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Resumen

Por medio de la electroforesis de Campo Eléctrico Pnlsado en Geles de Agarosa (CEPGA) se
pueden separar moléculas de DNA de mds de 50 kilopares de bases (kpb), y se ha podido
determinar el niimero de cromosomas en microorganismos eucariénticos, pero no puede resolver
replicones circulares cerrados de peso molecular elevado. Pero, con la electroforesis CEPGA ya
se ha demosirado que existen pldsmidos y cromosomas lineales en eubacterias. El andlisis det
genoma de Agrobacterium tumefaciens C58C1 por electroforesis CEPGA demostré una
sorprendente organizacion caracterizada por la presencia de dos cromosomas, uno circular de
3000 kpb y otro lineal de 2100 kpb, asf como dos megapldsmidos circulares cerrados: el pAtC58
(criptico, 450 kpb) y el pTi (200kpb). En este trabajo investigamos la organizacién gendmica en
cuatro cepas de A. rhizogenes y dos de A. tumefaciens. Utilizamos dos métodos de linealizacion
del DNA: 1) irradiacién gama de una fuente de "’’Cs por medio de un irradiador Gamma Cell, y
2) tratamiento con nucleasa S 1. La electroforesis se llevé a cabo en dos aparatos de CEPGA
denominados “Clamped Homogenous Electric Field” (CHEF) y “Transversal Applied Field
Electrophoresis” (TAFE). También realizamos restriccién total con la enzima Swa I de las
muestras de DNA y obtuvimos un patrén de restriccién similar al reportado previamente con A,
tumefaciens CS8C1. La dosis de irradiacién éptima' para linealizar los replicones circulares
cerrados fue de 2 krad. En todas las muestras se mostré ta aparicién de tres bandas de DNA
linealizadas con topologia y pesos moleculares similares (3000 kpb, 2160 kpb, 450 kpb) y es
posible que haya variacién en el nimero de megapldsmidos observados en algunas cepas. Con

los resultados descritos demostramos una organizacién genémica similar en dos especies del



género Agrobacterium y en distintas cepas de ambas especies. Bstos datos sugieren la

probabilidad de que la misma organizacién gendmica se encuentre en otros miembros de las

Rhizobiaceas.



Introduccién

Tradicionalmente se habia aceptado que el genoma bacteriano se encuentra organizado como un
solo cromosoma circular cerrado anclado a la membrana celular, donde este cromosoma contenia
toda la informacion genética de la especie. Sin embargo, la mayoria de las bacterias contienen
DNA extracromosomal y cada estructura extracromosomal independiente es denominada
pldsmido. Estos confieren algunas caracteristicas especiales como resistencia a anfibidticos vy
metales pesados, produccién de toxinas, etc. Es precisamente este DNA el que se usa mds
frecuentemente para el desarrollo de vectores moleculares y la obtencién con ellos de

microorganismos modificados genéticamente para que desarrollen una funcién especifica (6).

La serie de supuestos mencionados son generados con base en el enorme niimero de toda
clase de investigaciones realizadas con el genoma de E. coli, que van desde mapeo por
testriccién del genoma, hasta microscopfa electrénica del mismo (11). Este es uno de los
organismos mas estudiados, y la informacién de la organizacién de su genoma es universalmente
aceptada como modelo para todos los procariontes y usada por extrapolacién como modelo
explicativo de la organizacién gendmica para las demds eubacterias donde existe escaso
conocimiento sobre sus sistemas genéticos. Todos estos estudios han pei'mitido determinar que el ‘

genoma de E. coli K12 consta de un sélo cromosoma circular cerrado de 4.7 Mb (6).

Remontdndonos un poco en la historia de los descubrimientos en cuanto al genoma

bacteriano y los “sectetos” de la herencia, debemos tener en cuenta que los investigadores se
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preguntaban cual o cuales eran las moléculas responsables de la herencia y cual era su

mecanismo de propagacion.

Siguiendo la linea de investigacidn que abrfa la comprobacion de que las presiones de
seleccién deberfan de inducir al cambio en la frecuencia de aparicion de algin fenotipo, por
alglin mecanismo codificado en la célula por un elemento desconocido y Unico de la misma y su
descendencia. Se empezaron a seleccionar cepas bacterianas mutantes para alguna caracteristica
especifica. Para el proceso de identificacién y seleccién se sembraban grandes poblaciones en

medios selectivos donde sélo las células mutantes pudiesen sobrevivir y dejar descendencia (11).

Fue gracias al desarrollo de este conocimiento y de la técnica de seleccion de mutantes,
" que se descubrid el intercambio de material genético entre las bacterias por ¢l experimento de
Lederberg y Tatum (1947), quienes obtuvieron dos cepas mutantes nutricionales diferentes doble
auxotréficas de E. coli y las mezclaron obteniendo progenie que pudo crecer en medio minimo.
De esta manera se tuvo que aceptar también la existencia de la recombinacién entre el material

genético de las bacterias mutantes (11).

A pesar de experimentos que se hicieron en el sentido de probar que la molécula de DNA
era el material genético, este concepto no fue aceptado universalmente hasta los experimentos de
Hershey y Chase, donde por medio de marcaje radioactivo se comprobé que era el DNA y no las
protefnas, lo que el bacteriéfago inyectaba como material genético a los huéspedes bacterianos al

momento de infectarlos. Ademds otros andlisis genéticos demostraron que no habia un sélo inicio
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para el proceso de replicacion en el mapa lineal de los genes de E. coli, La interpretacién de estos
resultados forzd a pensar en la organizacién de los genes sobre un cromosoma circular, La
hipétesis del cromosoma circular se comprobaria posteriormente gracias al marcaje con timidina
tritiada (*H-TdR) del DNA y la observacién del cromosoma, después de la lisis celular suave y Ia
exposicién de éstas preparaciones a material fotogrifico que resulté en las awtorradiografias
memorables que pusieron de manifiesto que el cromosoma bacteriano representaba una molécula

circular de casi 1 mm de longitud (6).

El mapeo genético en bacterias empezé originalmente tomando un fragmento de DNA
marcado genéticamente y tratando de lograr recombinacién con la regién homéloga de DNA en
una cepa receptora mutada para dicha funcién, de manera que la frecuencia de recombinacién
entre dos marcadores resulta proporcional a la distancia entre ellos. Los resultados de estas
prucbas evidenciaron detalles acerca de la organizacién del genoma bacteriano asi como la
presencia de operones, preferencias en cuanto a orientacién de agrupamiento de genes, y que

habia informacién que no se encontraba en el cromosoma sino en pldsmidos y fagos (6).

Otra posibilidad para el mapeo genético en la que se hace uso de poblaciones bacterianas
fue el tratamiento con enzimas de restriccién de tfpo Il La actividad de este tipo de enzimas
sobre un determinado DNA da un mimero especifico de fragmentos con pesos moleculares
definidos, y los patrones son diferentes para el DNA de cada especie de bacterias (6). Con el
descubrimiento posterior de enzimas de restriccién de tipo II con secuencias de reconocimiento y

corte en octanucledtidos y longitudes mayores se obtuvieron fragmentos de DNA cada vez mis
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grandes y se empezd a utilizar la electroforesis CEPGA para separar fragmentos de DNA de més
de 20 Kpb (6). Los intentos de resolucién de genomas bacterianos intactos con electroforesis
CEPGA pusieron de manifiesto la presencia de replicones lineales y otras formas de organizacion

genética no descritas hasta ese momento por el mapeo fisico y genético (13).

La mayoria de los miembros del género Agrobacterium son fitopatégenos, y su
distribucién es cosmopolita ya que se encuentran practicamente en cualquier regién del mundo.
Agrobacterium pertenece al grupo de bacterias que forman la zona de la rizésfera, en la cual se
encuentran las mayores concentraciones de organismos en el suelo (25). En la rizésfera la
influencia de los exudados emanados por los vegetales es mds marcada y comprende a partir del

epitelio de la rafz hasta 5 mm alrededor de éste érgano.

Se pueden tomar en cuenta dos fenotipos principales en todas las plantas (principalmente

leguminosas) que son atacadas por: A. tumefaciens y A. rhizogenes.

a) El primer fenotipo y también el mds estudiado es el desarrollo y divisién sin control de las
células en la regién de la herida que forman masas callosas. La zona principal de infeccién
corresponde a la parte del tallo mds cercana al sitio de unién con la rafz. En la fase m4s aguda de
la enfermedad tumoral se tiene una reduccién del crecimiento de la planta en todos sus otros
organos, aun los no afectados, y hay minima productividad por el crecimiento excesivo de la

masa callosa que puede obstruir los conductos internos del organismo (25).
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b) El segundo fenotipo es la aparicién fuera de ugar y sin control de raices ageotrépicas que dan
la apariencia de cabellos en la planta, sobre todo el tallo. El crecimiento excesivo de las raices

ageotrdpicas determina una reduccién de la talla en la planta y también de su productividad (25).

La importancia del estudio del género Agrobacterium estd determinada por dos

caracteristicas:

L. Su capacidad patogénica dnica que se realiza por la transferencia de material genético
entre la bacteria y las plantas hospedantes. En los dos géneros que estudiamos se expresa con
distintos signos pero alterando la produccién de enzimas implicadas en el control y/o
metabolismo de los reguladores del crecimiento vegetal. Tanto A. tumefaciens como A,
rhizogenes, invaden las células sanas en las heridas producidas por cualquier agente externo a la
planta . El proceso que aparentemente determina la localizacién y acercamiento de las
agrobacterias involucra la quimiotaxis de los mictoorganismos en el ambiente de la rizdsfera
hasta encontrar al hospedero. La bacteria después de una compleja serie de interacciones con las
células vegetales termina introduciendo una parte del DNA del plasmido Ti a 1a célula vegetal, el
segmento de material genético denominado T-DNA (Transferred-DNA). El cual para tener
oportunidad de ilegar al nicleo sin ser degradado por las ‘enzimas exonucleoliticas celulares se
encuentra protegido por la proteina VirD2 la cual va unida covalentemente al extremo 5° del
DNA de la cadena sencilla del T-DNA (18). Una vez que el complejo del T-DNA alcanza el
nticleo celular se inserta en alguno de los cromosomas del genoma del hospedero y se expresan

dos vias metabélicas de sintesis de hormonas completamente ajenas a las vias de biosintesis
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endégenas de la célula hospedero. Una de ellas produce 4cido indol-3-acético (AIA) a pattir de
triptofano, y la otra da inicio a la formacién de isopenteniladenosina 5‘monofosfato que es una
citocina. Debido a los cambios endégenos manifestados con conceniraciones elevadas de ambas
fito-hormonas la planta pierde el control sobre ¢l ciclo celular de las células de la region herida,
con la consiguiente aparicién de masas callosas similares en apariencia a los tumores malignos

de organismos vertebrados (23).

En A. rhizogenes el mecanismo de transferencia estd menos estudiado que en A.
tumefaciens, pero se supone que es bdsicamente similar al descrito para esta dliima bacteria. El
T-DNA codifica para varias proteinas distintas a las de A. tumefaciens, por lo que la enfermedad
producida por este organismo se manifiesta principalmente como la aparicion abundante y
crecimiento anormal de raices en la zona de la herida, las cuales, a diferencia de los callos
producidos por A. tumefaciens, si se pueden regenerar en plantas transgénicas. Estas presentan
una severa reduccién en la talla al madurar, hojas arrugadas y esterilidad masculina de la planta.
Es decir decae la produccién de polen en la flor y finalmente ocasiona una floracién prematura.
No se sabe muy bien cuél el la causa de todos estos cambios, pero se sabe que en la aparicion y
crecimiento de las rafces intervienen cuatro genes denominados rol A, rol B, rol C y rol D. En
algunas cepas del tipo agropina, el T-DNA también codifica para 2 enzimas que participan en la

biosintesis de auxinas como se da en todas las cepas de A. fumefaciens (25).
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2. La posibilidad de realizar transferencia de material genético de manera relativamente
facil con sus hospederos hacen de este grupo de bacterias un vehiculo natural para el desarrollo

de la ingenieria genética en plantas (19, 25).
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Antecedentes
La electroforesis en geles de agarosa en campos eléctricos pulsados es una técnica
relativamente nueva desarrollada en 1984, con el fin de superar las limitaciones de la
electroforesis convencional en geles de agarosa. Con esta tltima se podrian scparar en teoria
todas las moléculas de DNA de acuerdo a su peso molecular formando un gradiente a lo largo del
gel, siempre y cuando se les de el tiempo necesario de migracién en un campo eléctrico formado

por los dos polos fijos pero variando su dngulo periodicamente (19, 1, 2, 4),

La electroforesis CEPGA fue desarrollada debido a que en la electroforesis convencional
de campo fijo se pierde la resolucién a partir de los 50 kpb, aun en geles preparados con una
concentracion de 0.5%. La agarosa preparada con concentraciones menores es muy dificil de
manejar ya que se vuelve demasiado suave y aunque tedricamente se podrian separar moléculas
de DNA de hasta 240 Kpb en geles de agarosa al 0.1%, resulta casi imposible el manejo
adecuado de estos geles. Por esta razén se intenté una variacién de la misma técnica, donde las
moléculas de alto peso molecular fueron sometidas a variaciones abruptas y periddicas de la
direccién de la migracién. Estas variaciones generan reacomodos espaciales en las moléculas
lineales de DNA, que al parecer facilitan su trayectoria por el entramado molecular de la matriz

dela étgarosa.

El tiempo que tarda en producirse la alteracién conformacional es directamente
proporcional al tamafio de la molécula. Esta condicién determina cuanto tiempo permanecerd

reptando la molécula por los poros del gel y en que proporcién es retenida por fuerzas de friccién
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durante su trayecto por el entramado molecular de la agarosa y por lo tanto la fraccién de tiempo
que pasa migrando ¢l DNA alo largo del gel depende de su masa molecular (1, 2, 4). La ventaja
de esta técnica sobre la electroforesis convencional es la separacién del DNA de peso molecular

mayor a 50 kpb (1,2) y teéricamente hasta los 10 Mpb.

La electroforesis CEPGA se basa en la aplicacién alternada de un campo eléctrico
variando la posicién del campo de manera semicircular; la variacién se hace con respecto al
tiempo y se mide en grados, el sistema de electroforesis CEPGA mds sencillo, que es el sistema
denominado de inversién de campo, donde sélo existen dos electrodos como en un sistema de
campo eléctrico fijo (18). Sin embargo, periédicamente se invierte la polaridad de los electrodos
generando un cambio en la polaridad del campo eléctrico. El periodo que se puede establecer
comprende desde unos cuantos segundos hasta minutos u horas, dependiendo del tamaiio del
DNA que se desee separar. En éste caso la variacién del campo medida en grados serfa de 180°,
En otros aparatos es menor el dngulo de aplicacién del campo eléctrico por ejemplo en un
hexdgono el campo eléctrico cambia 120° cada determinado tiempo, como sucede en los aparatos

CHEF (Clamped Homogenous Electric Field) (18, 19).

Una de las limitantes de la electroforesis CEPGA es que sélo se 'puede utilizar con
moléculas de conformacién lineal, por lo que los replicones circulares cerrados de los
procariontes deben ser linealizados antes de poder ser sometidos a esta técnica y asi{ determinar
con exactitud su masa molecular (24). La otra limitante en esta técnica es que debido a que se usa

principalmente para la caracterizacién de moléculas muy grandes de DNA y la interpretacién de
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la topologia de las moléculas depende mucho de la integridad con que sean obtenidas éstas.
Ademads para tener €xito en la separacién de los distintos replicones de una célula es de suma
importancia tener un método de lisis suave de las mismas para mantener el DNA intacto. Esto no
se puede lograr con los métodos tradicionales, sino que primero se deben incluir las células en
agarosa de bajo punto de fusidn, y posteriormente proceder a la liberacién del DNA. El uso de
enzimas hidroliticas que fragmenten tanto la pared y las proteinas asociadas con el DNA y el
medio con detergentes permiten lz lisis suave de las bacterias incluidas en los bloques de agarosa
de bajo punto de fusién. Hay que tener en cuenta que se dificulta la penetracién de las moléculas
de cualquier solucidn debido al hecho de que las células se encuentran incluidas en la agarosa.
Esto afecta principalmente \la accion de las enzimas, por lo que se deben usar en soluciones
altamente concentradas e incubarlas por tiempos mayores a los que se emplean para muestras en
solucién. También se aplica la estrategia para todo tipo de enzimas utilizadas para el tratamiento
de los blogues de agarosa, incluyendo las enzimas de restriccién que cortan el DNA en pocos

fragmentos (4, 18, 19).

La técnica de clectroforesis CEPGA requiere de ciertos cuidados especiales para
establecer adecuadamente las condiciones de corrida. Entre estos estdn la preparacién de un gel
de concentracién adecuada que va desde 0.7% a 1.5% de agarosa y prcparaci(’)ri de la muestra que
requiere ser incluida en agarosa a concentracién similar a la del gel de corrida, en contraste con la
electroforesis convencional donde 1a muestra de dcidos nucleicos se obtiene en solucién y por
rompimiento hidrodindmico no se puede obtener DNA intacto de peso molecular mayor a 50 Kb

(1,2). En las técnicas convencionales de extraccién, el DNA sufre toda una suerte de manejos
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regulares; como son la centrifugacion, las fuerzas de friccién con las paredes, las puntas de las
pipetas durante la medicién de los volimenes de la solucién, agitacién, etc. que contribuyen a
este rompimiento hidrodindmico. Para la preparacién de la muestra se debe cuidar el DNA de los
replicones para que permanezca intacto y el patrén de bandas durante la corrida sea

representativo de la geometrfa cromosémica del genoma del microorganismo.

En la electroforesis CEPGA la migracién de las muestras de DNA a lo largo el gel se
describen por lo menos tres fases de definicién para la separacién, Estas se encuentran bien

caracterizadas en la bibliografia especializada y se dividen de la signiente forma:

Fase L. Esta es la fase més cercana al origen, también es la mds angosta y casi nunca se
toma en cuenta pues presenta muy poca definicién, por lo que no es posible definir muy bien las
bandas una de otras, ni hacer interpretaciones adecuadas para asignar el peso molecular de las

bandas encontradas en esta zona (4, 19).
Fase IL. Es la fase donde se encuentra la mejor separacién y definicién de las bandas, y
también una de las més grandes, por lo que las interpretaciones en cuanto al peso molecular son

muy confiables y es esta la fase que se debe procurar sea lo més ancha posible (4, 19).

Fase III. Es la fase de definicién mediana o satisfactoria y presenta una amplitud similar a

la anterior, es una zona adecvada para hacer interpretaciones de peso molecular (4, 19).
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Se han ideado diversas estrategias para alargar la fase II en la corridas de electroforesis
CEPGA, una de ellas es el cambio del intervalo entre pulsos a lo largo del tiempo de corrida de
forma constante y gradual que esta controlado por la computadora del CHEF (ramping) (4). Esto
genera una especie de unién o promediol entre las fases Il y III principalmente, lo cual empobrece
un poco la definicién de la fase Il pero en cambio deja una zona de definicién aceptable muy
amplia. Para el sistema TAFE (Transversal Applied Field Electrophoresis) la computadora que se
utilizé sélo tenia la opcién de cambiar abruptamente los tiempos entre pulsos en un determinado
punto de la migracién. El punto de la migracién donde se cambia es proporcionado a la
computadora por el usuario, éste determina cuantos pulsos de determinado tiempo se desea que
la computadora emita, y la computadora muestra el tiempo total que requiere para emitir la
cantidad de pulsos deseada. Si se hace correctamente, se obtiene una zona de definicién optima

bastante amplia (18, 19).

Hay que sefialar que existen ciertos factores fisicos muy importantes para el €xito de la
separacién del DNA y cuya selecci6n de los pardmetros 6ptimos durante la corrida determinan la
obtencién de buenos resultados. Entre estos los que se deben manejar en forma constante en la
mayorfa de los experimentos que se realicen estan: la temperatura y la velocidad del flujo de la

solucién amortiguadora en el sistema de recirculacién en la cAmara de electroforesis (1,2,4).
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Algunos otros factores que es necesario considerar para mejorar la separacién de acidos
nucleicos son:

-Tiempo entre pulsos. Cuando se varia el tiempo y se usan intervalos muy cortos entre
cada pulso hay escasa posibilidad de cambio de conformacién de las moléculas m4s grandes y la
separacién serd minima en la regién donde se separan mejor estas molécnlas. Esta variable nos
proporciona un factor para la seleccién en cuanto a la zona de nitidez deseada en el gel, ddndonos
a escoger entre 1os intervalos de peso molecular que deseamos separar (2,4).

-Voltaje. Es la fuerza de atraccion hacia el electrodo que ejercemos sobre la moléculas
cargadas. Esta variable posibilita disminuir los tiempos de corrida y el intervalo entre los pulsos
cuando aplicamos mayor intensidad al campo eléctrico al gel. Sin embargo se debe tomar en
cuenta que a mayor voltaje aplicado es mayor el calentamiento del amortiguador y el gel en la
camara de electroforesis y por lo tanto la viscosidad del amortiguador y las interacciones con el
gel cambiardn. De no tener integrado un sistema refrigerante que mantenga la temperatura
constante y evite las alteraciones en la matriz del gel y las moléculas que estdn siendo separadas
el calentamiento excesivo de la matriz desnaturalizaria las moléculas dentro de la misma
ocasionando una mala separacidn del DNA. El mantener una temperatura éptima de 12 °C
constante durante la corrida conduce a una mejor separacion de las bandas de peso molecular

cercano (2,4).

-Tiempo de corrida, El tiempo determina el mimero de bandas individuales de alto peso
molecular que se pueden separar y que son visualizadas en el gel. Por lo tanto hay que tomar en
cuenta que el tiempo de corrida es directamente proporcional a la separacion entre las bandas de

peso molecular muy cercano. Sin embargo, si se corre por un tiempo excesivamente largo existe
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la posibilidad de que se salgan del gel las bandas de menor peso molecular o que no entren del
tado al gel los DNA’s de mayor peso si se usan tiempos demasiado cortos (2,4).

-Concentracién de agarosa. Cuando la agarosa gelifica adquiere una forma molecular a

manera de una rejilla tridimensional, y los “poros” tridimensionalmente se cierran mas a medida
que la concentracién del polimero se incrementa. Mientras més concentrada sea la agarosa el
enframado molecular es mas complejo y estrecho. Asi, las moléculas de DNA serin mds
retenidas por friccion y les tomard mayor tiempo reorientarse con una sensible disminucién de su
movilidad a través de los poros, por lo que serd necesario alargar el intervalo entre los pulsos.
Cuando la agarosa esta diluida el gel pierde su efecto de tamiz molecular y se vuelve
extremadamente quebradizo (2,4).

-Incremento lineal en el tiempo de corrida (“ramping”). Esta estrategia sélo es aplicable

en los aparatos comerciales que permiten variar éste factor. En ellos se incrementa
progresivamente y de manera lineal el tiempo que se da para cada pulso eléctrico en cada serie de
par de electrodos. Asi se genera una separacién uniforme entre las bandas, la cudl es el promedio
de las separaciones de los tiempos fijos, entre los cuales se desarrolla el intervalo. Este
“promedio” genera como ventaja la posibilidad de relacionar m4s directamente la distancia
recorrida por la banda con su peso molecular, pero provoca la sensible disminucidn de resolucién
en la zona de mayor separacién propia del tiempo de corrida. Estas cracteristicas varian
considerablemente de tiempo a tiempo permitiendo de manera selectiva el separar las moléculas

de cierto peso molecular utilizando un tiempo determinado entre los pulsos (2,4).
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Con la técnica de electroforesis CEPGA se han encontrado evidencias recientes en varios
géneros bacterianos que contradicen las ideas clisicas de la organizacién gendémica como se
establecié inicialmente en el gendforo de E. coli (24, 21). Existe una gran diversidad en la
geoméltrica cromosomal de las bacterias, pues hay especies bacterianas como Rhodobacter
spharoides que contiene dos cromosomas circulares. También se ha descrito un sélo cromosoma
lineal en Borrelia burgodferi, Rodococcus fascians y en Streptomyces lividans; Brucella
melitensis tiene dos cromosomas y Rhizobium meliloti posee un cromosoma y tres
megapldsmidos circulares de 2.4, 1.7 y 1.4 Mpb respectivamente (1, 10). Al ser ineficaz la
curacién de cepas con megapldsmidos, se ha empezado a poner en duda la pertinencia de seguir

considerando estos replicones como factores genéticos accesorios.

Debido a que la electroforesis CEPGA es una técnica donde trabajamos con DNA intacto
embebido en agarosa, se dificulta la accién de las enzimas que se usan para linealizatlo, se ha
explorado la utilizacién de otros métodos para la linealizacion del DNA, uno de los métodos
reportados por Allardet Servent et al., (1), es la utilizacién de rayos X y rayos y con una fuente de
emisosa de *°Co (4), gracias a la energia de este tipo de radiacidnes X se pueden romper los
enlaces del DNA cuando los rayos inciden en los dtomos involucrados en el enlace, con una
cantidad -de radiacién controlada se puede lograr que sofo se linealicen la mayoﬁ’a de las

moléculas de la poblacién de DNA.

Los rayos X pueden considerarse equivalentes a los rayos gama, pues ambos son

radiaciones del tipo no particuladas, sin embargo tienen diferencias, una de ellas es que los rayos
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X son radiacion fotoeléctrica, la cual descarga su encrgfa en el punto donde impacta y no tiene
posibilidad de reproduccidn, es decir el dtomo donde impacta absorbe toda la energia, en cambio
en los rayos gama que son radiacién nuclear pueden lograr que los electrones del dtomo donde
impacta generen radiacién nuevamente aunque de menor energia y esta a su vez impacte otro
dtomo repitiendo el proceso hasta llegar a un nivel bajo de energia en el cual ya no se pueda
continuarla Ia cadena, a esto se le conoce como efecto compton, y el resultado es que la cantidad

de reacciones que producen los rayos gama se muitiplica (12).

El género Agrobacterium esté comprendido por bacterias Gram negativas con ubicacién
taxonémica muy cercana al género Rhizobium (fig. 1) y ambos géneros forman la familia de las
Rhizobiaceas (14). Los estudios de mapeo por restriccién del genoma de las agrobacterias han
dado evidencias de que el tamafio corresponde a un cromosoma circular cerrado de 5.1 Mpb (1).
De igual forma se interpretaron los resultados como habia dado la evidencia de la geometria en el

genoma al de E. coli.

Utilizando la electroforesis CEPGA en A. tumefaciens C58 se encontrd que esta cepa
tiene un cromosoma lineal y uno circular, ademds de dos megaplasmidos circulares. Ningiin otro
reporte ha aparécido desde 1994 para porier a prueba los resultados‘anteriores, ni se ha tratado de
comparar otras cepas de A. rumefaciens, ni de A. rhizogenes. Ademds no estd claro el mecanismo
de intercambio de estos replicones entre las diferentes agrobacterias ni se entiende como estos
replicones han alcanzado su gran tamafio actual, ni el papel evolutivo que han jugado los

replicones independientes para diferenciar al género Agrobacterium del género Rhizobium, el
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cual represenia un grupo de organismos simbiontes de suma importancia en los procesos de

fijacion del nitrégeno (7, 9, 10).

Por su importancia econdmica desde el punto de vista agrondémico; por su cardcter
fitopatogénico y su utilizacién en la ingenierfa genética en plantas nos interesé conocer y
caracterizar la organizacién gendmica del género Agrobacterium. Ademds de su cercania con
otro género, Rhizobium, miembros ambos de la familia Rhizobiacea (fig. 1). Queda por
demostrar si las caracteristicas compartidas entre ambos géneros pueden aportar conocimiento de
valor genético y taxonémico que explique el posible intercambio de DNA entre éstas y otras

bacterias séprofiticas del suelo.

En el presente trabajo se extendid el estudio de la organizacién gendmica de la cepa C58

al estudiar otras cepas de A. tumefuciens y A. rhizogenes mediante la utilizacién de la

electroforesis de campo eléctrico pulsado en geles de agarosa en dos aparatos diferentes.
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Objetivo general

Con base en lo anterior el objetivo del presente trabajo fué.

Determinar el tamafio y la forma de los replicones en el genoma de dos especies del
género Agrobacterium por medio de la electroforesis CEPGA.

Objetivos especificos

1) Caracterizar el nimero y forma de los cromosomas y megapldsmidos presentes en las
cepas, enfocindonos preferentemente a la parte cromosomal, para tratar de extender
los resultados generados con el previamente reportado con una sola cepa de A.’
tumefaciens la denominada C58C1,

2) Comprobar la presencia del megapldsmido criptico en cada una de las cepas bajo
estudio y el peso molecular de los distintos megapldsmidos presentes entre las cepas
en estudio después de la linealizacion.

3) Obtener los patrones de restricciéon del DNA cortado con la enzima Swa I y se calcular
el peso molecular del DNA gendémico de las cuairo cepas de estudio y‘ se compararon

nuestros resultados con los previamente reportados en la cepa CS8C1
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Material y Métodos

Cepas bacterianas utilizadas

Se utilizaron como cepas control por tener un fondo genético de A. tumefaciens C58C1 a
las cepas de A. fumefaciens pRi 1601, pGV 3850 y EHA 105.

Con fines de estudio experimental se usaron a las siguientes cepas:

De A. tumefaciens una cepa que fue aislada, como cepa silvestre en un cultivo de jitomate;
infectado, por miembros del laboratorio de fitopatologfa del departamento de Microbiologia de la
Fscuela Nacional de Ciencias Biolégicas, la cual denominamos A. tumefaciens EIN.C.B. IPN

De A. rhizogenes utilizamos las cepas AR 12, A4, pRi 15834 del cepario del laboratorio
de cultivo de tejidos vegetales de la Unidad de Morfologia y Funcion de la UNAM Campus

Jztacala.

Mantenimiento de las cepas y crecimiento: La cepas fueron mantenidas en medic YEB

sélido, resembrando cada 60 dias, dejando en incubacién a 28°C durante 48h, y manteniéndolas

en el cuarto frio a 4°C hasta una nueva resiembra que se realizé cada 2 meses.

Para la liberacién del DNA se tomé una colonia aislada de Ia cepa seleccionada, y se pasd

2 10 ml de medio YEB liquido, y se dejé incubar durante 48 h. hasta que el cultivo tuvo una D.O.
(densidad éptica) de 0.8-1.0 leido a 590 nm con lo que se obtiene la concentracidon de Dna

recomendada al final del proceso.
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Preparacion de bloques de agarosa con el DNA: Para la inclusién de DNA bacteriano

total en celdillas o bloques en gel se usé Agarosa de Bajo Punto de Fusién de Sigma (ABPF)

como se describe enseguida;

(Técnica de inclusién de DNA de alto peso molecular en celdillas de agarosa BPF.)

. Se crecieron las células bacterianas por 36 a 48h. en 10 ml de medio YEB en agitadora orbital
ajustada a 200 rpm y 28 °C

. Centrifugar a 8000rpm durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada estabilizada a 4
grados centigrados.

. Se lavé y resuspendid en 2 ml (la 5° parte del volumen inicial ) de 200mM NaCl, 10mM tris
pH 7.2 100mM EDTA, solucién A y centrifugé a 400 g por 10 min.

. S¢ quité sobrenadante y agregd 0.5 ml de solucidén A, se resuspendié e incubé a 37 °C.

. Se rr;ezclaron las células en volumen igual de agarosa al 2% de bajo punto de fusidn
estabilizada a 42 °C y se vaci6 en los moldes.

. Se enfri6 la mezcla a 4 °C hasta que gelificaron los bloques (15 minutos aproximadamente)

. Se sacaron los blogues de agarosa formados y se colocaron en tubos cénicos “Falcon” de
15m).

. Incubar con la solucidn de lisis con lisozima fresca 1 ml. a 37 °C con agitacién suave de 2-6h.
. Quitar la solucién de Ifsis y agregar de 2 a 3 voltimenes de BD con prdteinasa K y RNAasa

0.5%

10. Incubar por 1 o 2 dias a 50 °C con agitacién suave

11. Se puede almacenar muestras a 4 grados centfgrados en el buffer de digestién por un corto

tiempo.
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12. Lavar con solucién amortiguadora TE 1X vy se almacena a 4°C para evitar degradacién por

nucleasas contaminantes.

Solucién amortiguadora BD (Buffer de Digestion).

Buffer de Digestién

EDTA pH 8.0

Lauroyl Sarcosina sal sédica (Catalogo Sigma #1.5125)

Proteinasa K

Solucién de Ifsis para bacterias

Reactivos Concentracién
Tris 10 mM

NaCl 50 mM
EDTA 100 mM
Deoxicolato de Sodio 0.2%

Sarcosyl sal Sodica 0.5%

Conc. final 0.5X

0.5M

1%

0.5 mg/ml
Sol. Stock p/preparar 50ml
IM 0.5 m!
4 M 0.625 ml
0.5MpHR.0 10.0 ml

Cat Sigma #D6750 0.1g

Cat. Sigma #L.5125 0.25 g

(Ajustar a pH 7.5)

Aparatos utilizados para la electroforesis CEPGA: Se usaron dos equipos diferentes, un

aparato CHEF DR-II producido por la compafifa BioRad (No. de Cat. 170-3612). Este equipo

presenta seis electrodos distribuidos hexagonalmente en una celda donde se puede colocar uno o

dos geles de 12 x 14 cm apildndolos uno sobre otro, y aproximadamente 2.5 lt. de solucién
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amortiguadora. En este aparato, €l campo eléctrico gira 120° periédicamente controlado por una
unidad electrénica que regula el tiempo entre cada periodo. A través del controlador electrénico
se pueldc activar el aparato con un programa de pulsos complejo denominado “ramping” bastante
elaborado que consiste en un incremento progresivo y lineal del tiempo entre pulsos. Ademds
puede orientar el patrén de corrida hacia algiin lado del gel en vez de dejarlo por el centro como

ocurre normalmente con otros equipos (2,4).

El sistema TAFE es también un sistema de corrimiento de campos pulsados homogéneo
pero a diferencia del que fue descrito anteriormente. Este s6lo esta formado por cuatro electrodos
los cuales generan dos campos eléctricos que libera pulsos alternantes en dngulos de 90° en un
gel colocado de forma vertical, en una cdmara con capacidad para 3.5 It, de sol. amortiguadora.
Al mismo sistema se le puede conectar una computadora convencional con un programa de
pulsos, en el caso del que nosotros ocupamos estaba conectado a una computadora 486 marca
Acer. Gracias a que no se pierde la memoria de los tiempos de corrimiento real se puede
continuar el desarrollo de la corrida ain después de interrupciones de cotriente, hasta completar

el total del tiempo seleccionado para cada experimento,

Ya que el equipo CHEF es el dnico ciue cuenta con la opcién de programacién ramping,'
se usd regularmente con una seleccion de un rango de 90 a 300 seg como se encontré en la
bibliografia consultada y que es 6ptima para lograr {a mejor resolucién de las bandas del elevado
peso molecular de los cromosomas y los megapldasmidos linealizados de manera semejante a

como se ha reportado en otras especies bacterianas (19, 4).
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Linealizacién del DNA. Se usaron dos métodos para linealizar los replicones circulares

cerrados incluidos en los bloques de agarosa:

)Irradiacién con rayos gama. Para realizar la ruptura de los enlaces fosfodiester del DNA

se ocup6 la energia de la radiacién gama emitida por la desintegracién del ’Cs de un aparato
Gamacell. Se us6 un intervalo de radiacién en los bloques del DNA de entre 1-4 Krads para tratar
de optimizar la intensidad mds apropiada en el rompimiento tinico en cada una de las hebras de la
doble cadena del DNA. Se seleccioné éste intervalo con la finalidad de encontrar la energia mas
conveniente para inducir rompimientos tinicos en la doble cadena ¥ para obtener la linealizacién
de los replicones circulares covalentemente cerrados. Fue necesario la optimizacién para evitar la
sobredosis y el obtener una fragmentacién excesiva y la consiguiente aparicién de muiltiples
bandas (19). El equipo Gammacell 1000 elite de la compafifa Nordion que nos fue permitido usar
para irradiar nuestros bloques de DNA se encuentra en el Instituto de Investigaciones

Biomédicas.

ii)Tratamiento con S 1. Esta enzima la nucleasa S 1 (Boehringher) actda sobre el DNA de
cadena tnica lo que la hace ideal para su uso en material genético superentrollado como son
pldsmidos de peso molecular elevado. La linealizacién de estos elementos genéticos se efectiia
por cortes de la doble cadena con muy poco grado de especificidad en cuanto a reconocimiento

de secuencias (2).
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Para la utilizacion de la enzima S I se realiz6 el siguuiente protocolo

1. Se lavé el material con 1 volumen de Tris HC1 100mM pH 7.5 por 10 min. con agitacién
suave.

2. Decantar.

3. Repetir el paso 1.

4. Se lav6 una vez mas con bufer para enzima S1 durante 10 min, con agitacién snave,

5. Decantar.

6. Agregar 1 volumen del bufer de lisis y una alicuota de 5l de enzima S1.

7. Incubar a 4°C por 8 hr.

8. Incubar a 37°C por 2 hr.

9. Parar la reaccién con bufer TE 1X y dejar los bloques tratados con la enzima en éste mismo

pbuffer a 4°C hasta €l momento de ser usados.

Restriccién del DNA de los blogues.

Restriccién enzimdtica, Para esta técnica se utilizaron enzimas de restriccion con

reconocimiento de sitios especificos de hexanucleétidos (Eco RI 'y Hin DIIT) y octanucledtidos
como la Swal (Boehringher).
Como ya se ha mencionado se tuvo la necesidad de usar una alicuota de enzima muy

concentrada (40 U/ul) por largo tiempo para que esta pudiese cortar el material genético de los

bloques de agarosa:
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Se tomo un trozo pequefio de agarosa, de aproximadamente 2 x Smm, y se lavd tres veces
con Tris HCl 100 mM a pH 7.5 para eliminar el buffer TE, ya que el EDTA del amortiguador se
une al Mg™" del buffer de restriccién inhibiendo la accién de las enzimas.

Se usé 2ul. de enzima en 100l de buffer con un trozo de la agarosa con el DNA, se dejé
incubar a 4°C duvante 8h para que la enzima difundiera en la agarosa, después un periodo de
digestién de 8h a 36 °C, y nuevamente se puso una alicuota de 2. de enzima dejando 8h a 4°C y

8h a 36 °C nuevamente
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Resultados y Discusién

Corridas sin tratamientos.

* Tiempos de corrida y agotamiento del buffer.

En las primeras electroforesis usamos tiempos de corrida de 24-48h y ocasionalmente de
72h. Para optimizar recursos se decidié reciclar el buffer usado en corridas anteriores en una
proporcién de 1:1 v/v amortiguador fresco/usado para los corrimientos del DNA. Se puede ver en
las figs. (4, 5) con y sin reciclamiento respectivamente que la separacién del DNA no se ve

afectada por el reciclamiento del amortiguador usado en una sola ocasién,

Geles sin tratamientos. En éste primer grupo de geles se intentd hacer una caracterizacion

como fase inicial de las muestras de DNA de las cepas que tenfamos en el laboratorio, y
adicionalmente se probaron diversas condiciones de corrimiento en los equipos CHEF II y TAFE

variando el tiempo entre pulsos y voltaje.

En la mayoria de los geles (fig. 3, 4, 5,) pudimos observar dos bandas (ue aparecen muy
juntas en una formacién poco comiin para las bandas de DNA. Estas se presentan en forma de
trapezoide y en ellos se pueden observar en las muestras menos cargadas que se componen de
una banda bien definida en la posicién mds lejana al origen y abajo estd una banda mds tenue y
pesada que corresponde al cromosoma circular. La lincarizacién del mismo probablemente se

deba al rompimiento de una pequefia fraccién durante el manejo y la liberacién del DNA de las
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células

En Kpb

3000
2100

Figura 3. Electroforesis en equipo CHEF, muestras sin tratamiento, Electroforesis en
sistemna CHE-DR II con duracién de 24h a 180v con intervalo entre pulsos de 45 s cn
agarosa de baja electroendosmosis al 0.8%, Marcador cromosomas de S. pombe (carril 1)
DNA sin tratamicnto de las cepas: A, tumefaciens PGV 3850, A. tumefaciens pRi 1601, A.
rizhogenes pRi 15834, A, tumefaciens ENCB carriles 2, 3, 4, 5 respectivamente,
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En Kpb

3000
2490

Figura 4. Electroforesis en equipo CHEF, muestras sin tratamiento con agarosa de grado
cromosomal. Electroforesis en sistema CHEF-DR 11 con duracién de 48h a 150v Intervalo entre
pulsos ramping 90 a 300 s en agarosa grado cromosomal al 0.8%. Marcador cromosomas de S.
pombe (carriles 1 y 10) DNA sin tratamiento de las cepas: A. tumefaciens ENCB, A. rizhogenes
AR12, A, tumefaciens EHA 105, A. tumefaciens pRi 1601, A. rizhogenes pRi 15834, A. rizhogenes
LBA 9402, A. tumefaciens PGV 3850, A. rizhogenes A4, carriles 2,3, 4,5,6,7, 8,9
respectivamente.
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Figura § Electroforesis en equipo TAFE, muesiras no tratadadas, v tratadas con
enzima Eco R1. 48 h; 120 v; agarosa de baja electroendosmosis 19; 3 puisos 1°
75516 h, 2° 150 s 16 h, 3° 300s 16 h Marcador cromoscmas de S, cereviceae
(carril 9) DNA sin tratamiento de las cepas; A. rizhogenes LBA 9402, A,
tumefaciens pRi 1601, A, tumefaciens EHA 105, A. tumefaciens ENCB, A.
rizhogenes AR12, A, rizhogenes Ad, carriles 1, 3, 4, 5, 7, 8 respectivamente;
DNA tratado con la enzima de restriccion Eco R1 de las cepas: A, rizhogenes
LBA 9402, A. rizhogenes AR12, carriles 2 y 6 respectivamente,
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embebidas en la agarosa. O tal vez a los cortes tinicos en la doble cadena que se generaron por el
voltaje aplicado durante la corrida. Esta banda es la responsable de la observacién de una figura
con forma de trapezoide, pues en su punto mas cercano al origen es estrecha, y debido a la escasa

separacién de ambas bandas dan una apariencia de ésta figura geométrica.

Se puede observar en las fotograffas de las primeras corridas (figs. 3, 4, 5) que no fue
posible observar en ningin caso la aparicién de bandas correspondientes a los pldsmidos
circulares cerrados covaléntemente que tienen cada una de las cepas estudiadas. Estos resultados
concuerdan con lo reportado por otros grupos que han utilizado la electroforesis CEPGA y nos
indica que no puede separar pldsmidos circulares cerrados de pesos moleculares superiores a los
50,000 pb, ya que éstos no entran al gel y se quedan en el pozo de aplicacién (26, 20). La
ausencia de los pldsmidos en el gel se debe a la conformacion tridimensional de estos como
replicones circulares, ya que por ser moléculas circulares cerradas y con superenrrollamiento que
les confiere una conformacién muy ovillada y con esta estructura tridimencional es dificil que

entren a los poros de la matriz de la agarosa.

Se intentd desde €l inicio la optimizacién de los pardmetros de corrimiento por lo que se
fijaron las mismas condiciones de corrimiento'que se indican en el manual de usuvario del
aparato, y las previamente repottadas por Allardet Servent et al., (1) ya que coincidimos con
estos investigadores en la utilizacién del mismo aparato (CHEF-DR Il Biorad} para realizar una
parte del presente estudio. Con las primeras condiciones obtuvimos los mejores resultados para la

electroforesis en un tiempo total de 48h., con un intervalo de tiempo entre pulsos que va de los
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90s al principio de la corrida los 300s al final, variando el intervalo en forma gradual y constante
durante el tiempo que dura la electroforesis por medio del incremento lineal del tiempo
(ramping). Casi la totalidad de los investigadores del mismo campo coinciden en recomendar
como una condicién éptima el hacer las corridas entre 10 y 13 °C. Como el equipo CHEF
utilizado carece de refrigerante decidimos utilizar el sistema en el cuarto frio con una

temperatura de 4°C y tratando de mantener entre 10y 13° C la temperatura del amortignador.

En Los primeros resultados que obtuvimos con esta técnica de electroforesis en varias
cepas de Agrobacterium se traté de probar a las muestras de DNA de cepas con fondo celular de
A. tumefaciens C58CI (fig. 3). El propdésito fue saber si podiamos obtener el mismo resultado
que presentaron previamente Allardet Servent et al, (1). En el trabajo referido se probaron
diferentes condiciones de corrimiento con respecto al intervalo de tiempo utilizado con el fin de

optimizar la separacién de las bandas de DNA intacto y restringido con endonucleasas.

Lo maés notorio de esta figura es la similitud de nuestros resultados con los encontrados
por Allardet Servent et al., (1), v la manera en que las distintas modificaciones afectan el
desarrollo de la corrida. Encontramos ademds que las condiciones que afectan de manera mds
significativa la definicién de las bandas son el tiempo total de la corrida y el incremento lineal de
cambio del tiempo inicial y final entre los pulsos aplicados durante la corrida (ramping). Con la
utilizacién del “ramping” se obtuvo una zona de definicién Gptima mds amplia en casi todo lo
largo del gel, lo cual fue idéneo para los fines del proyecto donde se pretendié obtener la

separacidn mdxima entre los cromosomas y los megapldsmidos.
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Comparacidn del corrimiento de los DNAS con diferentes agarosas.

En éste experimento quisimos comparar los resultados obtenidos en agarosa con alto
grado de pureza para electroforesis convencional contra los que se¢ obtuvieron con agarosa grado
cromosomal seglin sefialan las recomendaciones de las compaiifas que fabrican reactivos para el
trabajo en Biologia Molecular y que especifican tinicamente en éste tipo de agarosa para la
éptima separacién de los marcadores de peso molecular, como los cromosomas de levaduras
durante la electroforesis CEPGA. Suponiamos que las diferencias en la composicién y/o
gelificacién entre las agarosas de alguna manera podrian influir en el corrimiento de las bandas
de DNA cromosomal de nuestras muestras, ya que al inicio del proyecto estabamos preocupados
por la mata resolucién de las bandas cromosomales que obtenfamos a causa del uso inapropiado
de agarosa para la electroforesis convencional, en vez de usar agarosa de grado cromosomal,
recomendada para la electroforesis de campos eléctricos pulsados. Por lo cual decidimos correr
algunos geles con agarosa grado cromosomal y que de acuerdo a los protocolos encontrados en la
mayorfa de los articulos donde s¢ ha reportado el uso de la electroforesis CEPGA solo se

describe ¢l uso de la agarosa especifica para este tipo de trabajo.

Se traté de usar muestras con una concentracién de DNA similar, como se puede observar
en la fig. (4). Es evidente de nuevo que en el gel preparado con agarosa de grado DNA
cromosomal no fuimos capaces de mejorar la resolucién de las bandas y resultaron similares a los
patrones de corrimiento del DNA obtenidos en geles de agarosa convencional. En ambos tipos de

geles puede observarse que bastante material genético permaneci6 en los pozos de aplicacion, y
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el corrimiento de las bandas del marcador de peso molecular es muy similar en ambos. La
similitud en la migracién de los DNA’s en las diferentes corridas (figs. 3 y 4), nos indicaron
claramente que la agarosa para electroforesis convencional utilizada para los experimentos
iniciales tenia caracteristicas equiparables a la agarosa de grado cromosomal. Por lo tanto y
debido a la diferencia en costos entre las agarosas para geles convencionales y la para la
electroforesis CEPGA se prefirié usar la primera en toda la experimentacion realizada. Por lo
cual se uso indistintamente ambos tipos de agarosa a través de todo el estudio realizado y de

preferencia la agarosa para electroforesis convencional.

Mediante un andlisis cuidadoso de cada gel hemos comprobado que realizamos una
seleccién adecuada de pardmetros de corrimiento en los geles para la electroforesis CEPGA
porque pudimos obtener perfectamente las tres fases que se han reportado deben desarrollarse en

los geles de agarosa, cuando hay una buena seleccién de los mismos.

Linealizaciones del DNA. Debido a que no se obtuvieron resultados convincentes de la

existencia o no de los dos cromosomas y la presencia de los plasmidos para cada una de las
muestras de las cepas en estudio, se procedié a aplicar dos diferentes procedimientos de
linealizacién del DNA de alto peso molecular embebido en agarosa para poder observar més
claramente la existencia de los cromosomas en éste grupo de bacterias y asi lograr obtener un
patrén de bandas que nos permitiera comparar nuestros resultados con el previamente reportado

por el grupo francés (1).
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Linealizacién por radiacién. Allardet Servent et al., (1), reportaton la utilizacidn de rayos

X para la linealizacién del DNA del cromosoma circular de A. tumefacien C58C1. Este grupo
francés encontré que la aplicacién de rayos X con una emision de 4krad de radiacion ¢ intensidad
de 6Mev era la éptima para la linealizacién del DNA circular (1). Segiin los clculos realizados
de nuestra previa experiencia radioldgica creemos que dicha intensidad es mds que suficiente
para atravesar las paredes de pldstico de los tubos donde se encontraban las muestras, asi como
también el buffer v la matriz de agarosa. Indagando las especificaciones técnicas de varios
aparatos de emisién de rayos X nos dimos cuenta de que para alcanzar la intensidad que se habia
reportado, sélo se obtendifa si se usaba un sistema de bomblardeo lineal como el que se utiliza
para ¢l tratamiento del cdncer. Por lo cual tener acceso un equipo con las caracteristicas
mencionadas en México seria muy dificil de conseguir para ser utilizado con fines de
experimentacién. Asf que se decidié usar una fuente de radiacién alternativa del equipo Gama
Cell con fuente de '*’Cs con una intensidad de 5Mev que emite radiacién gama. Al hacer los
célculos se encontrd que esta intensidad era mds que suficiente para que la radiacién llegase a la

muestra, aunque tuvimos que corroborar lo anterior experimentalmente.

Aungue al principio, al tratar de seguir al pie de la letra la metodologia del trabajo de
Allardet Servent et al., (1) se sometieron nuestros bloques de agarosa con las muestras a una
radiacién de 4krad de rayos gama. Al someter el DNA a corrimiento en geles de agarosa nos
percatamos de que el tratamiento fue excesivo ya que no se observaron bandas definidas, sino un
barrido a lo largo del gel (fig. 6) A. tumefaciens pRi 1601 4Krad, A. rizhogenes AR12 4Krad y A.

rizhogenes A4 4Krad, carriles 3, 7, 9. Por esta raz6n dedujimos que el tratamiento fue demasiado
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intenso promoviéndose la degradacién excesiva del DNA de acuerdo a los fines fijados desde el
inicio. Por lo tanto tuvimos gue experimentar con oiras cantidades de radiacién de menor
intensidad; 1 y 2 krad y encontramos que la mds favorable para obtener rompimientos tnicos en
1a doble cadena para linealizar el DNA circular, fueron las muestras tratadas con 2 krad (fig. 6) A.
tumefaciens pRi 1601 carriles 1 y 2; A, rizhogenes AR12 carriles 5 y 6; v A. rizhogenes A4

carriles 8 y 10,

En las fig. (7 y 8) se puede observar en el carril 2 esta cargado el DNA de la cepa ENCB
con un tratamiento de 2 krad. se obtuvieron bandas claramente definidas, y partiendo de origen
tenemos primero una banda muy pesada de alrededor de 3.0 mpb, la siguiente banda es muy
gruesa y corresponde a los 2.1 mpb, y finalmente tenemos una banda correspondiente a un
megaplasmido de 450 kpb. La fotograffa que s¢ tomo después de las 20 h aparecen 3 bandas
también , pero en realidad aparece una o quizds dos bandas nuevas de bajo peso molecular y atin
no es suficiente tiempo para que entrard la banda de 3.0 mpb. También se puede observar en el
3er carril DNA de la cepa LBA 9402 tratada con 2 krad. Pueden apreciarse 4 bandas, aunque la
banda de 3 mpb no se ve muy bien definida, nuevamente tenemos una banda de 2.1 mpb muy
marcada, y 2 bandas de megapldsmidos de 530 kpb y 400 kpb. Después de 20 h en éste carril sélo
se ve una banda, la de 2.1 mpb.A La cepa A. rhizogenes A4 con tratamiento de 2 krad (fig. 8),
aparecen por lo menos 2 bandas bien definidas y una tercera, que no se ve del todo clara, la banda
que se ve muy poco es de 3.0 mpb, la siguiente es la banda de 2.1 mpb, y finaimente una banda

de un megapldsmido de tamafio 335 kpb.
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Figura 6. Bleciroforesis en equipo CHEF, muestras tratadas con radiacién. con 48 h, 150y,
ramping 90 a 300 seg, Agarosa de baja electroendosmosis 1,0% Marcador cromosomas de S,
pombe (carril 4) DNA tratado con 1 Krad de las cepas: A. tumefaciens pRi 1601, A. rizhogenes
ARI12, A. rizhogenes A4, carriles 1, 5, 10 respectivamente. DNA tratado con 2 Krad de las cepas:
A. tumefaciens pRi 1601, A. rizhogenes AR12, A. rizhogenes A4, carriles 2, 6, 8 respectivamente.
DNA tratado con 4 Krad de las cepas: A. tumefaciens pRi 1601, A. rizhogenes AR12, A. rizhogenes

Ad, carriles 3, 7, 9 respectivamente,
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Figura 7. Elcctroforesis de 20 h en equipo TAFE, muestras tratadas con radiacién y con la
enzima Swa 1 con 32 h de watamiento. Electroforesis de 45 h, 150v, 7 pulsos: 1° 10s X Sh;
2° 20s X 5h; 3° 30s X 5h; 4° 60s X 5h, Agarosa de baja electroendosmosis 1.0% Marcador
cromosomas de S, cerevicege (carril 1) DNA tratado con 2 Krad cepas: A. tumefaciens
ENCB, A. rizhogenes LBA 9402, A. rizhogenes Ad, carriles 2, 3, 9 respectivamente. DNA
tratado con enzima Swa 1 cepas: A. tumefaciens ENCB, A. tumefactens EHA 105, A.
rizhogenes A4, A. rizhogenes AR12, A. rizhogenes LBA 9402, carriles 4, 5, 6 |7, 8
respectivamente,
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Figura 8. Electroforesis de 45 h en equipo TAFE, muestras tratadas con la enzima Swa 1 y con
radiacion con 32 h de tratamiento. Electroforesis de 45 h, 150v, 7 pulsos: 1° 10s X 5h; 2° 205 X 5h; 3°
30s X'5h; 4° 60s X 5h; 5° 90s X 5h; 6° 120s X 5h; 7° 150s 5h., Agarosa de baja electroendosmiosis
1.0% Marcador cromosomas Sacaromices cereviceae (carril 1) DNA tratado con 2 Krad cepas: A.
tumefaciens ENCB, A. rizhogenes LBA 9402, A. rizhogenes A4, carriles 2, 3, 9 respectivamente, DNA
tratado con enzima Swa 1 cepas: A. tumefaciens ENCB, A. tumefaciens EHA 105, A, rizhogenes A4,

A. rizhogenes AR12, A. rizhogenes LBA 9402, carriles 4, 5, 6 .7, 8 respectivamente,
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Posterior a la optimizacién de radiacién gama aplicada a los bloques de DNA y que
correspondi6 a los 2 Krad, pudimos observar la aparicién clara de al menos 2 pldsmidos en todas
las muestras y muy especificamente se observé también la aparicién de un tercer pldsmido en las
cepas ENCB y A4 (fig 6). La tnica explicacién que tenemos actualmente para éste resultado
inesperado es a presencia de cointegrados de los plasmidos pRi y criptico, en las cepas A4 y pRi
15834, como lo han reportado previamente otros investigadores. Hasta ahora no tenemos una
explicacién que justifique el porque se da la aparicién de este tercer pldsmido sélo en algunas
cepas y no en todas las agrobacterias estudiadas, ya que muy probablemente en todas las cepas
existan secuencias repetidas como transposones y secuencias de insercién sobre ambos
replicones, lo que resnlta en igual posibilidad de formar cointegrados en cada una las cepas o

puede tratarse de algiin tipo de artefacto generado por los tratamientos aplicados.

Tambien se observan dos bandas correspondientes a los cromosomas en cada cepa, y los
pesos moleculares son muy parecidos en todas ellas. Ademas, fueron muy similares a los de la
cepa C38CI (fig. 6) A. tumefaciens pRi 1601 carril 2; A, rizhogenes AR12 carriles 5y 6 . Sin
embargo se ha reportado que dependiendo de la concentracién de DNA en la muestra los pesos
moleculares obtenidos a partir de la distancia de migracién de las bandas, pueden variar por
sobrecargar la capacidad de resolucién del gél, siempre y cuando no se esté en la zona T o de’

compresion (5).

Pensamos que la diferencia entre la cantidad de radiacién que usaron Allardet y cols y la

que nosotros encontramos experimentalmente como més adecuada para la linealizacién del DNA
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se debe a que la radiacion y es mds ionizante debido a que la fuente que nosotros usamos emite

rayos que provocan efecto compton y efecto fotoeléctrico. Por lo que obtenemos multiplicidad de
cfectos y esto ocasiona que cada unidad de energia en los rayos gama pueda causar el doble o
triple del dafio que ocasionan los rayos X los cuales s6lo logran el efecto fotoeléctrico debido a

las caracteristicas fisicas de su fuente emisora,

En cuanto a los resultados que obtuvimos con esta técnica puede mencionar que en cierto
modo fueron los esperados en cuanto a que fuimos capaces de encontrar la radiacién adecuada
para la linealizacién del cromosoma circular y los megapldsmidos. Aunque estd la situacién de
resultados un poco diferentes en algunos casos debido principalmente a la diferente
concentracién del DNA en Jas muestras, que resulté en algunos casos en una movilidad un poco

anormal de las bandas,

b) Linealizacién por medio de la endonucleasa S 1. A pesar de haber logrado la

lincalizacién de nuestros replicones circulares con irradiacién gama, quisimos corroborar
nuestros resultados e intentamos otro método de linealizacién de nuestros replicones circulares.
Se intenté comprobar si el método de digestién controlado con la nucleasa S1 era iitil para la
iineali—zacién de gendforos bacterianos circulares cerrados covaléntemente, ya que él método de
linealizacién con la endonucleasa S1 se habia usado con éxito para pldsmidos circulares cerrados
de mediano peso molecular y megapldsmidos circulares incluidos en bloques de agarosa. Hasta
donde sabjamos esta técnica no se habfa intentado utilizar para la linealizacién de moléculas de

cromosomas circulares.
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Los resultados que obtuvimos por éste método de linealizacién no fueron muy
alentadores o favorables para el DNA del cromosoma circular (fig. 9) A, tumefaciens pRi 1601
S1 carril 7 y A. tumefaciens EHA 105 carril 8. Sin embargo éste tratamiento si parece haber
funcionado para Ios megapldsmidos en las mismas muestras ya que se pueden observar la
aparicién de bandas de pesos moleculares menores a las 500kpb por lo que podemos deducir se
trata de las bandas de pldsmidos cripticos, pTi y pRi linealizados por el tratamiento. Una posible
explicacién para la falta de susceptibilidad al tratamiento con S1 para linealizar nuestros
cromosomas se¢ puede deber a posibles diferencias en la conformacién espacial entre las
moléculas de DNA circular del cromosoma al ser liberado durante la lisis bacteriana en los
bloques de agarosa y los pldsmidos. Esto impediria la formacién con igual facilidad las regiones
de cadena sencilla que parecen ser los sitios que reconoce ¥ corta la enzima S1 (2), 0 también
podrfa interpretarse como una falta de liberacién completa de las proteinas asociadas al DNA
cromosomal por lo que los posibles sitios de corte para enzima no se forman espontdneamente en

el cromosoma durante las condiciones usadas para el ensayo.

Electroforesis con el sistema TAFE. Poco tiempo después del inicio del proyecto se
presenté la oportuhidad de realizar las electroforesis en otro sistema de geles de campos’
pulsados, el sistema denominado TAFE de Beckman. Ante la oportunidad de poder comparar los
cotrimientos logrados en el sistema CHEF 1I se realizaron corrimientos de algunas muestras
seleccionadas tanto ne irradiadas como irradiadas con éste sistema. Como se puede apreciar en

las fig. (5, 10 y 11) el corrimiento de nuestras muestras en €ste sistema se obtuvieron mejores
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Figura 9. Electroforesis en equipo CHEF, muestras tratadas con la enzima de restriccion Hin DIIL
y endonucleasa S1. Electroforesis de 35 h, 170 v,"2 pulsos: ler pulso 15h. con ramping de 10 a 30
s; 2do pulso 30h. con ramping de 90 a 150 s Agarosa de baja electroendosmosis 1.0% Marcador
cromosomas de S. cereviceae (carril 10) DNA sin tratamiento cepas: A. richogenes Ad, A.
tumefaciens ENCB, carriles 5 y 9 respectivarnente. DNA tratado con enzima Hin DIII cepas: A.
rizhogenes LBA 9402, A, tumefaciens ENCB, A. rizhogenes A4, A. tumefaciens pRi 1606, A.
tumefaciens EHA 105 carriles 1, 2, 3, 4, 6 respectivamente. DNA tratado con enzima S1 cepas: A.
tumefaciens pRi 1606, A, tumefaciens EHA 105, carxiles 7 y 8 respectivamente.

53




en Kpb

20
1600 + 1125-cemnen

1020- .-
945 oo

L A TR
785 + 750--
1114 NETE—

P 1
[ S—

430

365
285

225

90

Figura 10 Electroforesis de 20 h en cquipo TAFE, muestras sin tratar, tratadas con la
enzima Swa 1 y con Eco R1, con 8 h de tratamiento. Electroforesis de 20 h, 150v, 4 puisos:
1% 10s X 5h; 2° 20s X 5h; 3° 30s X 5h, 4° 60s X Sh, Agarosa de baja electroendosmosis
1.0% Marcador cromosomas de S. cereviceae {carril 1) DNA sin tratamiento cepas; A.
twmefaciens ENCB, A, richogenes A4, A. rizhogenes LBA 9402, carriles 2, 5, &
respectivamente. DNA tratado con enzima Eco Rl cepas: A. tumefaciens ENCB, A.
rizhogenes Ad, carriles 3, 6 respectivamente. DNA tratado con enzima Swa 1 cepas: A.
tumefaciens ENCB, A, rizhogenes AA, A. rizhogenes LBA 9402, carriles 4, 7, 9
respectivamente.
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Figura 11 Electroforesis de 45 h en equipo TAFE, muesiras sin tratar, tratadas con la
enzima Swa 1 y con Eco R1, con 8 h de incubacién. Eiectroforesis de 45 h, 150v, 7 pulsos:
1° 10s X 5h; 2° 20s X 5h; 3° 30s X 5h, 4° 60s X 5h; 5° 90s X 5h; 6° 120s X 5h; 7° 150s
5h., Agarosa de baja elctroendosmosis 1.0% Marcador cromosomas S. cereviceae (carril 1)
DNA sin tratamiento cepas: A. fumefaciens ENCB, A. rizhogenes A4, A. rizhogenes LBA
9402, carriles 2, 5, 8 respectivamente. DNA (ratado con enzima Eco RI cepas: A.
tumefaciens ENCB, A. rizhogenes A4, carriles 3, 6 respectivamente. DNA tratado con
enzima Swa 1 cepas: A. tumefaciens ENCB, A. rizhogenes A4, A. rizhogenes LBA 9402,
carriles 4, 7, 9 respectivamente.
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resultados en la separacion y resolucién de las bandas que las obtenidas en el sistema CHEF,
También se decidié utilizar el sistema TAFE para resolver las muestras con tratamientos
enzimdticos, aun cuando se continuo haciendo corrimientos electroforeticos para DNA irradiado

con el aparato CHEF.,

Pudimos comprobar por los resultados obtenidos con los distintos corrimientos de
nuestras muesiras en ambos sistemas que la resolucién es comparativamenie similar, aunque

pricticamente notamos que:

Fue mas facil la colocacién del gel en la cdmara de electroforesis, la conexién y
programacién del equipo CHEF con respecto al equipo TAFE, ya que la computadora que
controla los pulsos en el aparato CHEF esta especialmente disefiada e integrada para éste
propdsito, y las funciones se fijan con mayor facilidad. La instalacién del equipo y el gel se
facilita debido a que la posicién del gel es horizontal, y el tipo de conexiones estin bien
especificados. En el TAFE la posicién vertical del gel propicia que éste se rompa con facilidad
durante su manejo y colocacion, y no tiene una computadora que éste disefiada especificamente
para el control de la liberacién de los pulsos del aparato, sino que se debe manejar a través de un
software que se instala en cualquier marca de computadora, 0 a través de una computadora ‘que
da pulsos pero que no es especifica para éste sistema. Esto dificulta la conexioén del equipo a la
computadora y el manejo del programa que dirige los pulsos durante la electroforesis resulta ser

muy complicado.
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En cuanto a la utilidad de los componentes y el disefio del aparato, el TAFE es mejor, éste
sistema tiene mayor capacidad en cuanto a volumen interior para contener al amortiguador y al
gel, por lo tanto mayor capacidad para recibir buffer (2000ml CHEFF, 3500ml TAFE) lo cual
ayuda a que el agotamiento de la capacidad amortiguadora sea menor en el sistema TAFE en
comparacién al CHEF en cualquier lapso de tiempo determinado. Ademds los elecirodos del
sistema TAFE son més cortos que los del sistema CHEFF, lo cual reduce ¢l desgaste electrolitico
del buffer, debido a estas caracteristicas no se tuvo que cambiar el buffer para hacer corridas

"Jargas de tiempo (48-72h). Ademds utilizando el TAFE controlado con una computadora ACER
y software diseflado para éste sistema se podia continuar la corrida después de percances
ocasionados por apagones porque guarda en la memoria en que momento se paro la
electroforesis, en cambio en el sistema CHEFF, si hay un apagdn la computadora pierde la
memoria del tiempo de corrida transcurrido hasta el punto del percance y por lo tanto se tiene que
reiniciar de cero el corrimiento. De ésta manera no se puede saber el tiempo real de corrida hasta
antes del apagén o por descompostura de un fusible por sobrecarga de energia en el sistema

CHEF. Asi que esto resulta ser una de las grandes debilidades del sistema.

Los mejores resultados de separacién de las bandas cromosomales y de digestién con Swa
I(fig. 7y 8) los obtuvimos con el aparato TAFE, pero tomando en cuenta la versatilidad de los
pardmetros de cambio en las condiciones en el corrimiento en aparato CHEFF, y considerando Ia
limitacién del tiempo de vida util del amortiguador y con las precauciones debidas de reuso de
éste, con lo que respecta a los resultados también resulté muy confiable nuestra estrategia de

trabajo.
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Electroforesis de los bloques de agarosa fratados con las enzimas de restriceién Eco R1 y

Hin DII. Con el fin de comprobar si nuestras muestras estaban lo suficientemente limpias de
proteinas celulares y que hubieran determinado la falta de digestién de la nucleasa S1 decidimos
hacer tratamientos con varias enzimas de restriccién. Se signié el procedimiento recomendado
para las restricciones de DNA embebido en agarosa (4, 5, 18, 19), que consiste en usar un
volumen grande del buffer apropiado para embeber el blogue y utilizar diez veces mds enzima
que la requerida para hacer las reacciones de digestién del DNA en solucién. Este ensayo sirvié
también como prueba para saber si la pureza del material era suficientemente buena para que se
realizardn reacciones de resiriccidn con enzimas con reconocimiento a un octanucleido como io
es la Swa I, ya que esta enzima es mds cosiosa que la Eco RI y la Hin DI Por lo cual no
querfamos hacer pruebas iniciales con la misma y desperdiciar innecesariamente este reactivo.
Con el procedimiento previamente referido, se pudo establecer las condiciones idéneas para la

restriccion que podrian ser usadas para el tratamiento con la enzima Swa L.

Observando el tipo de patrén de corrimiento generado en las muestras tratadas con Eco RI
y Hin DIIT cepas A. tumefaciens pRi 1601, A. tumefaciens EHA 105, A. rizhogenes ARI12,
(carriles 1-4, 6 fig. 9), (carriles 3, 6 fig. 10 y 11), (carriles 3, 5, 7, 8, 10; fig. 12}, se demuestra
que el material genético embebido en la matriz de agai"osa estaba 1o suficientemente limpio como

para ser restringido con otro tipo de endonucleasas.

Electroforesis de los bloques tratados con la enzima de restriccion Swal. Una vez

establecidas las condiciones mds apropiadas para la digestién con enzimas mas baratas, y que
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Figura 12 Electroforesis en equipo CHEF, muestras tratadas con dos diferentes enzimasde
restriccién y radiacién. Eleceroforesis de 27h, 150v; ler Intervalo entre pulsos 15h 10 a 30s, 27
Intervalo 12h 60 a 150 s, Agarosa de baja electroendosmosis al 1.0% Marcador de S. cereviceae
(carril 1) DNA sin tratamiento, cepa: A. rizhogenes A4, carril 2. DNA tratado con enzima Eco R1
cepas A. rizhogenes Ad, A. tumefaciens ENCB, carriles 3 y 7 DNA tratado con enzima Hin DIII
cepas A. rizhogenes A4, A. tumefaciens ENCB, A. tumefaciens pRi 1601, carriles §, 8, 10
respectivamente. DNA tratado con 2Krad cepas A. rizhogenes Ad, A. tumefaciens ENCB, A.
tumefaciens pRi 1601, carriles 4, 6, 9 respectivamente.
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generaban una gran diversidad de fragmentos, procedimos a realizar cortes con la enzima Swa L
En nuestro primer intento de digestién del material con ésta enzima no funcioné bien ya que el
material quedo pricticamente intacto después de un periodo de incubacién de 8h a 37°C fig. (11)
A. tumefaciens ENCB A. rizhogenes A4 A. rizhogenes LBA 9402 carriles (4, 7y 9). Por lo que
extendimos el tiempo de incubacién a 32 h. y con un aplicacién seriada de dos alicuotas de
enzima, una cada 8h y dejando previamente que la enzima difundiese por la agarosa durante 8h a
4°C con lo que logramos que se restringiera bien el DNA. En las figs. 7 y 8 puede observarse el
gel con algunas muestras restringidas con Swal, y cuyo orden en los carriles es: 1) Marcador de
peso molecular de S. cereviceae, 2) A. tumefaciens ENCB 2 krad, 3) A. rizhogenes LBA 9402 2
krad, 4) A. tumefaciens ENCB Swal, 5) A. tumefaciens EHA105 Swal, 6) A. rizhogenes A4
Swal, 7) A. rizhogenes AR12 Swal, 8) A. rizhogenes LBA 9402 Swal, 9) A. rizhogenes A4 2
krad. De éste gel se obtuvieron imdgenes a dos distinies tiempos de corrimiento la primera
imagen se obtuvo después de 20h. (Fig. 7) de electroforesis hasta ese momento en ninguno de los
carriles se aprecia el cromosoma intacto, por lo que decidimos continuar con la electroforesis
hasta completar 45 h (fig. 8). En la imdgen de la (fig. 7) se distinguen mds bandas
correspondientes fragmentos pequefios de restriccién, pero en la imdgen que se obtuvo después
(fig. 8) se obtiene la mayor definicién de las bandas y mds claridad para la comparacién de la
movilidad con respecto al marcador de peso molecular y por esta razén resulto mds facil la
extrapolacidn de la masa molecular de cada uno de los fragmentos obtenidos de la digestién con
Swa I con respecto a las bandas del marcador de peso molecular formado por los cromosomas de
S. cerevisceae, En A. tumefaciens ENCB Swal, el carril 4 (fig. 8) se presenta un corrimiento

similar al del 2do evidenciando que la restriccién con Swa 1 no funciond para esta muestra por
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alguna razon. Después de las 20 h hay 3 bandas dos de ellas pertenecen aparentemente a
megapldsmidos. En A. rumefaciens EHA105 Swal, carril 5 (fig. 8) podemos observar patrén de
restriccién definiéndose muy claramente por lo menos 7 bandas, de las cuales dos de ellas
corresponden claramente a los dos cromosomas intactos de 3.0 mpb. y 2.1 mpb, y 5 bandas
probablemente producto de una digestion parcial que delinean un patrén de restriccién especifico
para la cepa. A las 20 h (fig. 7) aparece un bandeo de restriccién borroso a causa de la mala
calidad de la fotografia. En A, rizhogenes A4 Swal, carril 6 (fig. 8) se observa un pair6n de
bandeo muy similar al anterior con la adicién de una banda, en esta ocasién se presentan las siete
bandas descritas para el caxril anterior con intensidad similar y en la misma posici6n, y una banda
adicional que es la de mds bajo peso molecular. En A. rizhogenes AR12 Swal, carxil 7 (fig. 8) el
patrén de bandeo es practicamente idéntico que en el Sto carril. A las 20 h (fig. 7) aparece un
bandeo borroso, en algunos puntos que se identifica claramente a las bandas aparecen
pricticamente en la misma posicién que las bandas del carril 5. En A. rizhogenes LBA 9402
Swal, carril 8 (fig. 8) el patrén de corrida si varia en gran medida, pues da la impresién de que
aparecen 9 o quizds 10 bandas. A 20 h (fig. 7) de electroforesis éste es el imico carril que

presenta 15 bandas gue se distingunen muy bien unas de otras.
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Conclusiones

-En éste trabajo se pudo comprobar que en todas las cepas de A. tumefaciens con fondo
genético de C58 y la ENCB, ademds de las 3 cepas de A. rhizogenes parecen compartir la
orgahizacion gendmica en cuanto a nimero de cromosomas y topologia tal como fue
previamente descrito por Alardet Servent et al., (1) para la tinica cepa estudiada, la denominada
C58Cl1. Es decir todas las cepas presentaron dos cromosomas, uno circular de 3.0 mpb y uno
lineal de 2.1 mpb y por lo menos dos megapldsmidos. Sin embargo los patrones de bandeo
después de la restriccién con la enzima Swal parecen indicarnos que existen diferencias en la
organizacién fina de los diferentes replicones en las distintas cepas de A. fumefaciens y A.

rhizogenes utilizadas en el presente estudio.

-Los resultados obtenidos con los dos tipos de agarosa nos demuestran que nos es
necesaria la utilizacién de la agarosa grado comosomal, tal v como lo recomiendan los
distribuidores de equipos de electroforesis CEPGA. Por lo que a través de éste estudio casi todo
el trabajo se realizé en una agarosa de baja electroendosmosis para electroforesis convencional,
de esta manera abaratamos los costos en el estudio realizado. Como estrategia a seguir en futuros
estudios usaremos la agarosa para electrof(')resis convencional parai la mayoria de los

experimentos, y la agarosa grado cromosomal se usara cuando se desee corroborar resultados.
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» 10s resultados obtenidos de la digestién con la enzima Swal concuerdan con los
obtenidos por Allardet S. et al en la cepa C58C1, aunque encontramos algunas bandas que no

corresponden a la cepa C38C1 principalmente en las cepas de A. rhizogenes

e Como se ha reportado en las referencias bibliogrificas (18) encontramos que en la
migracidn y la separacién de las bandas influyé la concentracion de la muestra. Esto explica por
que algunos de los distintos corrimientos difirieron en cuanto a la determinacion del peso
molecular de las bandas del DNA uno del otro. Sin embargo. Como comentaron Allardet Servent
y cols (1) en su publicacién de 1995 que es deseable aplicar muestras no irradiadas en altas
concentraciones, para tener la posibilidad de observar claramente la pequefia porcién de DNA

circular linealizado por el manejo de las muestras y sin aplicacién de tratamiento alguno.

-La presencia de los diferentes pldsmidos patogénicos define el tipo de infeccidn para
cada una de las especies y ésta es la principal funcién que se le ha encontrado a estos replicones
los cuales son diferentes en cuanto a tamafio de plismido a pldsmido y su origen evolutivo.
Ademds también hay una diferencia en la aparicién de un tercer pldsmido en las cepas A4 y pRi
15384 formado probablemente como un cointegrado entre el pldsmido pRi y el pldsmido criptico
y que no rparece formarse en las otras cepas en las condicionés de crecimiento realizadas durante

la actual experimentacién (13).

-Las radiaciones ¥, y X presentan algunas diferencias en cuanto a sus capacidades

ionizantes, lo cual hizo que se tuviera que optimizar la técnica para nuesiras condiciones de
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trabajo, y encontramos que experimentalmente la cantidad de radiacidn conveniente para la
linealizacion de los replicones circulares fue de 2krad en buffer TE. Este método de linealizacién
de replicones circularmente cerrados fue bastante reproducible a diferencia del método con S1
que parece no servir para linealizar los cromosomas bacterianos, pero si es Wtil para los

megapldsmidos de estos organismos.

El presente estudio aporta conocimiento ttil para ayudar en la determinacién y ubicacion
taxondmica del gé€nero Agrobacterium en congruencia con los criterios actuales de clasificacién
bacteriana, los cuales se basan en que ademds de las pruebas quimiotaxonémicas, se deben
aceptar ofros criterios como son las relaciones filogenéticas y [a organizacién genética, e incluso
se llega a sugerir como ctiterio de clasificacién la capacidad del organismo para ser patégeno
estricto de cierto organismo. Debido a que este tipo de relacién patogénica requiere de una
estrecha intetrelacién entre el patégeno y el huésped y se da inclusive una coevolucién de ambos

organismos (23, 25, 26).

A éste respecto en nuestro estudio encontramos caracteristicas coincidentes tanto en los
tamafios de los replicones de los cromosomas de las cepas estudiadas como en su arreglo
‘ topolégico y contenido genético, y la conservacién de dste evidenciado por su patrén de
restriccién cacteristico. Esto es congruente con la condicién de que estos organismos estén
agrupados evolutivamente en el mismo género, pero quizds las coincidencias vayan mas alld y
puede ser que los cromosomas de las dos especies estudiadas presenten la suficiente homologia

entre sf como para que sea necesario un rearreglo en su ordenamiento taxonémico, evaluando las
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caracteristicas genéticas con valor taxonémico y quizds encontrando la distancia evolutiva entre
una especie y la otra por medio de la hibridacién entre de genes altamente conservados, y la
determinacién de la conservacién del mismo ordenamiento de los genes en el cromosoma o
cromosomas, y finalmente la secuenciacién completa de los diferentes replicones en las

diferentes especies de las rhizobeaceas.

Incluso ya se ha sugerido que las especies y variedades del género Agrobacterium sean
reacomodados de las cuatro especies comprendidas actualmente (A. rumefaciens, A. rhizogenes,
A. rubi, y A. vitis), en solo tres (A. radiobacter, A. rubi, A. vitis) (26) y que s6lo se deban las

diferencias a la adquisicidn reciente de los pldsmidos Tiy Ri infecciosos.
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Apéndice

Medio YEB para el crecimiento de Agrebacterium

Bacto extracto de carne 5g/1
Bacto extracto de levadura 1g1
peptona Sgh
sacarosa Sefl
MgSO; 2.10° M/l
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Apéndice
Caracteristicas generales del CHEF (Clamped Homogeneous Electric Field) DR-II

Producto: CHEF DR-1I

Fabricante: BIO-RAD Laboratories Litd.

Descripcién: Sistema para corrimiento de DNA en geles de agarosa por medio de campos
pulsados homogéneamente distribuidos en cuanto a intensidad y tiempo entre pulsos.

a) Cuenta con una cdmara para electroforesis con seis electrodos dispuestos en forma
hexagonal.

b) Una fuente de poder que puede emitir corriente directa con intensidad de hasta 200
volts

¢) “Cerebro electrénico” que controla la posicién del campo eléctrico entre los pulsos,
ademds presenta varias funciones, como el incremento lineal del tiempo entre pulsos, o la
orientacién del patrén de corrimiento hacia alguno de los lados del gel.

d) Distribuidor de la energia, este envia la corriente y las “ordenes”™ del cerebro

electrénico en cuanto a la posicion del campo eléctrico a la cdmara de electroforesis.
Es importante sefialar que los cuatro sistemas descritos anteriormente funcionan de

manera independiente uno de los otros, pero se necesitan todos para la electroforesis de campos

eléctricos pulsados en geles de agarosa (figs 13, 14).
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Figura 13, Diagrama de las conexiones del equipo CHEF. Se muestran los componentes del sistema CHEF-DR 11,
De izquierda a derecha y de arriba a abajo sen: 1.Camara de clectroforesis con los electrodos colocados en una
forma hexagonal. 2.Fucnte de poder. 3.Alternador de pulsos. 4.modulo de distribucién de la energfa.
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Figura 14. Diagrama de distribucién de cargas en la celda CHEF en 2 pulsos. Se muestra en una secuencia de 2
pulsos la manera en que cambia la distribucién de las cargas y su intensidad a lo largo de la corrida. Donde cada
hexagono representa a la cémara en un cierto pulso en la corrida, los signos positivo “+” y negativo “-* son las
cargas y su iniensidad esta representada por tamafio del signo. Las lineas en la parte superior de cada signo son los
electrodos y el rectangulo arriba y al centro de cada hexdgono son los pozos de aplicacion, la flecha adentro del
hexagono es la direccion de migracién en el momento en que se esta dando el puiso, y la flecha en la parte inferior es
la direccion “promedic” de la migracién durante toda la electroforesis.
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Apéndice
Caracteristicas generales del Gamacell

Producto: Gamacell 1000 Elite

Fabricante: Nordion International Inc. Canada.

Fuente radioactiva: ' Cs

Funcionamiento: el Gamacell presenta una fuente radioactiva al centro de un escudo de
plomo, el cual presenta una ventana en la parte posterior del equipo donde se presenta la muestra
para ser irradiada, esto se realiza mediante un sistema de rotor que tiene una cimara para muestra
montada en un segundo escudo, dicha cdmara recibe la muestra en la parte frontal del aparato, y
después la lleva a la “ventana” donde se expone a la muestra al material radioactivo, la cantidad
de radiacién que recibe la muestra esta en funci6n al tiempo que esta permanece “frente” a la
fuente radioactiva, y el tiempo se controla mediante un cronémetro que el sistema tiene
integrado.

Seguridad radiolégica del aparato

Escudo anti-radiacién: consta de dos secciones las cuales estdn hechas de plomo y
montadas en armazones de acero.

La proteccién principal es la que contiene a la fuente radioactiva

La otra protecci6n esta destinada al rotor que contiene la cdmara de muestra.

El aparato emite en condiciones tfpicas menos de lmrem/h en la superficie, tomando
como superficie el gabinete de fibra de vidrio, éste valor esta por debajo de lo permisible en ia

norma ANSI N433.1, que permite hasta 20 mrem/h a los 5 cm de 1a superficie (fig.15).
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Figura 15 Caracteristicas del Gamma-Cell. Se muestran las partes principales del irradiador gama, hago notar que en
la cavidad donde se coloca la muestra se encuntra una base giratoria v el escudo de plomo anti radiacion.
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Apéndice
Caracteristicas generales del digitalizador de imagenes Eagle Eye
Equipo digitalizador que cuenta con cdmara fotografica tipo reflex conectada al aditamento

digitalizador, manejado mediante una computadora 486 con 8Mb de memoria RAM con un

sistema de impresién en papel fotografico
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Apéndice

Soluciones amortiguadoras para la preparacion de geles y corrimientos electroforéticos

Amortiguador TE
- 10mM Tris-Cl
-1lmM EDTA
pH 7.5

Amottiguador Tris-Borato (TBE) 5X

para 11
54g Ttis Base
27.5¢ Acido Bérico
20ml EDTA 0.5M
pH 3.0

Amortiguador Tris-Acetato (TAE) 50X

N

para 11
242¢g Tris Base
57.1mi Acido Acético grado glacial
100ml EDTA 0.5M
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8.

9.

Apéndice

(Técnica de inclusién de DNA de alto peso molecular en celdillas de agarosa BPF.)

. Crecer las células bacterianas por 36 a 48h. en 10 mi de medio YEB

. Centrifugar a 400g durante 10 minutos en una centrifuga refrigerada estabilizada a 4 grados

centigrados.

. Se lavo y resuspendié en 2 ml (La 5* parte del volumen inicial ) de 200mM NaCl, 10mM tris

pH 7.2 100mM EDTA, soluci6n A. y centrifugé a 400 g por 10 min.

- Se Quité sobrenadante y agregé 0.5 ml de solucién A, se resuspendié y calentd hasta 37

grados centigrados.
Mezclar las células en volumen igual de agarosa al 2% de bajo punto de fusién enfriada a 40
grados centigrados y se vacian en los moldes.

Enfriar a 4 grados centigrados hasta que gelifique (15 minutos aproximadamente)

. Se dejaron enfriar para formar los blogues de agarosa y se colocaron en tubos cdénicos

“Falcon” de 15ml donde se lavaron.
Incubar a 37 grados centigrados con agitacién suave de 2 a 6 horas.

Quitar la solucién de lisis y agregar de 2 a 3 volimenes de BD 0.5

10. Incubar por 1 o 2 dias a 50 grados centigrados con agitacién suave

11. Al almacenar muestras a 4 grados centigrados en el bufer de digestion.

12. Lavar con solucién amortigunadora TE 1X

Solucién amortiguadora BD (Buffer de Digestién)

75




Bibliografia

1- Allardet-Servent A., Michaux-Charachon S., Jumas-Bilak E., Karayan L., and Ramuz M, 1993,
Presence of one linear and circular chomosome in the Agrobacteriun tumefaciens C58 gemone. J.
Bacteriol. 175: 7869-7874.

2- Barton B.M., Harding G. P., and Zuccarelli A.J.. A general method for detecting and sizing large
plasmids. 1995. Analytical biochemistry. 226: 235-240.

3- Stephen M. Beverley. Estimation of circular DNA size using y-irradiation and pulsed-field gel
electrophoresis. 1989, Analytical biochemestry. 177: 110-114.

4- Birren B.W. 1990. Electrophoresis of large DNA molecules. Ed, Cold Spring harbor laboraory
press. New York. pp: 1-155.

5- Birren B. 1993. Pulsed field gel electrophoresis a praétical guide, Ed. Academic press inc. The
United States of America. pp: 1-251.

6- Drlica K., Riley M., 1990. The bacterial chromosome, American Society for Microbiology,
Washington D.C. 3-13

1- Flores M., Gonzélez V., Brom S.,Martinez E., Pifiero D., Davila G., Romero D., and Palacios R.
1987. Reiterated DNA secuneces in Rhizobium and Agrabacterium spp. 1. Bacteriol. USA. 169:
(12): 5782~5788. ' | ’

8- Flores M., Brom S., Stepkowsky T., Girard M.L., Davila G., Romero D., and Palacios R. 1993,
Gene amplification in Rhizobium: Identificaction and in vivo cloning of discrete amplifiable DNA
regidns (amplicons) from Rhizobium leguminosarum bv. phaseoli. Proc. Natl. Acad. Sci USA. 90:

4932-4936,

76



9- Flores M., Gonzales V. Pardo M.Ag¢., Lejija A., Martinez E., Romero D., Pifiedo D., Davila
G.,and Palacios R.1988.Genomic Instability in Rhizobium phaseoli. J. Bacteriol. 1191-1196.

10- Garcia de los Santos A., Brom S. and Romero D. 1996. Rhizobium plasmids in bacteria-legume
interactions. World Journal of Microbiology. Biotechnology 12: 119-125.

11- Grifiths A., Miller J., Suzuki D., Lewontin R., Gelbart W., 1994. An introduction to Genetic
analysis. W. H. Freeman and Company. U.S.A. 5th edition.

12- Johns et. all.1970. Priciples of radiation protection, Mc Graw Hill Book Co. 4th edition USA.
73-102

13- Jouanin L; Tourneur J; Tourneur C; Casse-Dedlbart F, 1986, Restriction maps and homologies
of three plasmids of Agrobacteruim rhizogenes strain Ad. Plasmid USA 16: 124-134

14- Krieg, N.R. 1988. Bergey’s manual of systematic bacteriology. Vol. 1. Baltimore: Williams &
Wilkins. 964 pp.

15- Kwai-lin Thong, Yuet-Meng Cheong, Savithry Puthucheary, Chong-lLek Koh, Tikki Pang.
1994. Epidemiologic analysis of sporadic Salmonella tiphy isolates and those from outbreaks by
pulsed-field gel electrophoresis. Journal of clinical Microbiology USA (32) 5: 1135-1141.

16- Lognonne J.1.. 1993. Introduction to pulsed-field Gel Electrophoresis. Methodos in molecular
and cellular biology 4: 49-55.

17- Maslow N.J., Slutky M.A., and Arbeit D.R., Aplication of pulscd-field gel electrophoresis to
molecular epidemiology. Applications molecular typing methods. Academic Press. pp: 563-571

18- Norman A. Doggett, Cassandra L. Smith y Charles R. Cantor. The effect of DNA concentration

on mobility in pulsed field gel electrophoresis. Nucleic Acids Research 20: (4), 859-864.

7




19- Piihler A.; 1983. molecular genetics of the bacteria plant interaction. Springer-Verlag. Berlin
Heidelberg. pp: 164-168

20- Quinto C,, Vega H., Flores M,, Leemans]., Cevallos M.A., Pardo M.A., Azpiroz R., Girard
M.L., Calva E., Palacios R. 1984, Nitrogenase reductase: A funcional multigene family in
Rhizobium phaseoli. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 82: 1170-1174.

21- Romaling U; Grothues D; Heuver T; Tummler B; 1992. Physical genome analysis of bacteria,
Electrophoresis 13: 626-631.

22- Samborook J., Fritsch E.F., and Maniatis T.1989. Molécular Cloning A Laboratory Manual. De.
Cold Spring Harbor Laboratory Press , United States of America. Second Editon.

23- Sneath, P.H.A., Mair, N.S,, Sharpe, M.E., eds. 1986 Bergey’s manual of systematic
bacteriology. Vol. 2. Baltimore: Williams & Wilkins. 635 pp.

24- Suwanto A. 1994, Pulsed-field Gel Electrophoresis a Revolution in Microbial Genetics. Asia
Pacific Journal of Molécular Biology and Biotechnology 2: 78-85.

25-Uldis N. Streips & Ronold E. Yadsbin. 1991. A rumefaciens genetics. Modern Microbial
Genetics. Departament of Agricultural chemistry, Oregon State University, Corvallis. Wiley-Liss
pp: 431-453.

26- Young J. M., Takikawa Y., Gardan L., Stead D.E. 1992. Changing concepts in the taxonomy of

plant pathogenic bacteria. Annual Revew of Phytopathology. 30: 67-105

78



