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J, P.E"SllME"N. 

baeteria Cellulomonas f )aVi'!]&tliil con en2 1 m•un 

restrlccldn, est.a f nvest f ~ac i d'n pert.enece a J proyec:t.o rfe 

Mejoramiento Gen~tteo del cultivo mj)(to baC'terfano 

ir1te9rsdo por ~. fl~viaena y Xat1tt1gmot1as sp pat~a ~umentdr 

Ja prodLtcti\ridad y el r&ndimiehto en )3 obt9nci6n de· 

prate(1>~ de orlqen unicelular a part.it~ de esquilmos 

a9r(col:is. Se determinó la cin~tic:a de- cr·ecfmiento de ~· 

f 1 avi •3ena en media de cuJtfvo BHI. ~e adaptdran y 

mont3ron las t6cnlcas de e~tracclón y purif icacián del 

DNA '1e la bact<>rla. S<> obtuvo ma.)lor c:3ntldad de DNA 

medf 3nte el Liso de gradjentes isopícnfcoe de cloruro de? 

cesio y de acuerdo· a Ja densidad del DNA obtf•nldo por 

este procedimiento s;;e calcul6 la fraccidh molar de GC en 

Se efectuar~on restrfccfones d91 DNA con 1 .... 

enz i roas Eco P.J, Pst J, Hlnd IIJ, B9l JJ, Bam HJ, P•l J y 

Hpa r' det.ec t:ándos& pe t. rones electroforétlcos 

restr ice i ón cor,...espond i entes ai DNA de cr-ornolioma, _adem.ís 

se e+ect.uaron restriccjones con los laoesquiz6meros Hpa 

JJ y Msp J, detectando digestión con amba~ enzim•s, lo 

que se~aJa que no ha:v modificación· <iel DNA en Ja 

secuencia que reconocen ambas enzimas. 
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conseoCu•ncta un •umento en la obtenC'1Ón de proteína 

untc .. lular y a 

suslr·ato. 

:a v•"Z un mejor aprovG>c:hamt•nto deol 

El objetivo q•nerat 

pr11sente trabajo Giii C!o] mejoramiQnto 9enéttco del cuttf\10 

mixto bact .. rlano constlt.u(do por c .. 11uJomonas flavlq,.na y 

Xanthomonas sp para aumentar Ja productividad y •I 

r"nd 1 r.i r-.,io •n la obt.&nc i 6n de PUC a part 1 r de •squ 1 l mes 

~~r .. (colas. 

S· 



JI J. PEVJSJDH BTBLJOGPAFJCA 

·r.uJtivCJ Mi-·t.a. 

En el Dep3rtamento ~e Biatecnolo9(a y Bioinqenierfa 

del CIHVESTAV se ha des~r~ollado l•n ~istema de culti\•o 

miKto bacteriano co1npuesto par Cellu1amonas flaviqena y 

Xanthomonas sp. para producir proteína unicell•lar a 

partir de esquilmos a~rícoJas. Estudias preliminares ~el 

culti''º mi~to fDe Ja Torre J9SJ,J984; Lor~ncez, J 9.,0 l han 

demostra~o qu~ existe una interaccidn ecol6gica entre las 

pobl~ciones que lo forman, sin embar90 Ja interacci6n 

puede cambiar si se modf ~ican las condiciones del 

IPonce N., J<;>S2l 

medio 

El tipo t1e intera.t::r:ión ecctó9ica del i=ultivo mi-<to es 

t1n mutualismo cttando es crecido en bagazo de cana y sales 

m·ineraJes <Ponce N., 1º82!. <2_. flaviqena que posee les 

9enes para producir enzimas cell1lolíti~as proporciona 

azdcares solubles y ~actores de crecimiento tales coma 

metionina, ácido 9Jutárnico y ácido nicotínico; mientras 

que Xant.ho'monas sp. proporc.i ona. 1 as vi tan1 i nas ti ami na y 

biotins o prec:ursor-es :fe ellas, aunque también compite 

por los ezúcares solubles proveniente~ de la hidrólisis 

6 



L3s c3ract~rí~t1~3s mor+oldoicas v 1e crecimiento de 

rectos, an~L1lare5 

tJ ~1Jr•1as, form3cianes en V, Gram positiv3S 1 no presen t.sn 

colonias son circLtlsree, li9er~mente 

ele·.'~1as, lisas, mucas3<.: 1 

~naerobio + acL• 1 ta t i \!O. 

con pi?mento Bmaritla claro, 

Laz caracterí=ticas reportadas 

p3rs el genero vanttlomonas son: bacteri~s alargadas que 

poz&en Ltn fl~~e1o po1er, aerobias, Gram negati\'35 y +orma 

c<.ll·.:.nias amarillas íBer9e"•, 1º""'41. 

t-e:E-c.hos Li·~noi:etu16sicos-. 

Los desechos li9nocelu1Ósicos 

csñ~, qlle es e-J sL1bstrato que se proporciona a estos 

or~3nismas para su crecimientol está'n canst. i t..u lrJos 

principalmente por celLllosa, hemicelulosa y li9nina. Las 

hernicetutosas son pol(meros de pentosa, sobre todo -:fe 

D-Yilanos con enlace ~'l-4' y poseen cadenas lateraleE de 

ar·abinosa otros azdcares. La 1i~nina es un polímero de 

é=t~ última Jirnita la acc iÓn 

~r~:imStic~ 1e las ce]ylasas pcr impedimento est6rico 1 por 

lo que e1 Eustrato se somete a un tratamiento a?c~lino 

la ~el•Jlo~a accesible al at.3que <1e 1 as 

tDe lCl Torr"e, 1º8Jl. La bClcteri~ !:'e c-r-reg1a de 
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Figura 3 Esquema que muestra la acción de las enzimas 
celulolíticas . 

Re9lones 
crlstall1ta•---

A 

B 

e 

Endo ,B-11tuconaso ( EnG) 

~~~~' ~-----~' .... '~~~~-

Eao /J- glucctnaso ( Ex6) 

'''-9--. ___ ....._.'" ___ _ 
-( 

E••' 1:&5 
............ -----~ .,._...._..._ J --"-

-...... ....--

e . o----

o- Celoblasa 
8h1cosa 

AJ Las a1tzl•as actú111t sollr• reglo .. • -rfas 1 erlstell•••, aetv8Mo 
,..1.ero la .. do,e9tuc•a•o, producla•do aatN•o• H rad•cldoe, 
sobre los cuales actúa lo -,¡19lucosldasalc•lolllollldrolaMJ, produ
ciendo celobiosa la). A•M• anzl•os actúan si•aro(etlc-taCCJ. 
!SollWa kl• kq•ei.ta• pnNfucldo• CD J octlio la oetc blosa 
1 ,IJ 91UCOSl41aso ) , qua ?1"0llUC8 QIMCOSG llllra . 
( Montenecourt 1979 ) . 
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' 
"CAP.ACTE"P.JZACJON DE"L MATE"P.JAL GE"NE"TJCO DF U~IA BACTE"P.JA 

r.E"LULOLJTICA: Cellulomonas flavlq•na•. 

J 1. JNTROilllCCJON 

Debida al acelerado crecimiento d•mo~ráftco del pafs y 

ta consecuente fnsu-Ffcfencfa de producción de :alimento. 

México ha requerido importar cer&al~s, qranos, etc., para 

satisfacer lafi necesidades alimenticia• del 

aunque estP. sistema de abastecimiento de la población 

re&l•lt~ ~aro e Insuficiente. E"s por este que sur9e la 

necesida~ de dfverei~icar Jag fuent&s de prote(na. 

dlsponibl<>s, 

unlc•lular 

t~lee como la& proteínas de 

que 

orf9en 

aJqunos IPUC>, aprov•chilndo 

mtcrt:1or9an1smos crec&n en sustrato• que ahora no tienen 

un uso especíTfco, como el ba~azo de ca~a. y que par Jos 

volúmenes C>n 11• produce· ha llegado il s•r 

contaminante del a.mbl~~te. 

Los r•sultados ob~•nidos en ~uJtfvos de orqanfsmcs 

unlceluJ'ares 

promf•orios, 

modificaciones 

lo9ra.r un 

para. la 

sin ember90 

CE1enéticas 

de-":'ra.dadoras de 

incremento 

sustratos 

producción 

se ha 

de prot1tfna• 

propueato qu1> 

son 

con 

de ~stos or9anfamo& se po•de 

en 1a producción de enzimas 

eelulósJcou, 



para 3tacarla enzim§ticamente. 

CelLtlos3 v sistema celuloJítico. 

Eri 1 a~ -f; ·~u ras 1 ,.. 2 se muestra Ja estructura de ta 

celulas:.., la cual es un poJ{mero no ramificado qtie 

contiene uni~ades de ~Iucosa con enlac~ ~ Ct-41, debí do a 

J:t configuración J3 las uniones 9Jucosídicas están en el 

1nis1no plano pudiendo +armar micro+ibrillas mediante la 

formación de puentes de hidró-9eno entre ellas, resultando 

así la celulosa cristalina que es más resistente a las 

, . 
qu1m1cos IP.yL• y Mandels, 198.2>. 

La de~radación biotdgica de Ja celulosa a 9Jucosa es 

Lln proceso complejo que requiere la part~ci~aci6n de tres 

tipas rje activi~ad enzimática: Exo p 11-4> 9lucanasa, 

l~-J-4, glucan celobiohydrolasa, Avicelasa EC 3 • .2.l.9JJ, 

Endo B 11-41 9Jucanasa IB-1-4 glucan 9lucanohidrolasa 

CMCasa, EC 3 . .2.J.41, y B-glucosidasa IB-D-9luc6sido 

9Jucohidrolasa 1 EC . 3.2.1.211; este sistema posee 

isoenzimas CBe9uin y Eisen, J97B>. 

El modelo más reciente que eY.pl ic:a la de9radación de 

Ja. celulosa CMontenecourt ~ Evel~i9h, J C?7Q; Cuskey y 

cols, 1Q83> postula que la enzima que promueve el paso de 

celL1Josa cristalina a amorfa. es endo9lucanas~ que rompe 

Jos puentes de hidr69eno entre las micra+ibrilJas ~e 

a 



ESTRU~TURA DE LA CELULOSA 

Figura 1 Re,.-e...cac:ldn e..,.1116tica de una c:ed9na • C918IOM, 
... ,,... ,_ unlúdM Ita o•u~ .. cat ·Htece ~· ·-·,. 
aut .. ,_,,. U!_a pollsac4rldo , .... , slft r••lflcaclones. 
LEHNINGER, 1984. 

.... .... ...... 
Figura 2 U911cacl6n ca los puentes dll lllütS~no entn 

mlcroflllKlllas, en donde - ealSten atracclo
•l•attaatttl~ •• tor-n re•°"" ••.,._ . 
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cel1.1los:t. También la endoi::i1l1canasa hidroliza az·a.rosamente 

a ld celulosa. produciendo fra9mentos m~s cartas so~re 

los cuales actl•a. la evo9lucanasa que produce unidades de 

celobiosa [~os glucosas uni1as con enlace pcl-4ll a 

parti.r del e~tremo no reducido de la cadena. Estas dos 

~nzimas contin~an trabajando siner9ísticamente para 

de9radar a la celulosa cristalina. Los oli9osac§ridos 

pro~1Jcidos san hidrotizados a 9lucosa por la acción de la 

~-9ll1c0Eidasa. Montenecourt C1983l 1 Cuskev ~ cols 'JQ83), 

Ponce M. rt 0 82l demostró que la adición de celula.sas en 

el cultivo mixto bacteriano incrementab~ la biomasa de 

1·.25 a 3.25 911 cuando era crecido en ~ultivo continua, v 

con ello la concentración celular del cultivo mi~to se 

lo~rd en menor tiempo, por lo que la productividad se 

al•me-r1t6. Esto su~iere qlle e-1 +actor l imitante e=: la 

disponibilidad rje az~~ares producidas 

hidrol!tico de la celL1losa. 

en el proceso 

Las celuJasas constituyen un sistema enzimático 

i nducibl e-. El mejor indl1ctor conocido es Ja celulo=:a 1 

aunque tamb i é.n se produce induccidn. con soforo~a y 

l3ctosa. Al acumularse el producto final 1 91 L•cosa o 

celobiosa se reprime la s(nte~is de enzimas, este efecto 

es llamado represi6n por cata~olito. La acumulaci6n de 



producto& fin~l~s ejGrcen un efecto inhibitorio en Ja 

velacida~ de rea~ción del sistema celulolltica, el efecto 

p~oducldo por glucosa y celobiosa es de tipo inhibito~io 

competitiva. Ghose y Das '1º~1>. 

Clon3ción molecl1lsr en sistemas celulolític:os. 

Una manera de incrementat~ la producci6n de ce?ulasas en 

el gist~ma bacteriano es la clonaci6n de Jos 9enes que 

codiiican para las enzimas celuloJ(ticas, esto pued" 

reaJizarse en tin '!eh{culo de clonaci6n apropiadP como vn 

pJCÍsmido o un -fa90 y asi ampti+ir::a.r la expresión tJe estos 

9enes. Ya se han obtenido resultados promisorios en la 

c:::lonación c.etutasas 

microor .. ;¡anismos. CNontenec:ourt, l98'3)'" 

Git'i·es, Whittle, Wakarchuk ~ cols. 

otros 

1º841 han 

caracterizado ~l si5lema celulolftico de Cellulomonas 

él•1emás han e+ecluatio la c:lonac:ión molecular de 

c3r~oximetilcelL1lasas pJásmido 

pBR322 en Escherichia c:ali, desarroll&ndo así un m€todo 

de selecci6n para recombinantes que tienen los ~enes de 

las cetuJasas. Finalmente han abtentdc recombinantes que 

poseen ~cti,,idad cell1lolític~. 

Col 1mer, Wilsan C.1º83l e+ectuaron ta clonación de ~enes 

de las endocelulasas d~ Thermomonospora YX en el pl,smido 

pBR322 y lo inse~taron en _§.. col i, obtenien1o .un 

12 



incremento de la ac:tividad cerca de cincuenta veces con 

respecto a la cepa parental. 

C1:Jrnet "";.' cols. <1983i Además de caracterizar dos ~enes 

estructurales de Clostridium thermoc:ellum que codi-fican 

para endo9lucanasas Joqraron clonarlos en pBR322 y 

Las clonas ~xpr~san actividad 

celulotltica, encontrándose las enzimas en el citoplasma. 

Shoemal<er y col s. '1983); Teeri y cols (1983). 

lo9raron la clonación y caracterización del c:,1ene que 

codifica para la exocelobiohidrolasa del hon~o 

Trichoderma reesei L27, c~onado en pBR322 e introducido 

en[. coli. La cantidad de enzima producid• representa el 

6~ % de la prote(na extrac~lutar. 

Sashlhara y cols (1984> reportaron la clonación y 

expresión de carbo~imetilcelulasas de 

alcalo-fÍl ice: Bacillus sp. cepa N-4 en §'_. col i. 

Obgervaron producción de CMCasas acumuladas en el espacio 

peripláemico de la bacteria g. coli. 

Koi1e y Nakamura !19861 Jo9raron 

endo~lucanasa· de Bacillus 

la clonación 

subt i J is en 

de una 

pBC'S )' 

transformaran ? la misma bacteria, ademas subclonaron et 

mismo fra9mento en pBP.322 y se Introdujo en §_. coli. Las 

enzimas producidas se encontraron en el espacia 

periplásmico de la bacteria y en el sobrenadante. 

Nalramura y Misawa ( 1º861 reportan 1 a e 1 onac i Ón de 

9enes de 13-9lu.cosidasa de Cel lulomona.5. ~ CB4 en g_. 

13 



es nec:eS"ario car-ac:teriza.r su DNA cromosómico. A la +echa 

se conoce la fracci6n molar de G-C del llNA de !;_. 

flavi<1ena ATCC482, que se ha calculado por medio de la Tm 

del llNA, y se ha obtenido un valor de 72.7% y 74.6% 

{Yamada y Kornata9a 11 1970). El vaJor represer1ta la 

p~oporci6n de Guaninas + Cito&inas 

cuando se presenta~ 

19761. 

en el DNA 

Cmás 5-metil citosina 

<Handbook of Blochem. 

A partir del va 1 o·r de Tm, que es ur parámetro que 

indica la temperatura en la cual la mitad del DNA se 

encuentra de cadena sencilla, puede calcularse Ja 

+racción molar de G-C. 

'l\ GC = <Tm - .6". 31 2."44 Tm = 83. 6G> o C. 

<Mand,.l y cols., 1968> 

La fracción molar de GC puede determinarse por la 

den~ldad de flotación del DNA en 9radientes de equilibrio 

de Cloruro de Cesio <Wells y Brunk, 1"7º; Babykin y 

Zincfiekov, 1984!, Y• que la densidad de flotación es 

+unción directa de1 contenido de Guanina-Citosina. 

Densidad a 25 ° C de 1 a banda de DNA 

d 25 ºe = HL86P.J1 <nD> - 13.4974. 

nD: Indice de Refracción de la banda de DNA. 

%GC = Ó - 1.66P.J/P.J.P.J98. 

Mande! 

·e 1968!. 

15 
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il Aislamier1to del DMA • 

Para la .::.a.racleri zación del DNA es necesario 

determinar la~ condicioneE 6ptimas de lisiE celular Y 

purificacidn del DNA. 

El procedimiento ~enerat 

es el sig1.iiente: 

para el aislamiento del DNA 

- Crecimiento del cultivo en +ase lo9ar{tmica tardía, 

q1..1e es ur, punto en el que 5e obtiene un máximo de células 

que no han e119rosado su pare~ celular. 

- Remc•ción de la pared celular con lisozima. 

- Lisis celular desnaturalizaci6n 1e proteínas v 

Jípjdo5 con deter~entes i6nicos. 

e)islami<>nto de DNA a partir del lisado celulcÚ' por 

medio de precipitaciones con eta~ol absoluto y acetato de 

sodio extracción de proteínas y restos celulares 

mediante la emulsi6n de la muestra con 

or-:::ia:i"nicas, tales como clor·ofarmo y fenal. 

soluciones 

Corr P.] fin de elimin~r el RMA, la muestr·~ debe 

i·ncL•bar-se co.n Ribot."tllCleasa. Es necesario determinar los 

tjempos de incubaci6n y mantener una concentración 

'a':le-cuarJa .jel a9er1te quelan_te EDTA, con el -f.in de inhibir 

la acti~idad de en2imas nucleasas que de9~adarían. el DNA. 

El DNA obteni1o debe tener atta pureza, de manera que 

:ea EU~ceptible a ser di~erido con endonucleasa5 de 

J6 



restr·ic:c:ión .. 

iil Endonucleasas de restricción. 

Para cara.eterizar el DMA es necesario usar 

endonuc:leasas de restric:ci6n. Estas enzimas pertenecen al 

mec:ar1ismo de modiTicac:ión restricc:i6n del mic:roor9anismo. 

La modificación es la alteración del DMA efectuada por 

la propia c6lula; para prote~erse de las enzimas de 

restricción producidas por ella misma para de~radar DNA 

exó9eno. 

La modi+icac:ión par metilación se e+ac:túa en ciertos 

restos de adenina efectuada por las metilasas 

restrictivas que tr~nsfieren los 9rupos metilo rl.e la 

S-adenosil metionina a los restos de adenina de DNA de 

doble cadena, una de cada hebra en secuencias espec(ficas 

IB0:1er, 197ll. 

Las endonuc?ea=as de ·restricción son enzimas de oriqen 

bacteriano c:u~;a acción se limita a. 

secuencias nucteotídicas especí+icas, 

hcdrolizar en 

de a.cuerdo il su 

reconocimiento pueden clasificarse en dos ~rupos: 

y Roulland, 19711. 

(Bover 

Enzimas tipo l: No cortan en secuencias espec{f icas, 

17 



SEJJ, la cantjdad de Ja enzima expresada Tue de 1.Z y~ 

vece~ mayor que la cepa ori~inal, Jos mismos autores 

clonaron en §. • ..s..9lJ.. el '?ene qL•e codifica pc-ra una enzima 

que hidroJiza carboximetilceJulosa, es decir, una 

endo9Jtlcanasa. 

En Jos trabajos 1escritos se han clonado 9enes de 

celL1lasa~ de bacterias ~ hon9os en §.. ~' con e~cepci6n 

del trabajo realizado por Koide y Nalcamura ( 1º86)' en el 

que la clonación se real izó en Ja misma bactet"ia .. El 

objetivo comdn en tos trabaJ05 anteriores ha sido Ja 

clonaci6n .de celulasas para estudiar Ja expresi6n de los 

9enes que codi4ican para estas enzimas, 

comprender su re9ulaci6n. Sin embar~o, 

así como para 

en relación al 

aspecto biotecnald9ico, soJo ha sido utilizado el 

Trichoderma ~ como fuente de c:e-Julasas v no se han 

reporta~o investi9aciones en-f-oc:adas a Ja produc:ci6n de 

biomasa, ya que· aJ9unos de Jos or~anismos, en los que se 

han clonado Jos 9enes de las celulasas, producen to~inas. 

Las ventajas que posee Ja biomasa c:onstitufda por ~· 

-f-1 a•Ji .::;ena y Xanthomonas sp. son: niveles altos ~e 

carenc:ia de to~inas y 

cultivo sobre desechos Jj9noc:eluJ6sicos sin 

c'rec_imiento del 

necesi<lad de 

factores de crecimiento CDe Ja Torre, J98Jl. 

Para clonar los 9enes de las ce1ulasas de~· flaviqena 

J<I 



<Broda, 1979). 
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huésped. 

31 La transferencia de plásmidos <sexuales de 

resistencia) a otras células mediante transducci~n por 

virus o mediante apareamiento a través de pili 

<transferencia por conju9ación>. 

41 La promoción por los plásmldos se><uales .de 

transferencia por conju9ación del cromosoma del huésped 

después de inte9rarse a él. 

'Sl 1-a variedad de productos 9én!c:os de loil plásmidos 

que confieren ras9os característicos a las células que 

los poseen; estos pueden ser <David, 1978>: 

Resistencia a antibióticos: cloran-fenicol, 

aropici l ina, kanamicina, telracic:lina, su 1-famidas, 

e5treptomicina, etc. 

Resistencia a metales pesados: mercurio, cromo, 

bismuto, zinc, cadmio,· plomo, plata, iones arsenito v 

arseniato, etc. 

- Producción de antibi6ticos. 

- Prcducc:i6n de hemclisinas. 

Dec;.radación de compuestos crc:;aitnicos comple.Jas: 

xileno, tolueno, 

etc:. 

naftaleno, DDT, salicilatos, n-octano, 
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requieren ATP, ma9nesio S-adenosil metionina. 

Enzimas tipo tt: Son enzimas que cortan dentro de una 

secuencia de r~conocimiento,requieren ma~nesio y producen 

e~tremos coh~sivos o rasurados. 

Existen enzimas con capacidad para reconocer una 

secuencia aún cuando esté modificada, !' o t. ras que 

reconociendo la misma secuencia no efectuan el corte sí 

ex is te al~una modificación. Estas en-z. i n1as son 

isoesquizómeros, tal como Msp I y Hpa II que reconocen la 

secuencia e e G G. 

tlsp I tiene la capaci~ad de reconocer la secuencia aón 

ii i) Plásmi'ios. 

Para clonar los c:aenes es necesario enlplear un veh(culo 

de clonación adecuado, como puede ser ltn ptásmido.. Este 

término se a.plica a material ~enético extracromosómico 

disper-.sable a la célula, que presenta replicación 

31...\tÓnoma v puede '.'ar i ar de tamaf10 desde 5 x 1~3 a 10
6 

dal tones, manteniendo un n6mero alto de.copias cuando es 

peque no de a 3 copias por célula $i es un 

me~apl,smido !Novick y Hoppensteadtf, 1981). 

Los aspectos mas nota.b·I es en Jos plásmidcg son: 
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Fer.mentac i Ón de al ~unos azúcares .. 

Producción ':ie entt::oroto'<inas. 

- Inducción de tumores y nódulos en plantas. 

Coutr .. ul 

huéspe~. 

de la restricción y modifir.:ación en el 

Una característica notable en los plásmidos es su 

capacidad de permanecer en círculos covalentes cerrados 

Cccc), estructura que les permite resistir condiciones 

de alcalinidad temperatura elevadas sin 

desnaturalizarse. Esta propiedad privativa que no la 

posee el DNA cromos6mico, es utilizada en técnicas de 

separatión de plásmidos !Kado y Liu, 19811. 



I\I OBJET!\IOS. 

En el presente trabajo se caracteri'Za el material 

genético de s;. flaviClena, además de establecer las 

condiciones para la posterior clonacidn de los ~enes que 

codi+ican para las enzimas celulolÍticas. Para lci:ara.r 

este objetivo, se han propuesto les si9uientes objetivas 

part t cu 1 ares 

1. Deter-minar la cinética de crecimiento de Cellulomonas 

flaViQena en medio de Infusión Cerebro-co~azón. 

2. Establecer las condiciones óptimas para aislar el DNA 

de l,a bacteria. 

3. _,f>uri-ficar el DNA mediante el uso de <;ira.dientes 

isop(cnicos de Cloruro de Cesio-Bromuro de etidio. 

4. ~aracterizar el DN~ con enzimas de restricción y 

elec~rofor~sis en 9el de a~aro~a. 

5. ETectuar d·i43estione~ con les isoesqui'ZÓmeros de 

enzimas de restricción Hpa II y Hsp I para determinar si 

existe modificación en su secuencia de reconocimiento. 
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IJ. MllTEPlALES Y METODOS. 

Materl ale!!. 

a> tnst.,..1Jment.os. 

J 1 A9i t3dCH''3: Mel'I BrunsNjcf1 i:o. NBS-G-25 

21 BaJ3nza a.nal Ítica. METTLEP. H20. 

31 O::irn::1t"·.a~ de> E'Jectro+orésis ve,..tica.I '.'horizontal. 

41 Cámara totoqráflca Polaroi~ (Mod. MP-4l. 

5' Centrffu-;¡a SOP.VALL SS-3~, rotores GSA \• SS-'.34. 

61 E~pectrofolómetro BECKMAN UU-5 • 

.,, E"spec:trcfotc5metro PcP~:JM-ELMEP 35. 

91 Estufa de t.'ac:ío 60 C, LAB-LIME Instrum<>nts. 

e' E'stl1-fa 37" C Mod. Dlf S. 

10"1 Fuente de poder <Voltímetro> CINVESTAV-IPN. 

JJ.1 Lámp.a,..a de Juz L1ltravioleta onda cor-la. 

121 Microcentr(fuga 5415 EPPENDORF. 

13' Película fotc9ráfica 55 v 57 POLAPDID. 

l~I Pot.enclómel:ro FISHE:R '525 di9lt.a!. 

15' P&fractc5m<>trc. 

16\ Transiluminador de luz ultravioleta ULTRAVIOLETS 

Prodl1Cl50 JNC. 

17 1 Ultracentrífu~a BECKMAN, Rotores s• Ti, 58 VTI. 

18 1 Termobloc:I< LAB-LHlc Jnstrllmente, Mod. 2ef9.iif. 
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b> Re3.ctivo: quÍmic:os. 

ll Acetato de sodio CCH3C00Nal 

2) Acido acético glacjaJ <CH3COOH> 

3l Acida clarh(drica IHCl l 

41 Acida etilen diamino tetrac€tico <EDTA> 

5l Agarosa Tipa IV 

MERCI<. 

BAl'E'P.. 

BAKER. 

SIGMA. 

SIGMA. 

6) AlbLÍmir1a sérica de bovjno, +racc IX <BSAJ SIGMA. 

7l Alcohol et(lico absoluta <CH3CH20Hl BAl<ER. 

8) Alcohol Isoam]Jjco BAl'E'P. 

o¡ Alcohol isoprop(ljca absoluta ICH3CHOHCH3l BAl<ER. 

1.0> B-mercaptoetanol HSCH2CH20H 

11 l Carbo"<imeti 1 celulosa <CMCl 

J2) Cloro-formo CCHCJ3) 

131 Cloruro de cesio ICsCI l 

l "I) Cloruro de magnesio <M9Cl2 6 H201 

151 Cloruro de sodio CNaCl l 

J6) DNA' Lambda, di9erido· con Hind III 

171 DNA de salmón 

181 Dodecil sul+ato de sodjo CSDS> 

101 Fenal CC6H50Hl 

20> Ficoll "10ff íil.0.0 

211 Glicerol IC3HSIOHl3l 

221 Glucosa anhidra <C6HJ206) 
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SIGMA. 

SIGMA. 

BAl'E'P. 

Bio-Rad. 

BAl<E'P.. 

BAKER. 

SIGMA. 

SIGMA. 

BDH. 

MERCI<. 

PHAPMACJA. 

BAl<ER. 

BAl<EP. 



2'.:l) Hi drÓ'~ ido de sodio CNBOH• 

24l SarJ:o•''l NR-º'"'· 

25> Sepha.roso 4B 

261 Sul-falo de masanesio IM9S04 '"'H20l 

27) Trizrna base 

el Enzimas. 

Enzimas de re5tricción: 

Eco RI New En~land, BIOLABS. 

Pst I 

Hind III 

Bam HI 

Msp I 

Hp;, JI 

Hpa 

J.J.B. LINAM. 

NeL-1 En9Jand, 

!. I. B. LIMAN. 

New En9land 

C.J.I.G.B. 

Ne ... 1 En9land 

Ne1•1 England, 

New En~land, 

BTOLABS. 

BIOLABS. 

BTOLABS. 

BiolBbs. 

BIOLABS. 

LJSO:?HlA; Mllrarnidasa.: Mucopeptida.sa: 

N-aceti lmuramohidralasa EC 2.2.1.l? 

PPOTEASA, Protei~asa ~ Tipo X! 

RIBONUCLEASA A CRNAasal Tipo II A 
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BAVEP 

C'o'BA GEIGY. 

PHAPMACJA. 

BAKER. 

SIGMA. 

Mucopépt ido 

SIGMA. 

SIGMA. 

SIGMA. 



J) B:ic lo 393r D'!FCO. 

2> Bact.otriptona DIFCO. 

3) Extracto de levadura DIFCO. 

4) tnfusión de cerebro-corazón BIOXON. 

e) Colorantes. 

ll Azul de bromofenol '3IGMA. 

2l Bromuro de Etidio SIGMA. 

31 Xileno de Cianol SIGMA. 

4l Bis benzimide !Hoechst 332581 SIGMA. 

fl Soluciones. 

1.0' Soluciones para ai&lar DNA total 

1. 1 Sol uc i Ón amort iqua.dc.ra 

Tri 5 HC 1 pH. 8 •. er 50' mM. 

EDTA pH 8.'1' 50' mM. 

1.2 Soluci6n de lisis !STEPl 

SDS 

Tris HCI pH 5 5l!f mM. 

EDTA liJ. 1 M. 

Proteinasa I' 50 p9tml. 
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l.3 Fenol Saturado. 

Al -fenal bidest.ila.dc se % de 

B-tddrcxiq1.1inoleína que actúa como 

inhibidor de DNAsasl y se satura 

antio~idante e 

con Tris lM, pH 8 v 

post~riormer1te con varios cambio: de Tris 0.1 M hasta que 

la fBse ~cuosa lerl9a pH ~.s. 

J.4 Acetato de sodio 3N, 40.Q 9 

Ajusta1o a pH 5.2 can 6. 0 ml ~e ácido acético en 

100 m l. 

1.5 Soluci6n de cloro-formo 

Cloroformo!a.lcohol isoamll ico 24: J. 

2.0 Obtención 1e DNA total para Gradiente de Cloruro de 

Cesio. 

2. l Solución amo~tiguadora TE 

T r i s H'=" 1 pH .., • 5 

EDTA pH 8.0 

50 mM. 

0.1 M 

~.2 Prepar3ci6n de CsCl saturado: 

130 9 CsCl en ~0 mi Tris HCI 20 mM pH 8.5, 

2 .. 3 Alcohol iEoamÍI ico satllr·ado 

CsCl 

TE 

Alcohol isaa.míl ico 

10.6 •;:I 

12.3 mi 

15 mi. 

3 .. 0 Soluciones amorti9uadoras para restricción 

INew En9Jand, BIOLABSI. 
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3.1 Eco PI !:qAATTC 

NaCJ 5111 mM. 

Tris HCL pH .., .5 1.00 mM. 

M9Cl2 5 mM. 

BSA 1~1!! 1'9/ml. 

3.2 P.st···I CTGCA~G 

MaCI 100 mM 

Tris HCI pH .., .5 H'J mM. 

M9Cl2 HJ mM. 

BSA 1~0' µ<;1/ml. 

3.3 Hind Ill AtAGCTT 

NaCl 50' mM. 

Tris HCI pH 8.0 50 mM. 

M9C12 lj¡l mM. 

BSA li'fi'f p9lmM. 

3.4 Bam HI C.I.I.G.B. G~GATCC 

N;;aCJ 15.0 mM. 

Tris HCI pH .., e HI mM. 

M9Cl2 6 mM. 

BSA 10'0' µ<;1/ml. 

3.5 Msp 1 c4csG 

KCl 6 mM. 

Tris HCI pH 7.4 H!I mM. 

B-mercaptoetanol mM. 
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BSA Hl0" p?lml. 

3.6 Hpa II G4GCC 

l'Cl 6 mM. 

Tris HCI pH .., .4 10 mM. 

~l~C l '2 ter mM. 

B-merc3ptoetano1 mM. 

BSA 1.er<il ~t9/rnJ,, 

4.'?! SOLUCIONES PARA ELECTROFORESIS DEL DNA. 

4.l Colorante para electro+oresis 

•31 i ..::er·1~l 5<:< % 

Tris HCI pH 8.0 .er.J M 

EDTA pH ª·'ª 6~ mM 

Xileno de cianol .er. '25 '\; 

Azul de bromo-fenal 0.25 % 

4.2 5oluci6n amorti9uadora de corrida. 

Tris-acet~lc pH ~.5 

EDTA pH 8.,¿y 

40 mM 

'2 mM 

4.3 -Color~nte para ob$ervar el 

con Iu2 U\'. 

Bromuro de Etidio 

4.4 A9arosa Tipo !V 

'5 1-1~tml. 

DMA al transiluminar 

~.6 % ·1 ~.7 % en saJucidn amorti9u~dora de 

cort"·ida. 
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5.0 SOLUCIONES PAPA CPOMATOGRAFJA DE EXCLLISJON MOLECULAP. 

'3.1 Solución I: 

Tris HCl pH -..5-8.liJ 

EDTA pH 8.!if 

Gluc:osa. 

2'3 mM. 

1.el mM. 

5'2' mM. 

5.2 Solución !J CDE LISIS>. 

NaOH liJ.2 N. 

SDS 1 '\{,. 

5.'3 Solución amart i9uadora de e lución. 

N¡¡CJ 0.5 mM. 

Tris HCl pH -..0 '50 mM. 

_EDTA pH B.fif Hll mM. 

6.0 Soluciones para i~enti~icación de plásmidos por lÍsis 

alcalina. 

6.1 Solucidn ¡amortiguadora E. 

Tris aceta.to 

EDTA pH B.<-' 

6.2 Solucidn, de lisis 

SDS 

4/if mM. 

2 mM. 
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Tris pH J:;?. 6 S.lif mM. 

ó.3 Solución de corrida 

;¡ p) de SO]l.U:ion 4. J 

GI icerol 5~ 'l\ 

Tris acetato pH .., 
·"' !if •. lifS M 

~.CJ Solución para identi+ic:iciún de pJJ°smidos por J isis 

<i t1 s j tu). 

~.1 Satuc:ión de 1 isis. 

Lisozima 

Na OH 

SDS 

EDT,1 

PNAsa A 

Bromocresa1 pdrpura 

1. Cepas. 

s m9/ml 

sq 01M 

s ~ 

s lnl!f 

S.lif.0 ~19/ml 

4 µI 



Ce J Ju 1 omon•s f 1 avicien a ATCC '182·. 

Genotipo: Th"-, Ble-, Km'". 

Fuente CDBB-b-531, CINVESTAU, IPN. 

Esta bacteria junto con Xanthomonas sp inte~ran el 

cultivo mixto que de9rada desechos 

Ja Torr-e, 1<>811_. 

Escherichia coli C600. 

li9nocelulósico5. (De 

Genotipo: F-, thi-1, Thr-1, leu B6, lac Yl, Ton A21, sup 

E'l4, >-.-. 

Esta bacteria es conocida también como CR34, 

!Appleyard, 195'1l fue utilizilda para comparar con el DNA 

cromosómico de ~. TlaviQena. 

Escherichia ~ HB101 pBR322. 

Genotipo: F-, 

JacYl, 9al K2, 

, Te"". 

hsdS2!!! <r - 111 - l, r•c A13, ara 14, proA2, 

rpsL20 <Smrl, Xvl-5, mtJ-1, supE44, >--. Ap'r 

Esta cepa hlbrlda de ~· ~ K-12 y §. S2J.! B es usada 

como hospedero.en Ja transforaación y como un hospedero 

de amplio ran~o para el cr•cimlento y purlflcaci6n de 

pl&smido,... IBoyer, 19691. Bolívar, 1979). 

2. Medios de cultivo. 

<Preparaci6n de mediosl 

al Nedio Luria <LBl. 

Contiene por cada litro: 
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- Sactotriptona 10 9 

- E·:lracto de levadura 5 ~ 

- Cloruro de sodio 10 ~ 

- Hi1ró~i~o 1e sodio 4.8 ml <2 ~~\. 

Esterili:ación en autocla\1e por 15 minutos, l5 lb/ir1'2 

de presión. 

bi He1io BHI •infusiéin de cerebro r::ol"-3.7.Ónl 

3"' o;> u« BHJ atorados a de agua d~stilada, 

e~ter ¡ 1 i zaciÓn por autoclave. 

e) Medio mineral 

- Ma.Cl 5. '5 9 

- <NH4)2S04 2.5 9 

- P04 -3 3.5 9 

- CaC12 0.1 9 

- M9C12 ll!.1 "!• 

3. Conserva.c:ión ·del Cl.lltivo. 

Cel lulomona~ flavie1ena fue creci~a junto con 

Xanthomon35 ~p en ~ubos inclinados c:on medio mineral, 2% 

de 39ar· ., l% 1e car·baximetil celulosa como dnica fuente 

de c::i.rborio y eneri1Ea!a. Lois tobos se incubaron a '37 ° C por 

48 horas, conserv~ndose posteriormente a 4 ° c. .se 

resembraron cada mes en el mismo medio. 
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4. Crecimiento del cuJti''º• 

o) Determinación de la cinética de crecimiento de~ .. • 

flavi~ena en BHI. 

Se inocul6 una colonia de la cepa en 58 mi d .. I medio 

BHI en un matráz de 250 mi, se incubó a 37 ° C con 

a9itaci6n ~e 15@ rpm durante 16 horas, pasteriorm~nte, se 

inoculó al 5~ en el miemo medio en un matráz 

n~+elom~trico, utilizando 1/5 parte de la capacidad del 

matráz. Se tomaron lecturas en el espectrcfotómetro a 530 

nm a diferentes tiempos. 

bl Determinación de la curva de calibración l9ramos d• 

células por litro) 

Se concentró un cultivo de 1g~ mi en una solución 

salina de 10 ·mi. 

Se efectuaron difer&ntes diluciones para dar lecturas 

d .. absor-bancia 

alícuota dg cada 

1530 nml desde B.05 0.6 n.o. Una 

una de las diluciones !por trip!lcadol 

fueron secadas a 60 ° e en una estufa de vacío, sobre 

charolas 

células 

Óptica. 

ind~viduales para determinar los 9ramos de 

por litro a diferentes valores de densidad 
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:O. PROTOCOLOS 

E~'TRAO:C ION DE llNA DE •:ELLULOHONAS FLAVIGENA. 

Se empleó el m'todo reportado por Silhavy y Berman 

'1º94' mo~ific~do. 

Se i no'-1..1. ! ó un matrcíz canten i en do 5.€1 ml de m1>dio BHI 

con L1n3 colonia de l~ bacterja v fue cre~ido dL1rante 16 

lloras a 3~~c con a~itaci6n a 120 rpm. Este inoculó se 

5 ~ en un litr~ de BHJ 

perm i t. i end!l e: cr•ec:imiento hasta. l let.;1ar a e.na 

densidad 6ptica de 0.7 153.<11 nm!. Se coiectaron Jas 

i.:~l1.11as por centri.fu~ac:i6'n a rpm, 15 min. 

Post er i ormeote. fueron resuspendidas en 9 ml de la 

·::HJlucidn 1.1 ';' se con9ela.ron a -2.t!!ºC. Se a"'?regaron Sm9/ml 

de liE02ima en P.25 N de tris HC! pH 8 1 poEteriormente 

fueron 1escon9eladas en un bano metabdlico a temp~ratura 

3mbjente y se incLtbaron a 4~C por 45 min. 

Se a9re9d 1 mJ de la solución de lisis <1.2> incubando 

a 65~c por 68 min. con a9itación suave. La mL•estra fue 

"'.le-sproteinizai:tc.· con e~t.racr::idn oro:;:iánica de fenol saturado 

en propo,...ciór1 .1: .1 fsol. l .~n, se emulsi-fic6 por 5 mi n. y 

cent.rif11.9ó a. 5efiJ0" rpm, recuperando la fase superior 

acuosa. Poster~~rm~nte se precipit6 el DNA agregando S.l 

•.tol. ~" acetato <le so<iio 3N pH 5.2 ':' 2 vols. .je etanol 

.atasoluto a 2.0" C, en est~ paso, Jos ~cjdoe nucl~icos 



~. PROTOCOLOS 

E~'TRA<:CI.JN t'E DNA r•E •:ELLUl-ONOMAS FLAVI6ENA. 

Se emple6 el m~todo reportado por Sllhavy y Berman 

11°94' mo~ifica~o. 

Sa:;. ino'-ulá un matrctz contenien-io '50 ml de mfl'dio BHI 

con una cclonis de ls bacterj~ ~· fue crecido durante 16 

horas a 3'~C con a9itaci6n a 120 rpm. Este i rtOCU ló se 

5 ~ en un litro de BHI 

ft'esco, permitiendo el crecimiento hasta lle9ar a una 

densidad 6ptjca de 8.7 <5~S nm>. Se ~o)ectaron las 

i.:~lulas por centrifugac;.id'n a 1'5 min. 

Post et' i ormen te- iueron resuspendidas en ~ ml de la 

sol'Jcid'n 1.1 ~ se con<:i1ela.ron a. -2!i!ºC. 'Se a.9re9aron 5m9/ml 

de llso2ima en P.25 M de tris HCJ pH 9, postwriormente 

fueron ~esconq~lada$ en un ba~o metabdlico a l~mp~ratura 

~mbiente y s& incubnron a 4~C por 45 min. 

Se a.gre~ó l ml de ta soJucidn de lisis f1.2l incubando 

a 656-'C por 60 min, c:on a9itación suave.. La mltestra fue 

1::?sprot~ini zarj~- cor1 e·~tra.cción orsu~\nica <le fenal saturado 

en proporción J:l Csol. J.3!, se emulsi~icó por 5 min. y 

recuperando 

~CL1os~. Poeteriormente se precipitó el 

Ja Tase superior 

'DNA agregando .f!J. l 

'.'01. de acetato de sodio 3N pH 5.2 ~ 2 ~~ls. efe etanol 

en este pa.50, los ácidos nucl6icos 



precipitan y ee recuperan por centrifu9ación. la pastilla 

es secada can una corriente de aire o en un desecador y 

disuelta en 5 ml de sol. 1.1 c:on una concentrac:ión -final 

de 200 p9/ml 1e RNasa A. Para desproteinizar- nuevamente 

se emulsific6 la muestra cot\ cloroformo !sol. 1. 5) y se 

centrifUc;1Ó, recuperando la fase superior acuosa. Con el 

fin de concentrar se precipitó el DNA con acetato de 

scid io y etanol, en l~s proporciones ya descritas, 

incubando a -70 ° e en u·na rnezcl~. de hielo seco y acetona. 

por 2B min. En este pRso el DNA precipitd corno hilos 

lar9os que fueron extraldos y disueltos en la sol. 1.1 •• 

La cuantificaci6n del DNA obtenido se hizo por el 

m'todo de dilucidn en placa~ de a9ar-bromuro de ~tidio 

Sp9/ml. Las placas; fuer·on i Jum.jnadas; con una lámpara de 

radiaci6n ultravioleta de onda corta. con la cual se 

puede coniparar Ja intensidad de las di luciones del DNA 

problema contra las diluciones conocidas del DNA de 

salm6n. 

E:-<TRACCJ:ON DE DNA TOTAi- POR GRADIENTE DE CLORURO DE 

CESIO. 

Se emple6 el 

modificado. 

método de Babykln y Zinchekov ( 1G'84l 

Se incubd 1 litro de cultivo hasta alcanzar un valor 



de densidad 6plic~ de P.7 (530 nm>, se cosecharen l~~ 

células por centrifu-::zación a. 50'0'0 rpm durante 10 min. en 

rotor GSA. Se resL1spend i ó e 1 botón en 5 ml de 1 a sol L•c i Ór1 

2.1 y se a~regd tisozima a una concentraci6n final de 5 

mo;alml., se incubó a 4 ° C por- 30' min., se ajustó la 

concentraci6n de EDTA a 180mM 

"t.. Posteriormente la muestra fue incubada con 100 u9rml 

de RNasa A a 37°C por 1 hora. 

Para desproteinizar la muestra se utiliz6 la enzima 

proteinasa K, 
. 

inmo~ilizada en un soporte de tl7lon: esta 

inmcvilizaci6n se realiz6 bajo la asesorra del Dr. 

I~nacio Ma~a~a Plaza del Depar~tamento de Biotecnola9Ía ~ 

Bioin'9enier{a, la cual fue r·euti 1 izada 3 Vf:.>ces con buen@ 

actividad. Es:- ~zcla se incub6 a 65ªC por h. Para 

recupere.r ; ~ima inmovilizada se centrifu96 la muestra 

a 590~ rpm par 5 min. , se separd el nylon. 

Al sobrenadante (donde se encuentra el DNA>, se a9re9Ó 

el colorante Hoechst 33252 a 2!!!.'11 µ<;i/m!. Este c:olorante 

tiene la particularidad de adherirse a la doble cadena de 

DNA por la parte e~pueeta, pre-f erentemente en las 

adeninas y timinas lMÜl ler, 1975). La muestra. se colocó 

con la solución 2.2 en el tubo rje centrífu9a del rotor 5g 

Ti IJ'\ecl<maro) a 45000 rpm por 36 h '' 20°C. 

Al ~armarse en 9radiente ~e visualii6 al DNA con una 

l~Mpara de radiacidn ultra\1ioleta. La banda de DNA se 

e•traja ,, se separó del colorante con alcot1ol isoamflico 
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satur-ado {so! .2.:3> /~e dializó Ja muestra en la soluC"iÓrt 

2.1 estéril con 4 cambios de 4 horas cada uno. 

RESTPI'::CJON t•El DNA. 

Naniati~ y cols., 1cs2. 

Se emplearon lds enzlmas Eco Rr, Pst J, Hlnd III y Bam 

HI para la r·estricción del DNA. 

Para el ensa~o de modiTicación restricción SQ 

uti 1 izaron los isaesqu1::órneros de .enzimas de restricción 

Hpa 11 y Nsp I, las cual~s reconocen la s~cuencia CCG¡s. 

En Ja restricción de 29 µl de ,_,al\Ímen -final s~ .empleó 1 

p9 de DNA, 2 µl de soluci6n amorti9uadora !concentrada JS 

veces) de cada enzima lsols. 3.S> y 2.unidades de enzima. 

la lncubaci6n se hizo a 37 ° C durante J h. Para 

detener la reacci6n se adicionaran 3 µ1 del colorante 4.1 

>' las muestf'as fueron cal entadas a 65 ° e por S mi n. 

La restr{ccidn se sometida una electroforesis en 9el 

de a9arosa al G.7 % pera separar por peso molecular Jos 

fragmentos ori9inados, las dimensiones del 9eL."fueron .4.7 

x 7.5 cm en solución amorti9uadora de tf'Js-acetatos !sol 

4.2!, con una di-ferencia de potencial fija de 69 Volts, 

se permitió la 

colorante migr6 a 

electro-forésis hasta que el prime,. 

las 2/3 partes del 9el, éste se tifiÓ 

con una soluci6n de bromuro de etidio en sol. 4.2 a 5 

ba11da de DNA se visual izó--durante !0 min, La 

con ayuda de una Iá~par~ de luz UV. Las fotogra~fas del 

gel fueron tomadas con una cámara Polaroid MP4 con 

37 



película instant,nea 55 y 5~ y filtro a~a~ilJo. 

SEPARACION DE DNA POR CROMATOGRAFIA DE EXCLUBION 

MOLECULAP. Modificado Maniati~ y col~., 1982. 

Url3 ve2 ~btenida la pastill~ celular como 5e describió 

a.nter i ormente, Javd Ja muestr·a con 10 ml de sol 5.J, 

i:.e centriiu·::i6 en frí-::i y reEuspendiÓ en la misma solución 

con 5 msitu1l de l isozirna, inct1bándose a 4°C por 30 min. 

Se a~re96 paEterto~mente 1.0 ml de la solución 5.2 ·: se 

mezcl6 por inversi6n. Post~riormente a la mue~tra se le 

3d ici•:tnó 15 r~l de acetato de sodio <sol 1. 4) a 4 ° r: e 

incub6 20 min a la misma temperatura. Se centri-f~96 l000 

rpm por 40 min en rotor 55-34. El DNA fue precipit.ado del 

sobre~adante con 2 vols. de etanol a -2.0 o e. El DNl'1 se 

resuspendiÓ en solución amorti~uadora de columna <5.3l. 

La muestra fue desproteinizada con do5 extraccion~s 

fenal-cloroformo cloro4ormo <soluciones 1.3 

~ 1.~', 5~ a~r-~96 RNA~sa A a ~0 µ9/ml ~·se incub6 a 37°C 

por 5 hora~, va desproteinizado el DNA +ue precipitado 

tromo ·"~ se- indicó ar1teriormer1te~ ·· SE" disol\:i6 en 5i:"'Y~f µl 

,j~ sol•Jcidn amorti9uarjor3 de columna. 

Se empac6 l1na columna de cromato9ra+!a con Sepharosa 

.:Jevsdci, 

puede separar 

:e- ls.·.:o c:c.n ls 

moléculas 

:ol S.S v 

t.omaflrJo 36 +r~c:c:iones de '500 µJ. 

dí? peso 

se-- eluvó 

molecular 

1 a mt.1es t ra 



P3'ra 1etectat• 

nucl6ico$ elu{das 

las diferentes especies de ácidos 

se usé un 9el de electroforesis 

'aq3rosa ~-7 %> con 5 µ1 de las difer~ntes muestras. 

!DEMT!FICAC!ON DE PLASM!DOS POR LISIS ALCALINA. 

Se empleó Ja t¿"c.,ica de Kado >' Liu, (JQS!l: la cual 

consiste en utilizar un cultivo de c6lulas crecidas a una 

densidad óptica de 0.6, se centri+u9ó ~ obtuvo el botón 

celular que se resuspendid en ¡.il de. solución 

dmorligua~ora 6.1 se a~re9aron 2 ml de solución de 

se incubó a 65ºC por 20 min. en un bal'io lisis 6.2, 

metabólico, posterior-mente se desp ... ct·einizó la muestra 

con 2 veis. de +enel-clore+ormc saturado !seis l.3;1.5). 

Se centri+u9Ó a 6!iJ!i!!iJ rpm, trans+it•iende ia fase acuosa a 

un tubo limpio, a 35 µl de Ja muestra se Je adicionaron 

Hf µl -:Je la sol 6.3 para someterse a electro+er-esis en un 

9el de a9arosa al 0.7 % a 69 Volts, por 1:38 h. Se tifi6 

con bromuro de etidic rsol. 'l.3) y finalmente so 

visualizó &l DNA con a/uda de una lámpara de luz uv. 

IDENTIFICACION DE PLASMIDOS POR LISIS<IN SITU.> 

Se tomd l1na colonia de Ja cepa y se coloc6 en un tubo 

con 25 µl la s~..>lución 1. inct!-bá'ndo~e 1 hora. A la. 

al 25 % y el Jis~dD se 



VJ, RESllLTAIIOS. 

l!et.•rmtnact6n de l;o clnol'ttca de crecimiento lle C. 

S• establ•cieron los parám .. t.ro& c 1nét.1 cos baJ o 1 HI 

condiclon•• ll••crltas •n la ••ccl6n d• m•todos. La fi9ur11 

4 ~uestra la cin•t;~~ ~· cr•cimt•nta dand• •• ob••rva la 

curva sl9moide t(ptca, con la fas• Ja9 d• duración 

•proxtmada de 2 horas, la +ase exponencial y la +as• 

•xpan•ncial tard(a, ••ta LÍI t lma ocurre " la& •H2QI h. 

inóculo, a1canzándoBe una 

d•nsld•d óptica d• 9.7 a 53QI nm. El tl••po d• dupllcaci6n 

( t<ll calcula<lo fue de 1:36 horas •n ••dio BHI 

aptfndlc•l. 

Para la det•rmlnaclón de la v•loctdad "'•P•c(f lca de 

crectml9nto 

lfl~ura 51 obt•nlendo l;o lln•;oll7acldn 

d• la fas• exponencial de la curva d• cr•clelento, la 

pendient .. <:le l;o recta •• .. con un valor de "5.SI h-1, qu• 

fue calculada por re9resi6n lineal. 

El crecimiento c•lular q• calculó por ••dio d• una 

curva d• callbract6n IFl9ura 6) •n la qu• •• 9raflca la 

absorbancla a 53~ nm con respecto al p•so s•co de la 

biomasa. 

Las c~lulas fu•ron cos~chadas a una_D.Q. d• "5,7 Cpunto 

•n •I cual •e alc•n2a la fas• expon•nclal tard(al 



Figura 4 

Absorbancla 
(5;'\0nm) 

0.5 

0.4 

0.1 

Cinética de Crec~miento de Cellulomonas flavlqena 
en BHI . 
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Figura 4. Se muestra la curva de crecimiento de 
f.. flavigena en medio infusión cerebro-corazón-. 
(BHI). la fase lag tiene duráción aproximada de 
dos horas después de la adición ·del inóculo. SJ!. 
guida de la fase exponencial que termina a las-
4:20 horas. 
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Figura 5 Curva semllogorftmlco de crecimiento de Cellulomonos flavlgena 

109.,. ( 530 nm) 
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Figura 5. Se graficó el logaritmo de la absorban
cia contra el tiempo, par~metros de la cinªtica -
de crecimiento. La pendiente de la recta es la ve 
locidad· especlfica de crecimientoµ = 0.51 h-l __ :
calculada por regresión lineal. El tiempo de du-
plicación fue de 1:36 horas. 



obt&niendo 0.4 9 do c~lulas por litro de cultivo en peso 

s&eo, de acuerd~ a ?a curva d• caJjbracián d• Ja qu~ •• 

obtuvo la ecuar.ión da la recta yDJ.405• + e.SBJ4, con un 

coeficiente de Córrelaclón lineal d• ~.99. 

Obtención de DNA total. 

El DNA d• C. flayj9vna fu• purificado ••dlante ol uao 

d& d l ferent•• M•todol 09Íaa, 111l •••• que fuo•ron adaptada•, 

ya que no se han reportado t9cnicas de purificación de 

DNA en B•ta bacteria. 

La ttícnlca de•crfta por Babyl,ln y Zinchelcov 1l9041 •• 

adaptó variando las condiciones de lncubacl~n !ver 

~ftodosl y concentración de llao2l•a, con el obj•to de 

obtener una adecuada 11•1• c•luJar. En esta t6cnlca el 

J Isa.do c•lular C09pl•ta so:.eetldo a 

ul tracentr-1 fu9acld"n, proc&so •n •I cual •I DNA •• 

s•parado por diferencia• •n d•nsldad.La banda abt•nlda 

por ••ta t.rcnlca •• colectó por •lución d•I 9radlent~, Ja 

d•n•ldad cálculada para el DNA fu• d• 1.?2B q/c•3· 

Se calculó Ja denaldad de las voltrmenes colectada• y s• 

•ldld la absorbancla a 266 n• para daterralnar la cantidad 

d• Ácidas nuclélcoa presente• en cada uno f J unidad d• 

D.O. 268 nm S~ µ9 d• DNAl. En la flqura 7 se observa 1• 

elucido del 9radlente1 •~ Jaa prlraeros volÚ••n•• •• 

aprecia la •luct6n d• RNA, el cual •• e•paatlllado •n •I 

proc•ao de ult~acentrlfu9aclón 1 posterlo~••nt• •n lea 

vold••n•• 4.S a 7 •I pu•d• apreciar•• la aluctáo d• Ja 



Figu~a 6. Mediante una curva de calibración se 
determinó el crecimiento celular. Se graficó 
la absorbancia a 530 nm ~on respecto al peso ~
seco de la biomasa. 
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Figura.?· Se mues'tra la densidad del DNA de f.. 
flavige'na sometido a gradi!rnte isopicnico de
CsCl. Con c1rculos (e) se observa el gradiente 
d~ densidad generado, con tria~gulos (•) se o~ 
serva la cantidad de ácidos nucléicos medidos
por absorbancia a 260 nm. 
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D111sldad 
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Figura 7 Gradiente lsopícnico de CsCI 
!<, flavlqena 

RNA 

¡ 
DNA 

!l 6 7 a· 
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Figura 8 ELECTROFORESIS DEL DNA OBTENIDO 

RNA ...... 

EN GRADIENTE ISOPICNICO DE CsCl. 

1 2 3 

.-1'23.13 
9.416 

~6. 557 
_.-4.361 
_.,2. 321 
-2.027 

El DNA obtenido por la técnica de Gradiente 

Isopicnico de CsCl se so.metió a electrofor§_ 

sis en gel de agarosa O. 7 %. Carril es 1 y 2 

DNA de f.. flqvigena; 3, Control de peso mo

lecular: Fago.A. restringido con Hind III 
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ba.nda de DNA. El va1or calculado de +racciÓn moJ3r da GC 

pico de DNA fue de 76.4 %. La• fracciones 

correspondientes al pico ~e DMA fueron unidas, la. muestriil 

fue posteriorment• sometida a electroforesis en gel ti .. 

a9arosa., resultando una banda definida de alto pesu 

molecular <Fl9ura 91. 

Se utlllz6 otra técnica para la obt•nclón d• DNA, 

variando de Ja t9cnlca orl9inal IS!lh:.vv, 1984) lo• 

tiempos de lncubaci6n y concentracl6n de ll&ozlma y EDTA. 

Para adaptar esta t~cnica de purificación, se hicieron 

dos modlflcaclone!I Importantes;: •• au111ent6 l i1 

conc•ntrac16n d• 'laozlma de 2 a 5 m9'•1 de concentración 

final, con el obJ•to de degradar eficientemente la pared 

ceJul•r bact•rtana. La muestra obtenida tuvo •l•vada 

actividad d• nucl•asas qu• d•qradaban •l DNA. Con •l 

objeto de disminuir esta actividad, 15& aum•nt6 l • 

concentración de EDTA de 1~ mM a 5~ nM, para qu•lar los 

iones t19'1.+ y Hn2
+ que actuan como cof actor•• d• l •• 

nuclea¡¡as. El DNA obtenido se samcttiÓ a el•ctrcfo.rests, 

cbservándos• un patrón •lectro-forético seme_iant• al 

obtenido por la tlcnica de gradiente de CsCl <dato no 

motitrado). 

En la!I técnlcat1 utlllz~das !i& obtuvo'una·111ezcla de DNA 

con RNA, aún cuando la •ue1Stra •ra incubada con "RNasa A, 

por lo que se procedió a emplear una crÓ~atoqrafra de 

utilizando un soporte ~~ Sepharo~a 

51 



Figura 9. PERFIL DE ELUCIDN DE ACIDOS NUCLEICOS EN 
CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR (SEPHAP.OSA 48). 

,,.,ce 
lZSO•• > 

o.a 

0.7 

... 
0.5 

•• 

••• 
o.z 

... 

DNA 

.-......... ~ ... .,. 
Se observa la absorbancia a 260 nm en función del 
volúmen de elución de la columna. En los volúme-
nes 3 a 8 ml se observa una región de DNA, segui
da de la elución de RNA. Los triángulos (.A) mues
·tran. los volúmenes sometidos a electrofor~sis. 
(siguiente figura). 
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Figura 10. ELECTROFORESIS DE ACIDOS NUCLEICOS 
OBTENIDOS POR CROMATOGRAFIA EN SEPHAROSA 4B. 

1 2 3 4 5 6 7 8 

DNA--. 

Kb 

23. 13 

..¿_9.416 
-6.557 

--- 4.361 

~2.321 
2.027 

- RNA 

Los carriles 1 a 7 corresponden a los volúmenes 
S a 11 de la cromatografía de ácidos 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 elución de RNA como una
banda tenue y diÍusa de bajo peso molecular; ca 
rril 8, Fago A/Hind 111. (Gel de agarosa O. 7 %

teñido con bromuro de etidio). 
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48, esta cromatoc¡iraffa permite la filtración de mol•culas 

grandes y retarda la eluclón de las p•queñas, el ran90 

útil de fracclonaml•nto ~e eate soporte e& de 60 006 a 

2x191 d, En la figura o Be observa el perfil de elucl6n 

de la muestra que fue Incubada por 5 hora!! con RNi>Sa A 

<que degrada RNA monocatenarlol. El tncr•••nta en la 

absorbancla <260 nml 

8 ml corre9ponden al DNA, seguida de la elución de RNA. 

Por este m4todo se obtiene una &ola población de DNA d• 

ele,1ado peso molecular que ccrr111tsponde al cromo!icma. El 

RNA que se aprecia en la eluclÓn corresponde al que no 

pudo ser d•9radado por la RNasa A, debido a que 6st• pudo 

haber adquirido estructura secundarla (formación de asa y 

tallo> sobre la cual 1• enzima no pu•de actuar. 

En la figura 10 se •uestra la •l•ctroforesls r•allzada 

con 1 os 'JOl dmttno!.! S, 6, 10 y 11 mi 

croauatoc¡iraf(a, En esta fl<;>ura se obs•r\la la separacl6n de 

DNA de elevado peso molecular !carriles 1 a 41, •n.Jos 

carriles 5 y 6 no se detectaron ácidos nucl,lcos, en •1 

carril 7 que corresponde al vol~men de eluci~n d• 11 mi 

aparee• una band~ 

hldrol Izado. 

Los rendimientos obt•l')ldo.o;. de las t-'cnica•.utl 1 Izadas 

para purificar DNA d• !;_. -fla\l.l9!!na se mu•stran en la 

tabla 1. Co•o puede apreciarse, dal método d• <;>.radien.ti. 

lsop(cnlco de CsCl ae obtiene la mayor cantidad de DNA, 
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Ti'IBJ_A t. i:'OMPARACION DE LOS METODOS DE 

E~TPACCJON DE DNA UTILIZADOS. 

METODO DNA OBTENIDO n.o. 260/280 

m9/l ,de cultivo 

5.3 

REFERENCIA. 

Gradiente iso

píc:nico de CsCJ 

E>ttracción de 

DNA total 

Cromato<:1ra-f ía 

de exclusión 

molecular 

1.75 Sllhavy Cl984l 

0.58 1.8 Haniatis Cl982l 

Se presenta la c:antidad de DNA obtenido por litro de 

cultivo en las t~cnicas utiliz~das, que ~uw calculado p~r 

absorbancia a 260 nm; !·unidad de n.o. = 50 µ9/ml de DNA. 

Cuando existe alta pure:za en el DNA, el c:oc:io:nte n.o. 

260/280 nm = 1.a 
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5.3 m~ •n un litro de cultivo, 

pur•za ac•ptabl•· Con r••pecto al m6todo d• Stlhavy •~ 

obtl•n•n 3.29 m~ con pur~za también aceptable, flnalm•nte 

d• la t6cnlca do pur !f !cae: Ión por c:romato9raf (a se 

obtiene er.58 m9 poi" litro de cultivo, valor diez vec<>& 

••nor que el abtenida por 9r•dienta, sin •~barqo, 

e.levada pureza. 

Una v•z aislado y purif lcado el 

metcdolo~Ía• adaptadas, se proc•di6 a caract•rlzarlo con 

enzima• d• r••tricción, .Para lo cual "'" real lz6 una 

cin,tlca d• di~••tt6n con la •nzima Eco Rt, variando los 

tl••po• d• lncubacl6n con int•rvalos de 3g min. lrlqura 

11l. A ••dlda qu• au•ent6 el tt•mpo de dl~••tldn •• 

ortqinaron fra9111•nto~ de n•nor p•ao •ol•cular. D•ad• loa 

prl••ros 30 mln. d• Incubación &• ori~lnaron fra~~ntos 

d• un ranqo de 23 a <1 Kb. Esta •nzl•a r•conoce una 

••cuencia nucleotÍdica d• 6 pares de b•••• y pu•d• 

predecir•• que la •nzlma •ncontrar' una ••c:u•ncla d• 

r•conocl•lento cada 4 6 pares d• nucl•Ótldos, a•u•l•ndo 

que todas las ba••• son lqu•l••nte fr•cu•nt••· En Ja 

electroforesis •• us6 co•o marcador d• r•f•r•ncla •I 

cromo~o•a d• .!§.. ~ C6q~ sin restrinqlr, para co•pararlo 

con la mi~racián a• DNA de Q_. -flavi9•na, C01AO •• obs•r\1a., 

ambas niuestra.s de l>NA tienen un pat.rón electrofcrét:.tc.o 

semejante. 

'56 



Fi¡ura 11 DIGESTION DE DNA DE 
C. flavi¡ena CON Eco RI. 

12345678 
Kb 

-23 .13 

' 9. 416 
6. 5 5 7 

El DNA obtenido por el método de Silhavy 

se restringió con Eco RI a diferentes -
tiempos de digestión. Carril 1, DNA.de -

~· flavi1ena sin restringir; carriles 2-
al 6, digestiones a diferentes tiempos -

de 30 9 60, 90, 120 y 150 min., respecti

vamente; 7, cromosoma de f.· coli C600 c2 
mo control; B, Fago A/Hind III. 
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E•ta ctn•ttca de dl9estl6n tambi~n fue ll•vada a cabo 

con Ja enzima Pst t, obteniendo un patrón el•ctrofor~tlco 

similar !dato no mostrado). 

El DNA de~. fl@yl9ena fue dl9•rldo tanibl9n con otra• 

enzimas, en la fi9ura 12 se muestran los resultado• de Ja 

dl<;1estid"n d .. 1 DNA de f_. flavlgona con las enzima• Eco Rt, 

Pst I, Hind III, Bam HI y Pal I, ~~nerándo•• en cada una 

fra9mentos de un ran90 de peso mol•cular de > 23 Kb a < 1 

IJ· )' Hpa 1 que 

también cortaron el DNA no es mostrada. 

Con el objeto de ampliar la caracterización del DNA do 

la bacteria se emplearon dos enzima• i•oemqulzo•9ricas: 

Hpa II y 1''111p I, detectand_o di9est.1ón •i•llar con aaba• 

enzl•as lo que señala que no exl•t•n modlflcaclon•• en su 

•ecuencla de reconocl•lento !Fl~ura 13). 

Por otra parte se determinó que ~· fla~l9ena no po•e• 

ele•entos extracromosómlcos, ya que en la• técnicas de 

extraccló'n d'o:t DNA total no se evldencl6 la pre••ncla de 

pJás•ldos. 

S• utilizaron me~odolo~(as para deteccld'n de pl'••ldo• 

por lisis alcalina <Kado y Llu, J9BJ>, obteniendo el 

•l••o mat•rlal qu• •1 control sin plÁ••ldo g_. S!:?.!..! C6gg, 

que al ser r~strin9ido ori9tn6 ~ra9JS1•ntos de tamañas 

diversos de 23 a 1 Kb !dato no mo~trado>. 

Se efectuó la l lsls (In s!tu> par~ descartar 1~ 

presencia de plásmidos !Eckhart, 19841, obteniendo una 
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•ola banda d• alto peso mol~cular qu• corre•ponde al 

cro•o•o•a, ya qu• aparece la ml~ma banda •n •I control [• 

~ C699 qu• no pos•• p\á•mldos. lfl~ura J4>. 



Figura 12 DIGESTION DEL DNA DE 

C. flavigena. 

Kb 

.../23.13 
9.416 

-:::::::.. 6.557 
4.361 

- 2. 321 
- 2. 027 

El DNA de f.· flavi~ena obtenido por el 
método de Silhavy fue restringido. Ca
rril 1, DNA sin restringir; 2, con Eco 
RI; 3, Pst I; 4, Hind III; 5, Bam HI; 
6, Pal I; 7, Fago ).. /Hind III como maE_ 
cador de peso molecular. Gel de aga~o
sa 0.7 \, tefiido con bromuro de etidio. 
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Figura 13 DIGESTION DE DNA CON ISO

ESQUIZOMEROS DE ENDONUCLEASAS DE -

RESTRI CCI ON. 

1 2 3 4 
Kb 

-23.13. 
9.416 

- 6. 557 
- 4. 361 
- 2.322 
- 2. 027 

El DNA obtenido por el método de 3ilhavy fue 
restringido con los isoesquizómeros Hpa II y 

Msp I. Carril 1, DNA sin restringir, 2, res
tringido con Hpa II; 3, restringido con MspI 
4, Marcador de peso molecular)\ /Hind III. 
Gel de agarosa 0.7 \, teñido con bromuro de 
etidio. 
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Figura 14 

1 2 3 
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La muestra obtenida por esta rnetodologia -

( Eckhard, 1978) fue sometida a electrofore

sis. Carril 1, DNA de~· flavigena; 2, DNA 

cromosórnico de f· coli C600; 3, A/Hind III. 

Gel de Agarosa 0.7 %, teñido con Bromuro de 

Etidio. 
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VII. 'DISCLISION. 

S• establecieron la• condicion•• d• cultivo d• ~· 

+lavlgena en medio BHI, 

•spec{+tca de cr•cimlento 

obtentitndos• 

11·"'· 51 h-i 

una velocidad 

y un tieapo de 

dupl lcacló'n (tdl de 1.36 h, el cual. 11• conisid1Pra como un 

·valor elevado ya que la bacteria se cr•ce en un media de 

cultivo completo. 

La• células +ueron cosechadas en Ja +ase exponencial 

tardl'"a, ya que en este ostad{o la• bacte~iaa a~n no han 

11•1• celular, Indispensable para •xtraer y puri+icar •l 

DNA. 

Las a•todoloq(aa utilizadas para •xtra•r •l 'DNA +u•ron 

adaptadas a la11 condiciones del laboratorio. El •'todo 

por .. 1 cual s• obti•ne mayor cantidad de DNA con una 

actividad nucl•olftlca mínima ... el de Babykln (J984l que 

e111plea 9radient•s ·lsopícnlco• de CsCl. En egt.a t9c.nlca no 

se descartan restos c•lulares, alno qu• toda la auestra 

es soaetlda a ult.racentri+uqaclán. 

Por otra parte, en la t9cnlca de extracción por llsado 

claro CSllhavy, 1984!, se obtuvo menor cantidad de DNA ya 

que en proceso de purl+lc.aci6n hay p9rdlda de material. 
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Se ob•erva que la pureza del DNA •• ac•ptable en la• 

tlcnlcas utilizadas, ya que •1 cociente D. O. 260/28~ •• 

cercano a 1.8 tlabl~ 1!. C~ando ••l• cociente •• cercano 

a 1.8 el DNA pre••nta pureza aceptable !Manlatts, 19821. 

El DNA obtenido por las me•todolo9(as utilizadas fue 

de ser dl9•rldo con endanucleasa• d• 

restricci6n, lo cual confirma la pureza. 

La purificación de DNA par cramato9raf(a de exclusión 

molecular mostró menor cantidad d• proteínas, mientra• 

qu• Ja obtención ~NA mediante el uaa de la• 

m•tcdolo9(as publicadas por Babykln 119841 y Sulhavy 

o. 26~/28~ de 1.78 y 1.?~ 

r•apecttvamente, qu• revelan el•vada pureza. 

La cantidad de DNA abt•nlda fue aayar •edlanl• el uso 

de 9radlentes laopícnlcoa de CsCl, mientra• que la 

tlcnica ·d• purificación por cro•ata9rafía de exclusión 

molecular mostró Ja cantidad mas baja de DNA. 

En Ja• t9cnlcas •ontadaw •• aument6 Ja conc•ntractón 

final de llaozlma, ya que esta bacteria posee una pared 

celular 9ruesa les positiva a la tlncl6n Graml, 

debido a la 9ran cantidad de nucleaaas •• lncreaentá la 

concentración de EDTA, can el f In d• inhibir la actlvld&d 

nucleol(tlca. 

La muestra obtenida del 9radlente laapícnlco de CsCI 

~ostró una banda de DNA de densidad l.728 9tcm~ 

corresponde a ' GC = 70.41 valar menor al reportado por 
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Yamada y Komata9a 

calculado por Tm. 

<1970) que fue 

El DNA purificado fue rostrln9ldo con las enzinas Eco 

RI, Pst I, Hlnd III, Bam HI, B9l II, Pal I y Hpa I. La• 

enzimas utilizadas roccnocen ~ecuenct~~ nucleot(dtcas d• 

6 pares de basos. Se determinaron las condlcton•• d• 

restricción con el objeto do pod•r utilizar lus 

la clonacló'n molecular do las 

Para caracterizar el DNA de f.· flaviQena tamblon •• 

ofectuaron restrtccicnes con la• 

Hpa II y Hsp I, ambas enzlaas 

r•strln9l•ron •l DNA, su9triendo que la secuencia d• 

r•conoclmi•nto no·•• •ncu•ntra •odlficada. 

La fr•cu•ncla para la ••cuencla d• 

r•conocimlento para ••tas •nzlmas •• más alta qu• las d• 

las enzimas utilizadas ant•rlorm•nte, ya quo reconocen la 

secu•ncla con 4 pares do ba•es, toniendo la probabilidad 

de encontrar esta secu•ncla de 114 1 s•cuenclas. Para 

•• n•c•••rta· •fectuar mas •n•aya• con otraa enzi••• 

i•o•~quizom,rtcas. 

S. pr•s•ntah evidencias que su9teren que la bacteria 

no posee •lomentos extracro•osómtcos con--las metodolo9í"as 

utilizada&, las técnicas de 

extracción de DNA total ni en las técnicas de 
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ld•ntlflcacl6n y aislainiento de plá•midos. 

Lo• r••ultadcs cbt•nldc• •n el present• trabaja servirán 

caiaa base para la posterior clonación de lo• ~•ne• qu• 

codifican para las •nzlmas celulolíticas •n ~. flavlsena 

can el fin de aum•ntar los rendl•ientas en la producción 

de prote(na de ori9en unicelular. 

Para la continuación del trabaja •• su~i•r• qu• •• 

•fectÚ9n mas ensayos de restricción con ju•qos de enzimas 

con el objeto de determinar qu9 

secuencias del DNA de ~. flaviqena se gncuentran 

incd 1-f lcada'-1 cromosomal 

c lonac id'n para bacterias Gram positivas • Aaíiais1110 

desarrollar el • &todo de ~=leccl6n de las clona• 

reco111binilntes y det .. ctar la hiperproduccid'n de •nzi111as 

ce tul ol f't leas. 
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VII. CONCLUSIONES. 

Se det•r .. lnaron los parámotrois cinéticos 

creci .. iento de ~- •n ••dio infusión 

c•r•bro-corazón. 

s .. adaptaron y modificaron metodolog~as pare 

extracción y purificaci6n de DNA en las condicion•s de 

laboratorio. El DHA de ~. fle.vis•na •• euaceptlble dm 

r•stricción con 1•• enzimas Eco RI, PstI, Hind III, B~l 

II, Pal 1, Baa HI y Hpa I. La digestid'n con los 

isaesquizdiaeras Hpa II y "ªP I au•stra que la ••cu•ncia 

qu• r•conoc•n ne •• •ncuentra :odlflcada por .. tllactó'n 

•n la citaslna interna, por lo qu• aabas enz!aas pudi•ran 

r••trln9lr.· 

Ja t4"cnica para d•t•cciÓn d• plásaidcs 

U<ada, 1981) por lisis alcalina, •• obtuvo una banda d• 

alta P••o aolecular en gel d• aqarosa ••••Jant• a Ja 

obtenida en ~- ~ C699, qu• na pas•e plásaidas, ad•••• 

·~te mat•rial al ser di9eridc, oriqlnÓ un patró'n d• 

restricct6n típica d•l croaaso•a. 

Finalmente para descartar la posibilidad de que•• 

eliminara el plásmldo durante la extracción, se realizó 
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una lisis <In sltu>, r•sultando una sola 

No •• e\tldencl6 la pr•••ncia d• plásmidos natural•• 

con las técnicas utilizadas por lo que no existe la 

posibilidad da problemas de incompatibilidad de plásmldos 

al transTormar a la bacteria. 

69 



IX. REFER~NCIAS BIBLIOGRAFICAS. 

1) App l e·vard, R. 

types durin9 9ro.ith of a doubly lysonic strain derived 

from Escherichia coli K 12 Genetics ~:440: 

2J Babyl<in M. M., Zinchekov V. V. 119841 Rapid Separation 

of DNAs b~ buovant density in three-layer CsCl 

Analytical Biochemistr:1 27:196-191. 

9radient. 

31 Bar ley, 011 is 11977) Biochemical en9ineerin9 

fundamentals Me Gra•1 Hi 11 USA. 

41 Be9uin P., Eisen H. e 19781. Puriflcation and partial 

characterization of three extracellular cellulases from 

Cellulomonas sp. Eur. J. Biochem. §?:525-531. 

5) Ber9ey D. H. 119741 Ber9ey•s Manual of Determinábve 

Bacteriolo9y. Robert Earle & Norman Edwin Gibbons Eds. B 

Ed. Baltimore USA. 

6J Bol ivar F., Backman K. e 19791 Plasmlds of Escherichiil 

~ as clonin9 vectors. Methods en Enzimolo9y @:245. 

71 Boyer H. w., Roulland-Dussoix 119691 A complemontation 

analysis of the ~estriction & modif ication of DNA in 

Escherlchia coli Journal of Molecular Biolo9y. '!l,'.459. 

69 



Bl Boyer H. W. ( 1971 ! DNA Restriction and Modification 

Hechanisms in Bacteria. Ann. Rev. Mic:robiol. ~:153. 

9l Broda P. '1979! Plasmids W. H. Freeman E< Co. 

San Francisco USA. 

Oxf ord 8< 

Cal lmer A., Wilson D. B. ( 1º83) Clonin<;1 and 

Expression of a Thermomonospora YX Endocellulase Gene in 

g. c:ol !. Bio/technolog~! !.:'." 594-6'1<1. 

11) Carnet P., Miller J., Be9uin P. Aubert J. 

Characterization of two ce! l !Cel lulose 

P. <1983> 

DegT'adat ion 1 

Genes of Clostridium thermocellum codin9 -for 

endoglucanases. Bio/tecnology !.:7 589-593. 

12! Cuskey S. M., Montenecourt B. s., Evelei9h D. E. 

!19331 Liquid Fue! Developments. Ed. Donald L. Wise. CRC 

Press USA 32-43 p. 

131 David, s. (j,Q/8) Plasmid determined rewistance to 

antimicrobial a9ents Ann. Rev. Microb. ~:469-518. 

141 De la Torre M. H. c1os1> Producción de proteínas 

alimenticias de unicelular en residuos 

lignocelulósicos. Tesis Doctoral ENCB IPN. 

?0 



15) Eckardt Thomas !1978) A rap!d method for the 

identifícalion of plasmid deoxyribonucleic 

bacteria. Plasmid !:584:588. 

acid in 

16) Gil kes N. R., Kilburn D. G. Lan9sford M. L., Miller 

R. c., Wakarchuk W. w., Warren R. A., Whittle D. 3., Won9 

w. K. ( 1984) Isolation and Characterization of 

Escher-ichia colÍ Clones Expresin9 Cellulase Genes from 

Cellulomonas ~· 

1377-1364. 

3ournal o-f Gen. Microbiol. ~: 

17! Gilkes N.R., Lan9s~ord M.N. Kilburn D.G., Miller R. 

c., ~Jarren R. A. 11984) Mode of action a.nd substrate 

specificitie5 of cellulase from clones bacterial 9en•s. 

3ournal of Biolo9ical Chemistr:1. ~: 16, H!455-10459. 

18> Ghos1> T. K. & Das K. <1971) A simplied kinetic 

approach to cellulose-cellulase system. Advances in 

Biochemical En9ineeerin9 V 1, Sprin9er-Verlar9 N. 

55. 

Y. pp 

19> Handbook 

(1976!. Nucleic 

Press 419-425. 

of Bioc:h.emistry and Molecular Biolo9y. 

Ac;rt 3th. ed. V II G.D. Fassman Ed. CRC 

2l!Jl Kado C. I., L!u S. T. 11981) Rapid procedure far 

71 



detectlon and isolat!on ot plasmid:, 

Journal ot Bacteriolo~v 1~:3 13ó5-1373. 

21) Koide Y., Nakamura A. Uozumi T., Beppu T. 11986! 

Molecular clonin9 of a cellulase gene from Bacillus 

subtilis and its expression in Escherichia ccli. A9ric. 

Bici. Chem. ~: 1 233-23"". 

L.' Gilkes N. R., Wakarchuk W. w.' 

Ki lburn D. G.' ~li 11 er R. c., Warren R. A. <1982), The-

cellulase system of Cellulomonas fimi Journal of general 

Microblolo~y. 130:1367-1376. 

23> <19841 Bioquímica. 3a. Ed. 

Barcelona p. 289-293. 

241 Lorencez G. l. C1979l Estudios sobre la de9radaci6n 

de celulosa por un cultivo mixto de bacterias. Tesis IBQ~ 

IPN. 

251 Mande! N., Schildkraut c. L.' Marmur J. et al < 1"ó8l 

Use of CsCl densit~ 9radient analysis fer determiryin~ the 

9uar\ i ne plus cvtosine content of D~A~ Methods at 

261 Maniatis T., Fritsch E. F. et al < 1Gl82l Molecular 



cloninsa. A Laboratory Manual. Cold Sprin\'I H;;arbor 

l aborator''• IEdl Cold Sprtng Ha.-bor, NY. 

27) Montenecourt B. S. !1983) Applications ::Jf recombinant 

DNA technolo9y to cellulose hydrolvsis. 

Report. Bio/technology ~:2 166 

ASM Technolo9y 

281 Hontenecourt B. S. Eveleigh D. E. 11979l Production 

and characterizat!on of high-y!elding mutants of 

Trichoderma. ~· TAPPI 28: HH. 

29) Mül ler w •• Gautier F. (1975) Interaction of 

Heteroaramatic compounds 

Biochem. 54:385-394. 

with nucleic acid. Eur. J. 

3!iJJ Nal<amura K., Misawa N., Kitamura K. 11QB6J Cel lula!ie 

genes of Cellulomonas uda CB4. I Cloning and expression 

of B-9lucosidase genes in Escherichia ~· Journal of 

Biotechnology ~:247-253. 

31 l Nal<amura K., Hisawa M., Ki tamura K. 119861 Cel lulase 

genes of Cellulomonas ~ CB4. II Cloning and expression 

of a CM-Cellulose Hydrolyzin9 enzime lendoglucanasel Gene 

in Escherichia se.!J.• JoÚrnal of Biotechnology. ?-:239-246. 

32 l Nov i e k R. , Hoppensteadtf c. 11978) On plasmid 



incompatibility. Plasmid !:4221-425. 

33> Ponce-Novola T. !1º82l Estudio de la dinámica de un 

cultivo mixto <Cellulomonas +laviQena y Xanthomooas spl 

propagado en bagazo de ca~a. Tesis IB9, IPN. 

34! Res se E. T.• Siu R. G. ( J950J The Biolo9ical 

degradation of soluble cellulose derivatives and its 

relationship to the mechanisms of cellulose hydrolysis. 

Journal of Bacteriology ~: 485. 

35! Ryu D. o., Mandels M. <1982! Cellu!ases: Biosynthesis 

and Applicaticns. Enzyme Microb. Technol. 5: 91-1.02. 

36! Sashihara N., Kudo T., Horokoshi K. (1984> Molecular 

clonin9 an~ expressian af cellulase ~enes of alkalophilic 

Bacillus sp strain N-4 in Escherichia E!:!.!.!._. Journal of 

Bacteriology 158:2 593-596. 

37) Shoemaker s., Schw~ickart B. Ladner M., Gelfand P., 

Kwok s., Myambo K., Innis M.k 1 1983> Molecular cloning of 

exo-cellobihvdrolase 1 derived from Trichoderma reesei 

strain L 27. BIO!TECHNOLOGY. Oct. 691-695. 

38) Silhavy T. J., Berman M. L. <J984J Experiments with 

~en fusions. Cold Spring Harbor Laboratory. USA. 



39) Teeri T., Salovuory J., Kno•Jles 3. (1983) The 

molecular clcnin9 of the majar cellulase gene from 

Trichoderma reesei. BIOITECHNOLOGY. Oct. 696-699. 

41iJJ Waalwijk (1978) MspI, an isoschizomer of HpaII which 

tleaves both unmethylated and methylated HpaJJ sites. 

Jllucl eic 1\cids Res • .2.: 3231-3236. 

41) Wakarchuk w. w., Kilburg D. G., Warren R. A. 11984) 

The preliminary characterization of the B-9lucosidases of 

Cellulomonas f imi. 3ournal of General Microbiology. 

~:1385-1389. 

42> Wells J. R., Brunk C. F. !1979) Rapid CsCl gradient 

rotor. Analytical Bioch~mi~try ~: 

196-201. 

43> Whittle D. 3., Kilburn D. G., Warren R. A., Hiller R. 

c. (1982) Molecular cloning of a Cellulomonas 

cellulase gene in Escherichia coli. Gene 1~: 139-145. 

Yamada y l<o!"agata. ( 1970) Taxonomi~ studies on 

c:orynebacter i a. III DNA base corupc$ition af coryneform 

bacteria. Journal Gen Appl Microbiol 16: 215-224. 

75 



X. APE"MD7CE". 

El crecimiento ocurre Qn ra26n expon~ncial y áste es 

consecuenc:ia del crecimiento ce-lLtJar y de la división. E'1 

crQcimi&nto ~s expresado por la ecuación diferencial: 

dn'dt = µn 

donde 

n = cantidad de células 

µ tasa especf~ica de crecimiento. 

Para determinar el tiempo de duplicaci6n td, entendido 

como el tiempo requerido p~ra que la población se 

duplique, SQ integra la ecuaci6n desde los límites na y 

nl; y to a t.. 

l n dn/n = µft dt 
no 'J to 

ln n/no = µ(t-to) 
•cuando n 2no 

l n 2no/no µ dt 

td l n2/µ 

Para µ ~ O. 51 h-l 

td t - to 

Barley & Ollis (1977). 

de f.. flavigena en BHI: 

td = 1:36 horas. 
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