoarsfico del pais y

1a consecuente insuficiencia de produccidn de alimento,

Mdxico ha requerido importar cereales, aranos, ete., para
satistacer las necesidades alimenticias del gansdo,
aungue este sistema de ahastecimiento de la poblacidn

resulte caro e insuficiente. Es por esto gue surge 18

necegidad de diversificar las fuentes de proteina
disponibles, tales rcomo las protefnas de oriaen
unicelular 1PUC)Y, aprovechanda que alqunas

microorganismos crecen en sustratos que 2hora no tienen

un uso especffico, como el bagazo de caha, y que por los
volidmenes en que se produce’ ha 1llegado 3  ser
contaminante del ambisnfe.

Los resultados obtenidos en cultivos de orqanismos
unicelulares para lé produccidn de protefinas son
promisorios, sin emnbargo se ha. propuesto que con
modificaciones 4qenéticas de estos organismos se puede
loérar un incremento en la produccicn de enzimas

dearadadoras de sustratos celuldeicos, para tener como



uns maners reqular a lo larao de 1a fibra de 18 celulosa

para stacarla enzimdticamente.

Colulosa v sistema celulalitico.

En- 1as fiauras L y» 2 se¢ muestra la estructura de la
celuloss, la cual es uhn pn]fmeén no ramificada gqQue
contiene unidades de glucosa con enlace B (1-4), debido a
1a configuracidn P las uniones glucosidicas estsn en el
misma plano pudiendo <formar wmicrofibrillas mediante ia
formacidn de puentes de hidrdaeno entre ellas, resultando

as{ la celulosa cristalina que es mds resistente a las

celulasas v a agentes qufhicns {(Ryu y Mandels, 1982).

La degradacidn bioldaica de 1a celulosa a Qqlucasa es
un proceso complein que regquiere la participacidn de tres
tipas de sactivitad enzim&tica: Exa B (1-4} qlucanasa,
(R-1-49, glucan celobiohydrolasa, Avicelasa EL 3.,2.1.91),
Endo B ¢ L~q) qlucanasa {tB~1-4 qglucan glucanohidrolasa
CMCasa, EC 3.2.1.4), y R-alucosidasa (B-D-aluchsidn
slucohidrolasa, EC T 3.2.1.211; este sistema posee
isoenzimas (Requin y Eisen, 1975).

El madelo m&s reciente que evplica la dearadacidn de
1a celulosa {Pfontenecourt v Eveleiah, 18725 Cuskey ¥
zals, 1983) postula que la enzima que promueve el pasa de
celulosa cristalina a amorfa es endoalucanasa gue rompe

los puentes de hidrSgseno entre las microfibrillas de



_ESTRUCTURA DE LA CELULOSA

Figura 1 Represemtucidn esquemdético do una cudenc de cstuloso,
. ebasevess les unidadss de Qlucose com -enlace S| 1 —4& ),
aue srsdusen un polisacdrido lmeal 3ls remificaciones .
LEHNINGER, 1984.

e

Puontes 4>  °  ° :

Mdarégene 7 . - . o— .
Regiones
emertas

Figura 2 Ubicacién de los puentes de hdrégeno entre
microfibrilias, en donds no existen atracclones

elacirastiticas se forman regiones emerfes .

<0



celulosa. Tambi€n la endoalucanasa hidroliza azarcsamente
3 lo celulosa, produciendo +raamentos mis cortos soﬁre
los. cuales actua la evoalucanasa gque produce unidades de
c2labiosa [4o0os Jlucesss unidas con enlace PB(i-411 a
partir del extremo no reducido de la cadena. Estas dos
enzimas contindan trabajando sinerqaisticamente para
deqradar a la celulosa cristalipa. Los oliaosacd&ridos
producidos son hidrolizados a Qlucosa por la accidn de la
P~alucosidasa, Montenecourt (1983), Cuskev & cols {19z,

tFig. 3.

Pance N. (1982) demostrd que la adicidn de celulasas en
el cultivo mixto bacteriano incrementaba la biomasa qe
{.25 a3 3.2% a/1 cuando era crecido en cultivo continua, v
con ellp la concentracidn celular del cultive mixto se
1oard en menor tiempo, por 1o que 1a productividad se
auments. Este sugiere ngque e1 factor limitante ecs 1a
dispanibilidad de azdcares producidas en el proceso

hidralftico de 1a celulasa.

Las celiulasas constituyen un sistema enzimiatico
inducible, El mejor inductor conocideo es la celuloesa,
aungue Lambi&n s& produce induccidn., can sofaorosa v

lactosa. Al acumularse el producte  +final,  alucosa a
celabiosa se reprime la sintesis de enzimas, este efecto

es llamado represidn por catabolito. La arcumulacidn de



productoe finales ejercen un efectc inhibitorioc en I2

velocidad de reaccidn de! sistema celulolitica, el efecta

producido por glucosa y celobiosa es de tipo inhibitorio

competitiva. Ghose y Das (i“’l).

Clonacidn malecular en sistemas celuloliticos,

Una manera de incrementzar la produccidn de celuiasas en

el cistema bacteriapo es la clonacidn de los oenes gue

codifican para ias enzimas celuloliticas, esto puede

realiTarse en un vehiculeo de clonacidn apropiado rComo un

pldsmido o un faaa y asi amplificar la expresidn de estos

aenes. Ya Se han ohtenido resultados promisorios en la

clonacidn . e celulasas de otros

microoraanismes. (Montenecourt, 1983),

3iltes, Whittle, Wakarchuk «  cols. (1282, 1984} han

caracterizade &l sistema celulplitico de Cellulomonas

£imi, ademds han efecluado Ja clonacidn molecular de
carboximetileelulasas v B-alucosidasas &n el p]ésmido

pPBR222 en Escherichia colii, desarrnllando asi un mdtado

de seleccicon para recombinantes gue tienen los aenes de

las celulasas. Finalmente han abtenido recombinantes que
po=een actividad celulniitica.
Collmer v Wilsaon (19283) efectuaraon la clanacign de aenes

de las endocelulasas de Thermomonospora YX. en el pldsmido

RBR32Z v 1la insertaron en E, cali, obteniendo un

12



incremento de la actividad cerca de cincuenta veces con
respecto a3 1a cepa parental.
Cornet v cals. {1983) Ademds de caracterizar dos genes

estructurales de Clostridium thermocellum que codifican

para. endoalucanasas lograron clonarlos en pBR322 v
expresarlos en E. coli. Las clonas expresan actividad
celulslitica, encontrindose las enzimas en el citoplasma.
Shoemalier y cols. (122%) Teeri y <cols 1282y,
loararon la clonacidn y caracterizacidn del agene que
coditica para la exocelobiohidrolasa 1 del honqo

Trichoderma reesei L2, cionado en pBR322 e introducido

en E. gcoli. La cantidad de enzima producida representa el

&% % de la proteina extracelular.

Sashihara y cols (1984) reportaron 1la clonacidn ¥
expresién de carboximetilcelulasas de un oraanismo
alcalofilico: Bacillus sp. cepa M-4 en E. coli.

Ob=servaron produccidn de CMCasas acumuladas en ¢l espacio
periplidsmico de la bacteria £. cpli.
Koide y Malamura (1984) lograron la clanacidn de una

endogalucanasa de Bacillus subtilis en pRCS v

transfarmaron » la misma bacteria, ademas subclanaron el
mismo fraamento en pBR322 v se introdujo en E. coli. Las
enzimas producidas se encantraron en el espacio
peripldsmico de la bacteria y en el sobrenadante.

Mahamura ¥y Misawa (19848) reportan la clonacidn de

aenes de B-alucosidasa de Cellulomonac gﬂsv CB4 en E.

13



es necesario caracterizar su DNA cromosdmico. A la fecha
se conoce la fraccidn molar de G-¢ del DNA de C.
tlavigena ATCCA82, que se ha calculado por medio de la Tm
del DNA, ¥y me ha obtenido un valor de 72.7% v 74.6%
(Yamada vy Komataoa, 1974 . El valor representa la
proparcifdn de Guaninas + Citaesinas (mds S-metil citosina
. cuando se presenta) en el DNMA (Handbook o©f Biochem,
12761,

A partir del valor de Tm, que es ur parametro que
indica la temperatura en la Cual la mitad del DNA se
encuentra de cadena sencilla, puede calcularse 1a

.frac:iéh molar de G-C,
% GC = (Tm - .69.3) 2.499 Tm = 83.69 °C.
{Mandel y cols., 1968}

La fraccidn molar de &C puede determinarse par la
den=idad de flotacidn de! DNA en gradientes de equilibrio
de Claruro de Cesio <(Wells vy Brunk, ie?2; Babvykin ¥y
Zincfekov,  1984), ya gue la densidad de flotacidn es

funcidn directa del contenido de Suanina-Citosina.

Pensidad a 29 °C de la banda de DNA

d

n

5 °C = 14.8691 (nR) - 13,4974,
nD: Indice de Refraccién de la banda de DMA.
%6C = § - 1.664/0,058,

Hahdel 4 cols.

‘(1%968y .



i) Aislamiento del DMNA.

-ParaA la caraclterizacidn del DNA- es necesario
determinar las condiciones Gptimas de lisis celular v
purificacidn del DNA.

E)l procedimiento aeneral para el aislamiento del DNA
es el siquiente:

- Crecimiento del cultivo en fase logaritmica tardia,
Qque &5 un punto en el que e obtiene un miaximo de células
que no har engrosado su pared éelular.

- Remucidh de 1a pared celular ton liscozima.

~ lLisis celular v desnaturalizacién de proteinas v
lipidos con deteraentes iSnicos.

- Aislamienta de DNA a partir del lisado celular por
mnedio de precipitaciones con etanol absoluto y acetato de
sodia v e?traccidn de proteinas y restas gelulares
mediante la emulsidn de 1la muestra con soluciones
‘arasnicas, taleé como cloroformoc v fenol.

Con el fin de eliminar el RMA, la muestra debe
Fncubarse con Ribonucleasa, Es necesarioc determinar los
- tiempos de incubacidn ¥y mantener una concentracifn
“adecuada del aqQente guelante EDTA, con el fin de inhibir
Ja‘actiuidad de enzimas nucleasas que deg#adarfan,él DMNA.

ES INA obzenido deba t2ner alta pureza, de manera gue

sea cusceptible a <ser digerido con endonucleasas de

14



. .2
restriccidn.

ii) Endonucleasas de restriccidn.

FPara caracterizar el DNA es necesario wusar
endonuéleasas de restriccidn. Estas enzimas pertenecen al
mecanismo de modificacidh restriccidn del microoraanismo.

La modificacidn es la alteracidn del DNA efectuada por
la propia célula; para protegerse de las enzimas de
restriccidn producidas por ella misma para degradar DNA

exdaehno.

La modificacidn por metilacidn se efectda en ciertos
restos de adenina efectuada por las metilasas
restrictivas que transtieren los qrupos metila de 1la
S-adenosil metionina a 1los re;tus de adenina de DNA de
doble cadena, una de cada hebra en secuencias especificas
(Bover, 1971).

Las endonucleszas de restriccién son enzimas de oriaen
bacteriano cuva accidén se limita a hodrolizar en
secuencias nuctect {dicas especificas. v de acuerda a su
recqnocimiento pueden clasitficarse en dos arupos: {Bover

y- Roulland, 1971).

Enzimas tipo I: No cortan en secuencias espec{*icas.

17



coli, la cantidad de la enzima expresada fue de 1.2 y 4

veces mavaor  gue la cepa oriqinatl, los mismos autaores
clonarcon en E. coli el 9ene que codifica para una enzrima
que hidroliza carboximetilcelulosa, es decir, una

endoalucanasa.

En los trabajos descritos se han clonado aenes de

celulasas de bacterias y honaos en E. coli, con excepcidn

del trabajn realizado.por Kaide ¥ MNakamura 1986}, en el
que la clonacidn se realizé en la misma bacteria. EI
objetiva comdn en los traEaJos antericres ha sido 1la
clonacidn de celulasas para estudiar la expresidn de ios
Qenes quercodifican para estas enzimas, asi como para
comprender su prequlacidn. Sin embargo, en relacién al
aspecto biotecnoldgico, 5010 ha sido utilizado el hongo

Trichoderma reesei como fuehte de c&lulasas v no se han

reportado investigqQaciones enfucadas a la produccidn de
biomasa, ya gQue alaunos de los orqanismos, en los Que se
han eclonado los genes de las celulasas, producen tovinas.
Las ventajas que posee la bhiomasa constituida por C.
flavigena . v Xanthomgnas sp. son: niveles altos de
prcte{na (&%), .carencia de toxinas v érecjmiento del
cult}vu sobre desechos lignoceluldsicos sin hecesidad qe
factores de crecimiento (De la Torre, 4?81'}

Para claonar los genes de las celulasas de T. flavigensa

.

14



{Broda, 127%9).
1Y El control de su replicaci&n, que mantiene su

ndmeroc fijo de un ciclo a otre de divisidn celular.

2) La capacidad de inteararse al cromosoma del
huésped.
"3) La transferencia de pldsmidos (sexuales v  de

resistencial a otras células mediante transduccidh por
virus o mediante apareamientoc a través de pili
{(transferencia por conjuqacidn).

4 La promocidn par los pldsmidos gexuales de
transtferencia por cﬁnjugacién del cromosoma del huésped
decpués de integrarse a el.

5) La wvariedad de productos o€nicas de los plasmidos
que ;onfieren rasaos caracter{sticos a las células que
los poseen; estas pueden ser (David, 1978):

- Resistentia a8 antibidticos: cliorantenicol,
kanaﬁicina, tetraciclina, sulfamidas, ampicilina,
estreptomicina, etc.

- Resistencia a metales pesados: mercuria, Crono,
bismuto, Zinc, cadmio, plomo, plata, ioneg arsenito v
arseniato, etc.

- Produccidn de antibi&dticcs.

- Produccién de hemolisinas,

- Dearadacidn de compuestos oradnicos complejos:
xileno, tolueno, naftaleno, pbT, salicilatos, n-octano,
etc.

19



requieren ATP, maanesio » S-adenosil metionina.

Enzimas tipo I1: Son enzimas que cortan dentro de una
secuencia de reconocimiento,requieren magnesio ¥y producen
extremcs cohesivos o rasurados.

Existen enzimas con capacidad para reconocer una
secuencia adn cuando ectéd modificada, v otras que
reconociendo la misma secuencia npo efectuan el corte =7
exicste alauna modificacidn. Estas enzimas son
ispesquizdmeros, tal como Msp I y Hpa I que reconocen la

secuencia € 0 6 G,

Msp I tiene la capacidad de reconocer la secuencia adn

.metilada (Waalwijk, 1978).
iii) Pl3smidas.

Para clonar los aenes es necesario emplear un vehiculo
de clonacidn adecuado, como puede ser un plﬁsmido. Ecte
términa se aplica a waterial aendtico extracromosdmico

dispensgable a la cé&lula, que presenta replicacion

- _ [
autonoma v puede variar de tamarno desde 5 x 193 a 14

daltones, manteniendo un nimero alto de.copisas cuando es
pequefinc v de 1 a 3 copias por célula si es un
meaaplismido (Novick y Hoppensteadts, 1981).

Lés aspectos mas notables en los plasmides son:

i8



- Fermentacidh de algunos azlcares.

- Produceidn de enterotoxinas.

- Induccidn de tumbres y nddulos en plantas.

~ Contrul de 1a restriccicn vy modificacidn en el
hudspec.

Uns caracteristica notable en los pldsmidoes es su
capacidad de permanecer en circulos covalentes cerrados
{ccg), estructura que les permite resistir condiciones
de alcalinidad v temperatura elevadas sin
desnaturalizarse. Esta propiedad privativa que no 1la
posee el DNA cromosémico, es utilizada en técnicas de

separaticon de plasmidos (Kado y Liu, 1981},

2¢



IV  QRIETIVOS,

En el presente trabajpo se caracteriza el material

aendtico de C. $laviaena, ademas de establecer las

condiciones para la paosterior clonacidn de los genes que
codifican para las enzimas celulpliticas. Para lparar

este objetivo, s han propuesto 1os siquientes objetivos

particulaées

1. Determinar la cinética de crecimiento de Cellulomonas

f{lavigena en medio de Infusidn Cerebrc~cov:azén.

2. Establecer las candiciones dptimas para aislar el DNA

de lLa bacteria.

3. Purificar el DMA mediante el uso de aradientes

isopfcnicos de Cloruro de Cesio-Bromurc de etidio.

4. Caracterizar el DPNA con enzimas de restriccidn v

electrofordgsis en gael de agarosa.

5. Efectuar digestiones con las isocesquizdmeros  de
enzimas de restriccicdn Hpa I1 y Msp I para determinar si

existe modificacidn en su secuencia de reconacimiento.
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Y., - MATEFIALES v METODOS,

Y .

Materiales.

3) Instrumentns.

1Y Agitadora Mewm Rrunsmicic Co, MRS-G-25

Ralanza analitica METTLER H24&.

3]

Cdmarac de Electrofordesis vertical » horizontal.

W

Camsra totoardfica Polaraid (Mod. MFP-4).

v ®8-34,

|5, . N

) Tentrifuga SOPVALL 85-3R, rotorec GSA4
4} Espectrofotdmetro BECKMAN DU-5S.

=31 Fspectrofotdmetra PERKIM-FLMEP 35.

8' Estufa de Vacio &g ¢, LAB;LINE Instruments.
SV Eetufa 37 ° £ Mod. DU S,

L) Fuente de poder (Voltimetro) CINVESTAV-IPN.
11) Lampara de luz ultravioleta ocnigas corla.

12) Micracentrffuga 5415 EFPENDORF .

13) Pelicula fotoarafica S5 v 57 POLAPOID.

13) Patencidmetra FISHER %25 digital.

15 Pefractdmetro.

151 Transiluminadar de Juz wultravioleta ULTRAVIOLETS
Products INC,

1™ Uttracentrifuaa BECKMAM, Rotores S5€ Ti, 54 VTI.

18 Termoblock LAR-LINME Instruments, HMHod. 2¢98,
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b) Reactivos quimicos.

1)
23
3)
93
51
&)
)
2)
o)

Y5}

11

12)

13)

14)

15)

16)

17y

1)

19y

2a)

21)

22)

Acetato de socdiao (CH3CO0ONa)
Acido =2ceticn glacial (CH3COOH)
Acidao clorhidrico (HCI!

Acido etilen diamino tetracético

Agaraosa Tipo IV

Albdmina s€rica de bovine, fracc IX

Alcohol etilico absoluto (CH3CHZ20H)

Alcohol Isoamilice

MERCK.
BAKEPR.
BAKER.
SIGMA.
SIGMA.
SIGMA.
BAKER.

BAKEP.

Alcoho! isoprapilico absoluto (CH3CHOHCH3) BAKER.

B-mercaptoetanol HSCH2CH2OH
Carbovximetil celulosa (CMO)
Cloroformo (CHC13R)

Cloruro de cesio {(CsCl)

Cloruroc de magnesio (Mall2 & H20)
Cloruro de sodio (NaCl)

DNA" Lambda, diaerido con Hind 11T
BNA de salmdn

Dodecil sul+fato de sodio (SDS)
Fenal (CSHSOH)

Ficoll 49 @@

Gliceral (C3HS {aH) 3

Glucosa anhidra (C6H1206)

22

SIGMA.
SIGNA.
BAKEP.
Bio-Rad.
EAKER .
BAKER.
SIGMA.
SIGMA.
BDH.
MERCK.
PHAPMACLTA.
BAKER.

RAKEP.



24}
. 2%)
24)

27)

Hidrdxido de sodio (NMaQH)

Sarl:osv]l NR-°97,

Sephaross 4B

Sulfato de magnesio (MQS03 “HZ0!

Trizma base

c) Enzimas.

Enzimas de re=triccidn:

Eco RI Mew

I.7.

Pst 1 New
I.1.

Hind III New
Bam HIY c.I.
Msp I " MNew
Hpa i] New
Hpa I New

‘LISOZINAi Muramidasa:

En¢l$ndl BIDLABS.
R, LUMNAM.

England, BIOLABS,
B. UMAM.

Enaland BIOLABS.

I.5.R.

Enqland BIOLABS.

England, Riolabs.

Enaland, BIOLABS.

Mucopeptidasa:

M-aceti lmuramohidralasa ET Z2.2.1.17

PPQTEASA, Proteinasa K Tipo

NT

RIBOMUZLLEASA A (RNAasal Tipo IT A

d) Medios de cultivo.

24

RAVEP .
CVBA GEIGY.
PHAPMACTA.

 BAKER.

SIGHMA.

Mucopdptidno
SIGMA.
SIGMA.

SIGHA.




1) Bacto agar. DIFCG.

2) Bactotriptana DIFCO.

3) Extracto de levadura ' , DIFCO.
4) Infusidn de cerebra-corazdn BIOXON.

e) Colorantes.

1) Azul de bromofenocl ' SIGMA.

2) Bromuro de Etidio | QIGMA.
3). ®ileno de Cianol SIGMA.
4) Bis benzimide (Hoerhst 23258) SIGMA.

£) Soluciones.

1.9 Soluciones pera aislar DMA total
1.1 Scolucidn amartiguadora

Tris HC1 pH. 8.@ SG mM.

EPTA pH 8.6 53 m.

1.2 Solucidn de lisis (STEP)

SpsS 3.5 %

Tris HC1 pH S od mM.

EDTA ' g.1 M. - _— s,
Proteinasalk 52 paiml.



1.2 Fenol Saturasdo.

Al  +$enol bidestilado se le agreaqa L % de
B8-hidroxiquinocleina qgue ‘actda como antiovidente e
inhibidor de DMAsas!) y 6&e satura con Tris M, pH 8 v
posteriormente con varips cambios de Tris @.1 M hasta que
la fase acuosa tenza pH <.5.

1.4 Acetato de =ndio 3M, 44.9 g
Ajustado a pH 5.2 con 4.9 ml de SHcidoe acético en
1¢@ mi.
1.5 Solucidn de clorocformo

Cloroformoialcohol iscamilico 24:1.

2.4 Obtencian 4e DNA total para Gradiente de Cloruroc de
Ceesiop.
2.1 Solucidn amortiquadora TE
Tris g?l pH 7.3 S mM.
EDTA pH 8.9 d.1 M
2.2 Preparacibn de Cs{l saturado:
139 2 CsC1 en T4 m) Tris HC1 28 mM pH 8.5,

2.2 Alcohal ispamilico saturado

car 18,6 a
TE 12.3 m}
Alcuohol iscamilico 15 m1,

2,¥ Soluciones amortiauadoras para restriccidn

{New Enaland, BIQLABS}).



w

m

Eco PT  GlAATTC

NaC]

“Tris HCL pH 7.5

MaC12 .

BSA

Pst--1- CTGCALG
MaCl

Tris HCl pH 7.5
MaC12

BSA

Hind TIXI A}AGCTT

NaC1
Tris HCI pH B. &

Mac12

NaC1

Tris HC1 pH 7.°

_MgCl?

BSA

Msp I C{CGE
KT

Tris HC! pR 7.4

B-mercaptoetanol

59

1a

iaa
19
1a

19

k=1
59
1a

103

159
19
&
1aa

1a

mi.
mM.
mh.

pa’ml. /

mh
mM.
mM.

pg?ml.

mM.
mht.
mM.

pa/mh.

‘Bam HI €.1.1.G6.B. G}JGATCC

mM.
mM.
mM.

pa/mi.

mM.
mM.

mM .
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BSA 199 pasmi.

3.4 Hpa I1 Gy6CC

K1 . & mM.
Teeis HCY pH ~. 3 1A mM.
Maci2 19 mpt.
B-mercaptaetanol 1 mM.
BRSA 194@ pa‘ml.

4. SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS DEL DNA.

4.1

3.3

Colorante para electroforesis

Gl icerol S5 %

Tris HC1 pH 8.9 fg.1 M

EDTA pH 8.4 A% mM
Xileno de cianol a.25 %

Azul de bromofenol g.25 %
Splucidn ameortiauadora de corrida.
Tris=-acetato pH 7.9 ag mht

EPTA pH 8.9 2 mM

Lolorante para abservar el DNA al transiluminar

con luz UV,

4.4

Bromuro de Etidio S pa‘ml.
Aasrosa Tipoa TV

A4 % v @.7 % en solucidn amortisuadara de

corrids.
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5.8 SOLUCTONES PARA CPOMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAP.

5.1 Solucidn TI:
Tris HCl pH ~.5-8.¢ 295 mM.
EDTA pH 8.4 1¢8 mh.

Glucosa 5a mi.

5.2 Solucidn IT (DE LISIS).
NaOH .2 N.
sps 1%,

S.3 Salucidn amortiquadaora de elucidn.

NaC1 .5 mh.
Tris HC1 pH 7.8 © S@ mM.

EPTA pH B.& 18 mM.

S&.9 Soluciones para identificacién de pidésmidos por 1isis
alcalina;
&.1 Solucidn amortiguadora E.
Tris acetato 4@ mM.
EDTA pH 8.9 2 mM.
6.2 Solucidn de lisis

sSDs 3 %
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Tris pH 12.4 5S¢ miM.
4.3 Solucidn de corrida

2l de solucion 4.J>

Gliceral 5@ %

Tris acetato pH ~2.° a.a5 M

~.¢ Solucidn para identificacidn de pldsmidos por lisis

¢in situl,

“.1 Solucidn de lisis.

‘ Lisciima S ma‘ml
NaOH 39 mM
sDhS S %
EDRTA 5 Wit
PMAsa A . 588 wa/ml
Bromocresal pirpura 4 pil

Mé€todus.

1. Cepas.

3¢



Cellulomonas flaviaena ATCC 482,

Genotipo: Thv , Bic~, Km".
Fuente CDRB-b-S31, CIMNVESTAV, IPNM.
Esta bacteria junto con Xanthomonas sp intearan el

cultivo mixto que dearada desechos lianoceluldsicos. (De

la Torre, 1981).

Ecscherichiz coli Cédg.

Genotipo: F°, thi-1, Thr-i, leu B&, lac Y1, Tbn A21, sup
Eq44, X\ -.

Esta bacteria es conacida también como CR34,
(Appleyard, 1954) fue utilizada para comparar con 1 DNA
cromosdmico de €. flaviaena.

Escherichia coli HB1&! pRR322.

Senotipo: F-, hsdS24 (r-m-), rec AL3, ara 14, PproAZ2,
iach. Qal K2, rpsL2¢ (Smr), Xv1i-5, mtl-1, supE4q, x-, Aﬁr
L Te'.

Esta cepa hibrida de E. coli K-12 v E. coli B es usada
como hospedero en la transformacidn v ‘cqma un hospedero

de amplio ran3do para el crecimiento y purificacidn de

pl&smidos. {(Bover, 196%; Bolivar, 1979),

2. Medios de cultivo.

{(Préparacidn de medios)

a' Medio Luria (LB)Y.

Contiene por cada litro:
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- Ractotriptons 16 «a

- E+btracto de lewadura 9% 2

Cloruro de sodio 1€
- Hidrdvido 4e sodio 3.8 ml (2 %y,
Esterilizacidn en autcclave por 15 minutos, 15 1b/in?
de presidn.
bt Medio BHI ‘Infusidn de cerebro corazdhn)
3™ a de BHI atorados a 1 1 de aqua destilada,
esterilizacidn por autoclave.

c) Medio mineral

- Mall 5.9 a
- (NH4»28Qq9 2.5 a
- PB4 -3 3.5 q
- CaClZ a.1 a
- MaCi2 A, a.
i
2. Conpservacidn del cultivo,
Cellulomonas flaviaena fue crecida junto can

wanthomonas =p en tubos inclinades con medio mineral, 2%
de agar + 1% de carbaximetil celulosa como dnica +{uente
de carbono eneraia. Los tubos se incubaron a 37 °¢ por
48 horas, conservidndose postariormente a 4 ° ¢ -Se

recembrarcn cada mes en el misno medio.



4., Crecimiento del cuitivo.

a) Determinacidn de la cinética de crecimiento de C.
$lavigena en BHI.

Se‘ inoculd wuna colonia de la cepa en 5¢ ml del medio
BRHI en un matrdgz de 258 ml, se incubd a 37 ° ¢ con
agitacidn de 157 rpm durante 16 haras, posterigormente, se
inaculd al S% en el mismo medic en un matraz
hé#elométricu, utilizando 1/5 parte de la capacidad del
matrdz. Se tomaron lecturas en el espectrcfotchmetro a 53¢

‘nm a diferentes tiempos.

b) Determinacidn de la curva de calibracidn (qaramos de
células por litro)

Se concéntré un cultivo de 199 ml en una soOlucicdn
salina de 1 ml.

Se efectuaron diferentes diluciocnes para dar lecturas
de absorbancia (539 nm) desde @.05 - 6.6 D.0. Una
alfcuota de cada una de las diluciones (par triplicada)

fueron secadas a 66 © ¢ en una estufa de vacio, sobre

charalas individuales para determinar 11os Qramos de
células bnr litro a diferentes valores de densidad
aptica.
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S. PROTOCOLOS

ENTRACCION DE DMNA DE CELLULOMONAS FLAVIGEMA.

Se enpled el mdtodp reportado por Silhavy v Berman

r1884) modificado.

Se inowuld un matr£z conteniendo 59 ml. de medic BHI

con una colaonia de 1a bacteria v fue crecido durante 16

haras a 37°C can agitacidn a 128 rpm. Este inoculd se

agread corn una dilucioh del 5 % en un litros de BHI

H crecimiento hasta lleqar a una

fresco, permitiendn e}

densidad &ptica de @.7 (S32@ nm!. Se colectaron las
c®lulasg pﬁr centrifugacidgn a [-Yega % rpm, 15 mwmin.
Fosteriormente fueron resuspendigdas en ¢ wl de la

so0lucidn 1.1 v se congelaron a ~20°C. Se awregaran Smarml

de licozima en .25 M de tris HC] pH &, posteriormente

fueran desconaeladas en un bafio metabdlico a temperatura

ambiente » se incubaron a 4°C por 4% min.

Se agreqd | m! de la soclucidn de lisis (1.2) incubando

a &5°C por 4@ min. cton agitacidn suave., La muestra fue

desproteinizada con evtracrcidn orgdnica de fenol saturado

en proporecin 111 {sol. 1.8}, se emulsificd por S min. v

centrifugd a S48  rpm, recuperandao la fagse gsuperiar

acunsx. Posterisrmente se precipits e1 'DMA aaregando .1

vol. d& acetato de sodio 3M pH 5.2 v 2 vols. de etanal

absoluta a 2¢6¢ C, en estz paso, los dcidos nuclé€icos



PROTOCOLQS

S

ENTRATCTOM PE DMA DE CELLULOMOMAS FLAVISEMA.

Se empled el metode reportade por Silhavy v Rerman

11284 modificado.
S@ ml de medio BHI

S& inawuld un matrdz conteniendo
con un® calonis de la bacteria v fue crecido durante 14
a R7°C rcon agitacidn a 126 rpm. Este inoculd se

del S % en

horas
aaread con una diluciadn un litro de BHT
+resco, permitiendo el crecimiento hasta llegar a una
densidad d&ptica de &7 (53T nm}. Se colectzron las
wglulas p&r centrifugacidn a HOOF rpm, 15 min.
Fasteriormente fueron resuspendidas en ¥ ml de s
salucidn 1.1 v se congelaron a ~2¢8°C, Se azreqarcon 3Ima’/ml
.25 M de tris HCI pH #, pasteriormente

de lisazima en
metabdliceo a temperatura

fuaron descangeladas  en un bafo

aﬁbiente vy s& incubaron & 4°C por 45 min.
Se agread | m] de la solucidn de lisgis (1.2) incubando
a &85°C por 6& min. con agitacidn suvave. La mwmuestra {ue
{zeproteini zada coh evkraceidn aradnica de fenol saturado
se emulsificd por S min., v

en proporcidn 1:t (sol. 1.3},

RGO ppm, recuperando la
@1 'DMNA agrggando &.1!

centrifugd =2 +ase superior

scuoga. Fostericrmente se precipité
acetato de sodio 3M pH 5.2 v 2 wals. de etanol

wol. de
&cidos nucldicos

apsciuto a 28 c 0, en este pacso, los



precipitan ¥ e recuperan por centrifugacida. la pastilla
es «ecada con una corriente de aire o en un degecador v
disuelta en S ml de sol. 1.1 con una concentracidn finail
de 2089 pa/ml de RMasa A. Para desproteinizar nuevamente
se emulsificd la muestra con claroformo tspl. 1.5 ¥ se
centrifuad, recuperando la +ase superior acuasa. Con el
fin de concentrar =e precipitd el DNA con acegatn de
sodio y etanal, en las proporciones vya descritas,
incubando a ~7@°C en una mezcle d2 hielo seco ¥ a:etgna
por 24 min. En este pasoc el DNA precipitd como hiles
largos gue fueron extrafdos vy disueltos en la sol. l.lT
La cuantificacisn del DNA cbtenido_ se hizoc por el
méindc de dilucidn en placas de agsar-bromuro de etidio
Spasml. Las placas fueron iluminadas con una léhparaAde
radiacion ultravioleta de onda corta, con la cual =1~
puede comparar la intensidad de las diluciones del DINA
problema contra las diluciones conocidas del DNA de

salmén.

" EXTRACCION DE DNA TOTAL POR GRADIENTE DE CLORURO DE

CESIAQ,

Se empled el método de Babykin v Zincheikov (1984)

modificado.

Se incubd 1 litro de cultive hasta alcanzar un valor



de densidad OJplica de &.7 (S3@ nm), se cosecharcn la=
células por centrifuzacidn a S9¢E rpm durante 149 min. en
rotor GSA. Se resuspendid el botdr en 5 ml de la solucicdn
2.1 v se agregd lisazima a una concentracidn final de S
ma‘ml., e idincubd a 4°C por 3@ win., se ajustd 1a
concentracidn de EDTA a 14¢mM v se aaread sarkosvl al 4.5
% Posteriormente la muestra fue incubada con 18€ ua/ml
de RMasa A a 37°¢C por 1 hora.

Para desproteinizar la muestra se utilizd la enzima
proteinasa K, inmavilizada en un soporte d; hwlong esta
inmovilizacidn se realizé bajo 1a asesoria del Dr.
Ianacio Magafa Plaza dei Departamento de Biotecnolaamia vy
Bioingenieria, 1la cual fue reutilizada 3 veces ton buena
actividad., Est ‘ *zcla se incubd a 65°C por 1 h. Para
recuperar ?ima inmovilizada se centrifuad la muestra
a 5939 rpm por S5 min. ¥ se separd el nvlon.

Al sobrenadante {donde e encuentra el DNA), se aaread
el ‘colarante Hoechst 33252 a 260 pa/ml. Este colarante
tiene 1a particularidad de adherirse a la doble cadena de
DMA - par la parte expuesta, prefterentemente en las
adeninas Yy timinas imiller, 1975). LLa muestra se colocd
con la solucidén 2.2 en el tubo de centrifuqa del rotor S
Ti (Beckman) a 45@¢¢ rpm por 3 h v 28°C.

Al formarse en aradiente ee visualizéd al DBHA con una
ldmpara de radiacidn ultravioleta. La banda de DNA se

e«trajo v se separd del colorante can alcohol iscamilico



saturado fsol 2.3) y ee dializd la muestra en la solucidn
2.1 est€ril can 4 cambios de 4 haras cada uno.
RESTRIZCION TEL IINA.
Maniati=z= v cols., L1982,
Se emplearon las enzimas Eco RI, Pst I, Hind III y Ram
HI para la restriccidn del DNA.

Para el ensave de mnodificacidn restriccidn se
utilizaron los isoesquizdmeros de enzimas de restriccidn
Hpa fI ¥ Msp I, las cuales reconobcen la secuencia CCGYS.
En la restriccidn de 29 p! de woludmen final s2 empled 1
. pg de DNA, 2 upl de soclucidn amortiguadora (concentrada 16
veces) de cada enzima (sols. 3.49) y 2 unidades de enzima.

La incubacidn se hizo a 37 °© ¢C d;rante 1 h. Para
detener la reaccidn se adicionaron 3 pl del colorante 4.1
¥ las muestras Ffueron calentadas a 85°C por S min.

La restriccidn se sometid a una electroforesis en gel
de aaarosa al £.7 % para separar por peso molecular los
fragmentaos originados, ias dimensiones del gqel.-fueron 4.7
x 7.5 cm en solucidn amortigquadora de tris-acetatos (sol
4.2', con una diferencia de patencial fija de &9 Vvolis,
se permitid. la elecfroforésis hasta que el primer
colorante migrd a las 2/3 partes del gel, €ste se tihd
con una soluciédn de bromuro de etidio en sol. 9.2 a S
pa/ml  durante 19 min. La banda de DNA se visualizd -~
con avuda de una ldampara de luz UV, Las fotografias del

qel fueran taomadas con una camara Peolargid MP4 can



pelfcula instantdnea S5 v S7 v filtro amarillo.

SEFARAZION DPE DMA POR TROMATOGRAFIA T[E EMILUSION

MOLECULAF. Moditicado Maniati=s v cole., 1F8EZ.

Una vez obtenida la pastitla celular como se describid
anterinrmente, e lavd la muestra con 14 ml de sol 5.1,
=2 centrifu3d en frin ¥y resuspendid en la misma solucidh
coh S ma‘ml de lisozima, incub&ndose a 49°C par 3@ min.

‘ Se aareqd pacster iormente 1% ml de la solucidn 5.2 ' se
mezcld per inversidn. Fosteriormente a la mueskra se le
gdiciﬁné 15 nl de acetato de sodioc (sal 1.4y a 4°C e
incub8 Z& min a - la misma temperatura. Se centrifidad 1000
r@pm par 43 ﬁin en rotor SS-34, E1 DNA fue precipiftado del
gobreradante con 2 wols. de etannl a -2g°C. El DNA se
resuspendid en solucidn amortigquadora de columna (5.3)-

La nmuestra fue desproteinizada con dos extracciones
cﬁqinicasz fenal -clorafarmo v clarofermo (soluciones 1.3
v 1.5y, =& aaread RMAasa A a 5@ pa’/ml v =e incubd a 3TeC
por 3 horas, va desproteinizada el IMA  fue precipitado
troma va e indicd anteriormente) v se disolvid en 53¢ pl
de solucidn amcrtiquadora de columna.

Se =mpacd ‘umy columna de cromatoarafia con Sepharosa
4B gue  puede separar mal&culas de peso molecular

zlevado, =& lave con 1s s=sol 5.3 v s& eluvd la muestra

tomando 3& fraccionese de S9E pl.

i



Par=z Aectectar las diferentes especies de 3cidos

-

nucléicos eluidas e usd un el de electroforesis

fagarcsa F.7 %) con 5 !l de las diferentes muestiras,
IDEMTIFYCACION DE PLASMIDAS POR LISIS ALCALINA.

Se empled la tdcwica de Kada v Liu, (1981): la cual

consiste en utilizar un cultivo de células crecidas a una

densidad d&ptica de @.6, se centrifugd v obtuvo el botdh

celular qgue se resuspendid  en S pl de =olucidn

amart iquadora 4a.1 v se agregaran 2 ml de sclucidh de

lisis 6.2, se incubd a &5°C por 29 min. en un bafio

metabdlico, posteriormente se desproteinizd la muestra

con 2 vols. de fenol-cloroformo saturado (sols 1.351.5).

Se centrituad a &493 rpm, transfiriendo ia +fase acuosa a

un tubo limpio, a 35 pl de 1a muestra se le adicionaron

1l pl de la sol &4.3 para sbmeterse a electroforesis en un

cel de agarosa al .7 % a &@ Volts, por 1:30 h. Se tiAc

coan  bromureo de etidio tsol,. 4.3) y Ffinalmente sco

visualizd &1 DMA con ayuda de una lampara de luz UV,
IDENTIFICAZION DE PLASMIDOS POR LISISCINM SITU?

Se tomd una colonia de la cepa v se colocd en .un tube

con 2% ui de la swlucidn I, incqbénduse { hora., A la

nuestra se agread 2.% ul de Ficoll al 25 % » vl lisado se

sometid a electroforesis en un gel de agarosa al d.7 %,



VY. RESULTADPQS.

Peterminacidn de 1a cinétics de crecimiento de C.
tlavigens.

Se extablecieron los perdmetros cinéticos bajo las
condiciones descritas en la seccidn de métodos. La <figurs
4 muestra la cindt,r3 de crecimiento donde se observa 1a
curva siamoide tipica, con 1l1a fase laa de duracidn
aproximada de 2 horas, la Ffase exponencial y la fase
exponencial tardfe, #sta ltims ocurre 8 las 4:28 h.
después d; 1la adicidn del! indculo, alcanzindose una
densidad Sptica de @.7 3 538 nm. E} tiempn de duplicacién

.(td) calcuiado fue de 1:34 haras en medio BHI {ver
apéndice).

Para ta determinacidn de 1a velacidad especifica de
:rec!mlqntn (p) se araficd e) logaritmn de la absorbancia
contra el tiempo, (fiqura ) cbteniendo Ja linealizacidn
de la fame exponencial de la curva de crecimiento, ia
pendiente de la recta es y con un vajor de 9.5!¢ hd. que
*ﬁe calculada por regrisiﬁn l1ineal.

El crecimiento celular ge@ calculd por mediac de unas
curva de calibracitn (Fiqura &) en la que se arafica 1a
absorbancia a %S3¢ nm can respecto al peso seco de la
biomasa.

. Las células fueron cosechadas a Qn-un.o.. de &,7 {(punto

on el cual e alcanza 12 +fase exponencial tard{a)
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Figura 4 Cinética de-Crecimiento de Ceilulomonas flavigena
en BHI
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Figura 4. Se muestra la curva de crecimiento de
€. flavigena en medio infusion cerebro-corazdn-.
(BHI), 1a fase lag tiene duracién aproximada de
dos horas después de la adicién del indculo, se
guida -de la fase exponencial que termina a las-
4:20 horas. '
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Figura 5 Curva semilogaritmica de crecimiento de Cellulomongs flavigena
10g.,, | (830 nm)
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Figura 6. Se graficdé el logaritmo de la absorban-
cia contra el tiempo, parimetros de la cindtica -
de crecimiento. La pendiente de la recta es Ta ve
locidad especifica de crecimiento py = 0.51 h'l-—--
calculada por regresidn 1ineal. E1 tiempo de du--
plicacidn fue de 1:36 horas.



ohteniendo @.4 g de cé&lulas por litro de cultivo en peso
seco, de acuerdo a !a curva de calibracidn de 1a que se
obtuveo la ecuaridn de la recta y=1.4995x + J.0814, con un
coeficiente de correlaciéh lineal de 9.9%.

Obtencidn de DNA total.

El DNA de ©. flavigena fuw purificado mediante ] uso
dé diferentes metodolocafas, mismas que fueron adaptadas,
¥ya que no se han reportado técnicas de purificacidn de
BN§ Eh esta bacteria.

[La tdcnica descrita por Babyl‘in ¥ Zinchekov (19284) se
adapté variando las condiciones de incubacidn (ver
métodos) ¥y concentracin de lisaozima, con el aobjeto de
obtener una adecuada lisis celular. En osta técnica el
lisada celular cowpleto ] saaetido a
u!trn:antrlfugactdn. procesoc en el cual e! DNA es
separada por diferencias en densidad.lLa banda ocbtenida
por esta tdécnica se colects por elucidn del gradients, la
densidad calculada para el DNA tue de 1.7728 q/cm3.

§e calculd la densidad de los volimenes colectados y se
midid la absorbancia a éég nm para determinar la cantidad
de Jdcidos nucléicosm presentes en cada uno (1 unidad de
D.0O. 260 nm Q 3@ ug de DPNA). En la figqura 7 se abserva la
elucidn del aradiente} en los primeros vollimenes se
aprecia !a elucién de RMA, e) cual es empastilliado en el
process de ultiracentrifuaacidn, posteriormente en lcs

volimenes 4.5 a 7 ml puede apraciarse la elucidn de la
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Figura 6. Mediante una curva de. calibracidn se
determing el crecimiento celular. Se graticé =—
la absorbancia a 530 nm con respecto al peso =-
seco de la biomasa. '
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Figura 6

Curva de calibracion Hlulomonas flavigena
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Figura 7. Se muestra la densidad del DNA de C.
flavigéna_ sometido a gradiente isopicnico de-~

" CsCl. Con circulos (e) se observa el gradiente

de densidad generade, con tridngulos (&) se ob

serva la cantidad de acidos nucléicos medidos-

por absorbancia a 260 nm.
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Figura 8 ELECTROFORESIS DEL DNA OBTENIDO
EN GRADIENTE ISOPICNICO DE CsCl.

DNA —™

RNA —a»

E1 DNA obtenido por la técnica de Gradiente

Isopicnicc de CsCl se sometid a electroforé

sis en gel de agarosa 0.7 %. Carriles 1 y 2

DNA de C. flavigena; 3, Control de pesc mo-
Tecular: Fago A\ restringido con Hind III
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banda de DNA. E! valor calculado de $raccidn molar de GC
para e} pico de DNA Ffue de 7F.4 %. Las fracciones
correspondientes al pico de DMA fueron unidas, la muestra
fue posteriormente sometida a electroforesis en ael de
agdarosa, resultando una banda definida de alto peso
molecular (Figura 8).

Se utilizd otra técnica para 1a obtencidn de DNA,
variando de 1a técnica oriqinal (Silhavy, 1984) los
tiempog de incubacidn ¥y concentracién de lisozima ¥ EDTA,

Para adaptar esta técnica de purificacidn, e hicieron
das modificaciones importantes: e aumentd la
concentracidn d; lisozima de 2 a 5 ma’/ml de concentracicn
+inal, con #]1 objeto de dearadar eficientemente fa pared
celular bacteriana. La muestra obtenida tuvo elevada
aétivldad de nucleasas que dearadakan el DNA. Con el
objeto de disminuir esta actividad, se aumenté la
concentracidn de EPTA de 1F wM a %S9 mM, para quelar los
iones Hg‘M ¥ Mn?*  que actuan como cofactores de las
nucleasas. E] DNA obtenido se sametid a electroforesis,
observindose un patrén electrofordtico semejante al
obtenido por la técnica de gradiente de CsCl (dato no

;mostradei.

En 1;9 técnicas utilizadas se obtuvo una mezcla de DNA
con RNA, ain cuando la muestra era incubada con RNasa A,
por 1o que @ précodid a emplear una cré&aiugr?+fh de

exclusidn molecular, utilizando un soporte de Sepharosa
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Figura 9. PERFIL DE ELUCION DE ACIDOS NUCLEICOS EN
CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR (SEPHAROSA 4B).

Se observa l1a absorbancia a 260 nm en funcidn del
volimen de elucidn de la columna. En los voliume--
nes 3 a 8 ml se observa una region de DNA, segui-
da de Ta elucidn de RNA. Los tridngulos (A) mues-
tran los volimenes sometidos a electroforédsis. --
{siguiente figura).
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Figura 10. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS
OBTENIDOS POR CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 48B.

1234556738 Kb

23.13

311;9.416

= —6.557
T 4.361

- =:::2.321

2.027

DNA ~—e

*— RNA

Los carriles 1 a 7 corresponden a los vollGmenes
S a 11 de la cromatografia de dcidos nucléicos;
en los carriles 1, 2, 3 y 4 se aprecia al DNA, -
se sugiere que corresponde al cromosoma. En el-
carril 7 se observa la elucidn de RNA como una-
banda tenue y difusa de bajo peso molecular; ca
rril 8, Fago A/Hind III. (Gel de agarosa 0.7 %-
tefiido con bromuro de etidioj).
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4B, esta crumatagraffa permite la filtracidn de moléculas
" arandes Yy retarda l1a elucidn de las pequefhas, el ranso
Gtil de fraccionamiento de este soporte es de 6O AGS a
2x187 4. En 1a figqura © ae observa el perfil de etucidn
de la muestra gque fue incubada por S5 horas c?n RMNasa A
V(que desrada RNA monocatenario), E) incremento en la
absc;bancia t26& nm) de los voldimenes de elucidn de 3 a
8 w1 corresponden al DPNA, sequida de 12 elucifin de RNA.
Por este método se obtiene una sola poblacidn de DNA de
elevado peso molecular que corresponde al craomosoma. El .
RNA que me aprecia en la #2lucidn corresponde al que no
ﬁudo ser dearadadoc por 1a RNasa A, debido a que #ste pudo
haber adquirido estruttura secundaria (formacicn de asa ¥y
tallo) sobre la cual la enzima no puade actuar.

En la fiqura 1¢ se muestra la electroforesis realizada
con los voldmenes %, &4, 7, 8, 9, 1 y 11 mi de !a
cromatoaraf{a. En esta fiaura se observa la separacifn de
BNA de elevado pesa wmolecular {carriles 1 a 4), en.los
carriles 5 y & no se detectaron &cidos nucléicos, en el
carril 7 que corresponde at voldmen de elucidn de 11 ml
aparece una banda tenue que corresponde a RNA no
hidrolizado.

Los rendimientos obtenidos de las tdcnicas utilizadas
para purificar DNA de C, fladiggng Se nmuestran en 1a
tabla 1. Como puede apreciarse, del método de gradieﬂti

ieopfenico de CeCl se obtiene la mayor cantidad de DNA,
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"TABLA 4. TOMPARACION DE LOS METODROS DE
EXTRACCION DE DMNA LITILIZADOS.
METODO DNA OBTEMIDQ D.0. 26@/289¢ REFERENCIA.
ma/sl pe cultiwvo -
Gradiente iso- 5.3 1.78 Babvkin (1989)

picnico de CsC1

Entraccidn de 3.2° 1.75 Silhavy (1989)
DMA total '
Cromatagrafia F.58 1.8 Maniatis (1982)

de exclusidn

maolecular

Se presenta 1a cangidad de DMA obtenido por litro de
cultive en las t&cnicas utilizadas, gue fue calculado por
abserbtancia a 26 nmi 1 unidad de P.0. = 59 pug/ml de DNA.
Cuando existe alta pureza en el DNA, el cociente D.0.

24097284 nm o= 1.8
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%.3 ma en un litro de cultivo, ademdn de obtenarse una

pureza aceptable. Con respecto al método de Silhavy se

obtienen 3.2%9 ma con pureza tamhién aceptable, finalmente

4e la  t&cnica de purificacidn par craomataarat {a se

obtiens .58 mga por litro de cultivo, wvalor diez veces

menor que ! obtenido por ?radfente. sin emharqo, posew

elevada pureza,

Una ver aislado y puriticadoc el DPNA wmediante las

metodonloafas adaptadas, Se procedid a caracterizarlo con

anzimas de rostriccidh._para 1o cual se realizd unha

cinftica de digestiSn con la enzima Eco RI, variando los

tismpos de incubacién con intervalos deé 3% min. (Figura

117, A medida que aumentS el tiewpo de digestidn me

6riqinaron fraqomentos de menar pewa molecular. Dende lox

primeros 3¢ min. de incubacidh se oriainsron fraganentos

de un rango de 23 a <1 Kb, Esta enziwma reconcce una

secuentia nuclect{dica de & pares de¢ basen V¥ puede

predecirse que la enzima encontrard una secuencia de

recanocimientoc cada 46 psres de nucleStidos, asumiendo

Qque todas 1as bpases son iqualmente Jfrecuentes. En la

electroforesis aw umdé cowo marcador de referencia el
cromosconma de E. £oli C499 sin restrinqir, pirn camparaclio

con la miaracidn  ae DNA de €. flavigena, como se observa,

ambas wuestras de DPNA  tienen un patrdn electroforético

semejante.
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Figura 11 DIGESTION DE DNA DE
C. flavigena CON Eco RI.

123456708

Kb

—23.13

-

T 9-u416
6.557

E1l DNA obtenido por el método de Silhavy
se restringid con Eco RI a diferentes —--
tiempos de digestidn. Carril 1, DNA de -
C. flavigena sin restringir; carriles 2-
al 6, digestiones a diferentes tiempos -
de 30, 60, 90, 120 y 150 min., respecti-
vamente; 7, cromosoma de E. coli C600 co
mo control; 8, Fago A/Hind III.
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Esta cinética de diqestisn también fue llevada a cabo
con la enzima Pst 1, ohtenierdo un patrdn electroforftico
gimilar (dato no mostrado!,

El DNA de £. flaviagna fue digerido tambidn con otras
enzimas, en la fiqura 12 se nmuestran los resultados de la
digestidn del ENA de C. flavigena con las enzimas Eco RI,
Pst I, Hind TII, Bam HI ¥ Pal I, aenerindose en cada una
fragmentos de un rangdo de peso molecular de > 23 Kbk a < 1
Kb. La digestidn con las enzimas Bgl II' y Hpa 1 que
también cortaron el DTNA na es mostrada.

Con el objeto de ampliar la caracterizacidn de)l DNA de
la bacteria se¢ emplearon dos enzimas i;oesquizumiricas:
Hpa II v Msp 1, detectando digesticn similar con. ambas
enzimas Jo que sefiala que no existen modificaciones en su
secuencia de recontocimiento {(Figupra 13).

Por otra parte se determind que €. flavigena no posee
elementos extracromosdmicos, vya gue en> las técnicas de
extraccidn  de DNA total no se evidencif la presencia de
plismidos.

Se utilizaron meiodoloafas para deteccidn de plésmidas
por lisis alcalina (Kado vy Liu, 1581), obteniendo el
mismo material que e! control sin plismido E. coli Cé89,
que 'al ser restrinaido oariaind fraamentos de tamanos
‘diversos de 23 a 1 Kb {dato no mostrado).

Se efectus la 1lisis ¢in situ> para descartar la

presencia de plasmidos (Eckhart, 1584), cbteniendo una
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sola banda de alto peso molecular fque corresponde al
cromosoma, ya que aparece la misma banda en el control E.

coli C4P@® que no posee plasmidos. (ficura 14),
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Figura 12 DIGESTION DEL DNA DE
C. flavigena.

1234567 Kb

23.13
9.416
6.557
L.361
2.321
2.027

AR

El DNA de C. flavigena obtenido por el
método de Silhavy fue restringido. Ca-
rril 1, DNA sin restringirj 2, con Eco
RI; 3, Pst I; 4, Hind IIT; 5, Bam HI;

6, Pal i; 7, Fago A/Hind III como mar
cador de peso molecular. Gel de agaro-
sa 0.7 %, tefiido con bromuro de etidio.
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Figura 13 DIGESTION DE DNA CON ISO-
ESQUIZOMEROS DE ENDONUCLEASAS DE --
RESTRICCION.

12 34

Kb

_-23.13

9.416
.557
. 361
.322
.027

AT

El DNA obtenido por el método de 3ilhavy fue
restringido con los isoesquizdmeros Hpa II y
Msp I. Carril 1, DNA sin restringir, 2, res-—
tringido con Hpa II; 3, restringido con Mspl
4, Marcador de peso molecular A /Hind III.
Gel de agarosa 0.7 %, tefiido con bromuro de
etidio.
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Figura 14 LISISCIN SITU>

Kb

23.13
— T9.u416
= 6.557

2,321

La muestra obtenida por esta metodologia —-
(Eckhard, 1978) fue sometida a electrofore-
sis. Carril 1, DNA de C. flavigenas; 2, DNA
cromosdmico de E. coli C600; 3, A/Hind III.
Gel de Agarocsa 0.7 %, tefiido con Bromuro de
Etidio.
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VIT, DISCLUSION.

Se esiéblecicrun lag condiciones de cultiva de C

flavigena en medic BHI, obteni@#ndase una velocidad
egpec{fica de crecimiento p=a.31 Hd ' y un tiempo de

duplicacidn (td) de 1.3é h, el cual me considera cowo un

valor elevado ya gque la bacteria se crece en un medio de

cultive completo.

Las cElulas fueron cosechadas en 1a fa=e exponencial
tardfa, ya gque en esnte entadi{s lps bactoerias adn no han
enqrasado Bu'parld celular, 1o que parmite una Gptina

lisis celular, indispensable para extraer y purificar el

DNA.

Las metodoloafas utilizadas para extraer el DNA {ﬁurun
adaptadas 3 las condiciones del laboratorio. El wmétodo
por el cual se ubtloﬁo mayor cantidad de DNA con una
actividad nucleonlftica ﬁfpiwn es el de Babykin (1584) que
enplea 9radiont¢|'i-upf=nicas de CsCi. En esta técnica no
me descartan restos celulares, sino gque toda la wuestra
es sometlida a uitraccntrifugacién.

Por otra parte, en l1a técnica de extraccidn por lisado
clarao (Silhavy, 1984), se cbtuva menor cantidad de DNA va

gque ¢n proceso de purifl&acién hay p‘rdidn de material.
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Se observa Hue la pureza del DNA es aceptable en las
técnicas vtilizadas, ya que el cociente D, 0O, 2608/28% es
cercano a 1.8 t(tabla 1). Cuando este cociente e cercano
a 1.8 1 DNA presenta pureza aceptable (Maniatis, 1982).
E1 DNA obtenido por las meetodoloafas utilizadas fue
susceptible de ser diqerido con aendonucleasas de
restriccidn, lo cual confirma la pureza.

La purificacidn de DNA por cromatoarafia de exclusidn
molecular mostrd menor cantidad de protefnas, mientras
que Jla obtencidn de INA mediante el uso de las
metodoloafas publicadas por Babykin (1984) y Sulhavy
{1984) muestran valores de D. 0. 263/289 de 1.78 y 1.73
respectivamente, Hue revelan elevada pureza.

La cantidad de DNA obtenido fue n;yor mediante «1 uso
de aradientes imopfcnicos de CsCl, mientras que la
técnica -de purificacidn por cromatografia de exclusidn
molecular mostrd la cantidad mas baja de DNA.

En las técnicas montadas se aumentdé !a concentracidn
final de lisozima, ¥va que esta bacteria posee una pared
celular gruesa (es positiva a 1la tincién Sram), adends
debido a la aran cantidad de nucleasas se incrn-‘ntﬁ la
concentracidn de EDTA, con @1 fin de inhibir 1a actividad
nucleolftica,

La muestra aobtenida del aradiente isopicnico deé CsCl
mostrs una banda de DNA de densidad 1.728 g/cm, que

corresponde a % GC = 74,43 wvalor menor al reportado par
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Yamada y Komataaa (197€) de 72.7 y 79.46 %, que fue
calculado por Tm.

El DNA purificado fue restringidc con las enzimas Eco
Rl, Pst I, Hind II, Bam HMI, Bgl 1I, Pal I ¥ Hpa I. Las
enzimas utilizadas reconacen sécuencias ﬁuclootfdicas de
é pares de bgses. Se determinaron las condiciones de
restriccidn con -3 ] abjeto de poder utilizar lus
fragmentos de 10 a 4 ¥5 en la clonacich molecular de las
celulasas.

Para caracterizar el DNA de €. +flavigena tambidn se
Vofectuaron restricciones con las enzimas
isocesquizom@ricas Hpa II y WMsp I, .aubas enzinas
restrinqgieron el DNA, suéirlendu que la secuencia de
reconocimientoc no se encuentra modificada.

La frecusncia para encontrar la wmecuencia de
reconocimiento para .qta! enzimas es mis alta que las de
las enzimas utilizadas anteriocrmente, ya que reconocen 1a
secuencia ‘con 4 pares de bases, teniendo 1a probabilidad
de encontrar esta secuencia de 1144 secuencias. Para

determinar que «! DNA de ¢. flavigena no esti modtficado

[ 13 ﬁ.colario:.dfoctuar mas wenEayos con otras enzimas
iscesquizoméricas.

Se presentan evidencias que sugieren que la bacteria
no puséo elementos extracromosdmicos conlas metocdoloaias
utilizadas, yirqu. no se¢ detectaran en las teécnicas de

extraccidn de DNA total ni en las técnicas de
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identificacién vy aislamiento de pldaswmidos.

Los resultados obtenidos ¢n @l presente trabajo servirdn

como  base para la posterior clonacidn de los aenes que

coditican para las enzimas celulolfticas en C. flavigena

con el #in de aumentar l1os rendimientpos en la produccidn
de proteina de origen unicelular.
Para ia continuacidn del trabajo se suajere Que se

efectien mas ensavos de reatriccidn con jueqons de enziwmas

isolsquizuméricas con el objeto de determinar que
secuencias del DNA de c. flavigena se encuentran
modificadas; determinar el tamano del cromosomal

. Transformar gen@ticamente a C. flavigqena con vectores de
clonacidn para bacterias Gram positivas. As{mismo
desarrollar el métado de =moleccidn de las clonas

recombinantes y detectar la hiperproduccidn de enzimas

celuiaolfticas.



VII. CONCLUSIONES.

Se determinaron ios pardmetros cindticos de
crecimiento de c. flavigena en medio infusidn

ceraebro-corazdn.

Se adaptaron y modificaron metadologfas para
extraccidn y purificacidén de DNA en 1as condiciones de
laboratoriac. E1 DNA de C. flavigena os susceptible do
restriccidn con lax enzimas Eco RI, PstI, Hind III, Bel
11, Pal I, Bam HI y Hpa bl, La diqcnti&h' con los
isoeaguizémeros Hpa I1 ¥ Msp 1 muestra que la secuencia
que reconocen no se encuentra waodificada por metilacidn
en la citosina interna, por 10 que ambas enzimas pudieron
restringir.

Al emplear l1a técnica para deteccidn de plismidas
(Kado, 1981) por ll-il.alcnlina, se obtuvo una banda de
alt§ pesc molecular en awl de agarosa semejante a la
obtenida en E. coli Cé9d, que no posee plismidos, ademas
este material al wer digerido, origind un patrdn de
restriccién tfpico del cromoscwa.

Finalmenta para Qes:artar ia posibllidad de que =me

eliminara el plasaide durante la extraccidn, se realizd
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una lisis <in situy, resultando una sola banda

correspondiente al cromosoma bacteriano de §. flavigena.

=

No se evidencifS la presencia de pldsmidos naturales
con las tdenicas utilizadas por 1o qQue no existe 1a
posibilidad de problemas de incompatibilidad de plismidos

al transformar a la bacteria.
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¥. APEMDICE.

Trecimiento de poblacidén.

El rrecimiento ocurre en razdn exponencial y.éste es
consecuencia del crecimiento celuler y de 1a divisicdn. El
crecimiento es expresado por la ecuacidn diferencial:

dnrdt = pn

donde
n = cantidad de células
H = tasa especifica de crecimiento.

Para determinar el tiempo de duplicacidn td, entendido
como el tiempo reguerido para que la poblacifdn se
duplique, s inteara la ecuacidn desde las 1imites no vy

nil; ¥y to a t.

n +
dn/n = HJ dt
no ) to

In n/no = p(t-to)
: rcuando n = 2no
in 2no/no = p dt
td = t - to
td = 1n2/p
Barley & 011is (1977).

Para p = 0.51 h™! de C. flavigena en BHI:
td = 1:36 horas.
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