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RESUMEN 

El culti''º bact6'riano int6'<irado por 

Ce 11u1 pmgn¡u¡ flavigena y XantbomonaE sp tiene capacidad 

de degradar 6'1 bagazo de caña d6' azúcar v utilizarlo como 

ún icil f·uente de carbono y eneri;iía para la producción de 

prot .. ína unicelular. En 6'1 cultivo, ~· flavisena tiene 

actividad celulolítica 1 pero s;;u s;;istemil. enzimático 6's;;t.á 

regulado metabólicamente, &iendo émto una limitante para 

aumentar la productividad de proteína uniC6'lular. 

Estudios previos han demostrado que al adicionar 

celulas;;as al medio de cultivo la producción de bioma&a 

aumenta de 1.25 9/l a 3.25 9/l por lo que un incremento 

en la síntesis de celula&as daría como resultado un 

aumentp en la produccidn de proteína unicelular. 

El trabajo aquí reportado es parte de un proY6'cto 

cuyo objQtivo es: aumentar lil. tasa de cr .. cimianto del 

cultivo mixto mediante la sobreproducción de celulasas 

por medio de la clonación mol6'cular v la expresión de los 

~enes que codifican para estas enzimas en cualquiera de 

las dos cepas bacterianas. 

El objetivo del present&- trabajo .fue la 

identi.ficación de plásmidos en Xantbomonas sp con el fin 

de pos;;teriormente, construir un vehículo de clonación 

Mnl•rular para los senes;; que codifican para la síntesis 
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I INTRODUCCIÓN 

IDENTIFICACIÓN DE PLÁSMIDOS 

EN LA BACTERIA Xanthompnas sp. 

El crecimiento demoqráf ico 

consecuencia una demanda cada 

del paía ha traido como 

vez mavor de proteína& 

tanto para la alimentación animal como para la humana, 

esto ha llevado a que la investiqación se enfoque a 

satisfacer estos requerimientos. 

Las fuentes convencionales de proteína para la 

alimentación de los animales v del hombre ha~_sido la& 

veqetales y los animales. En estudio& recientes se ha 

hecho faétible la utilización de las fuente& no 

convencionales de proteína, coma ejemplo las de ori<;:ien 

microbiano 1 bacterias, banqas, alqaa> llamadas proteína 

unicelular. fPUC>, que son nutricionalmente adecuadas 

comparándose con las proteínas provenientes de fuentes 

convencionales. Etata fu.,nte de proteína se emplearía en 

la elaborac i 6n de alimentas balanceados sustituyonda 

parcialmente a otrota materiales, siendo sus aplicaciones 

variadas: alimento en forma líquida, emulsionada, 

semisélida, sólida, para consumo humano o en farra.1es. El 

producto crudo es casi insípido de manera que can ciertos 

aditivas se le da un sabor ~apecífica. 

Actualmente muchas de estas proteínas se destinan al 
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consumo animal va que su empleo en la alimentaci6n humana 

aun no ha sido probado por falta, principalmente, de 

estudios toxicolÓ9icos. Sin embar90 1 utilizando proteína 

qanado se podrían unicelular en la alimentación del 

liberar una 9ran cantidad de granos que se emplearían en 

la dieta del hombre como consecuencia los costos de 

producción ~anadera se reducirían notablemente; además de 

que no se descarta su empleo futuro por el hombre. 

Se ha visto que al9unos microorqanismos son una 

fuente de proteína 

sustratos muy baratos 

muy importante, pueden 

,, abundantes, como lo 

utilizar 

son los 

residuos agrícolas e industriales en nuestro país, que en 

muchos de los casos no tienen un uso específico y que en 

un momento dado podrían causar problemas de contaminación 

al acumularse en el ambiente. 

El uso de estos microorqanismos como .fuente de 

proteCna no convencional tiene ventajas: como es-el corto 

tiempo de duplicación, alta producción en espacios 

pequ~~os, control de sus condiciones de crecimiento v son 

susceptibles a mejoras genéticas. 

En el departamento de Biotecnolo9ía y Bioinqeniería 

del CINVESTAV se realizan estudios para la producción de 

proteína unicelular a partir de baqazo de caña utilizando. 

un cultivo mixto bacteriano inteqrado por Cellulomonas 

flaviqena y Xanthomonas sp. Se tiene por objetivo el 

mejoramiento qenético de este cultivo para una mavor 

producción de proteína unicelular. 
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II GENERALIDADES 

RESIDUOS LIGNOCELULÓSICOS 

Al9unos microor9anismos son una fuente 

proteína unicelular 123,30) entre 

importante de 

los sustratos 

utili2able& por estos microor9anismos está la celulosa, 

que es una fuente de carbono rQnovable disponible en 

<¡1randes cantidades en la tierra 142). La celulosa es un 

pol~sacárido estructural y constituvente de la pared 

celular de la& células ve~etales 1 por tanto se encuentra 

en abundancia en residuos aqrícolas como al baqa20 de 

caña de azúcar, 

etc. 

baqa20 de piña, paja de cebada, tri~o, 

La celulosa es un polímero lineal de la D-<>lucosa 

que posee enlaces 9l~cosídicos ~11-4) y por su 

confiquración p todas las uniones hidroxilo están en el 

mismo plano. Por tanto en una microfibrilla de celulosa, 

donde las cadenas están ordenadas, se forman puentes de 

hidrÓ<¡1eno, 

128>, esto 

dando lu9ar a una conf i9uración cristalina 

le da propiedades como insolubilidad, fuer2a 

de tensión y resistencia a en2imas y a a9entes químicos. 

Cuando las cadenas están menos ordenadas la celulosa es 

amorfa, se hidrata más rápido y es más accesible a las 
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enzimas !421. 

La celulosa se encuentra, naturalmente, asociada con 

hemicelulosa y li9nina ( 121. La li~nina es un compuesto 

heteroqdneo de polifenoles que es dif(cil de deciradar V 

por su asoc:iación con la celulosa impide el acceso de 

las celulasas a el polisacárido, es por esto que es 

necesario llevar a cabo un pretratamiento que permita 

dejar a la celulosa accesible al ataque de las enzimas; 

este pretratamiento puede ser 

hidr6xido de sodio !34,451. 

polímero de pentosas <D-xilenosl 

alcalino utilizando 

La hemicelulosa es un 

que tiene enlaces ~<1-41 

y con cadenas de arabinosa v otros azúcares. 

CULTIVO MIXTO 

En estudios de biodeqradaci6n de materiales 

celulósicos se encontró que el cultivo mixto bacteriano 

inteqrado por Cellulomonas flaviqena v Xanthomonas sp. 

tiene capacidad de de9radar diferentes tipos de desechos 

aqrícolas v utilizarlos como Única fuente de carbono v 

ener9ía para la producción de biomasa princip•lmente 

<14, 16). 

Cada uno de los qéneros que constituve este cultivo 

mixto requiere, por separado, de al9unos factores de 

crecimiento. Cellulomonas flaviqena necesitad• tiamina y 

biotina, mientras que Xonthomonas sp. requiere de 
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factores complejos y usualmente incluve metionina, ácido 

'::-lutámica v ácido nicotínico en distintas combinaciones. 

En el cultivo mixto se satisfacen en forma natural estos 

requerimientos, va que ambas especies se proveen los 

factores necesarios 115). 

El 9énero Xanthomonas es una bacteria que se 

distin<¡iue morfolÓ<¡iicamente por las si9uientes 

caraCterísticas (5): es alarqada, presenta un flaqelo 

polar, es aerobia., su tinción Gram es ne9ativa y sus 

colonias presentan un color amarillo • .f.. flavigena es 

circular, anaerobia facultativa, no presenta fla9elos y 

sus colonias son de color marfi 1 (~). 

Dentro del cultivo, la bacteria con activi<lad 

celulolítica es Cellulomonas flaviqena <1~ 1 33>, así, este 

le proporciona azúcares solubles y 

factores de crecimiento a Xanthomonas sp y ésta a su vez 

proporciona las vitaminas o sus precursores a ~-

flaviqena estableciéndose entre ambas bacterias una 

relación mutual ística !41l, además de una competencia por 

los azúcares solubles provenientes de la hidrólisis 

enzimática de la celulosa. 

En el cultivo mixto, ~· f laviqena con su actividad 

celulolíti~a- proporciona una manera de convertir desechos 

celulÓsicos a proteína unicelular con alto valor• 

nutricional 114>. 



SISTEMA CELULOLÍTICO 

El sistema celulo!Ítico de Cellulomonas está 

compuesto por un complejo enzimático que incluye al 

menos, ende ~(1-4> ~lucanasas, exo _)3(1-4l c¡lucanasas v 

p-9lucosidasas <4,27,46!. Las ende _}3(1-4l qlucanasas son 

celulasas que hidrolizan las cadenas de la celulosa de 

manera azarosa dando como resultado una reducción en el 

qrado de polimerización de la cadena, junto con un 

incremento lento en los 9rupos reducidos; el producto 

final es una mezcla de ~lucosa v celobioma. Las exo 

~(1-4! 9lucanasas o celobiohidrolasas son celulasas que 

remueven unidades de qlucosa o celobiosa de extremos no 

reductores de la cadena de celulosa resultando en un 

incremento rápido en los qrupos reducidos. La celoblasa o 

P-9lucosidasa actua en ~-9lucósidos dando como producto 

'=3lucosa (4,12,27). 

siner9Ísticamente para 

celulosa a qlucosa. 

Estas enzimas deben 

una hidrólisis completa 

actuar 

de la 

Un modelo que explica el modo en que se lleva a cabo 

esta hidr6lisis es el propuesto por Montenecourt <12l: Las 

endoqlucanasas atacan azarosamente la molécula de 

celulosa y las aoxo9lucanasas remueven unidades de 

celobiosa de los extremes no reduct.ore$ recién formados .. 

Estas dos enzimas actuan sinerc¡Ísticamente y de9radan la 

celulosa cristalina; por ~ltimo los oliqosacá~idos 

pequeños y celobiosas son hidrolizados a 9lucosa por la 
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MODO DE ACCION DE LAS ENZIMAS CELULOLITICAS 
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Repr .. entaclcSn eaquem6tlca de la accl6n de la• 
nzf111ae cehllolftlcas . ( Mot1teHcourt 1979 ) 



acción de la celobiasa. (fiqura l>. 

El sistema enzimático celulolítico es inducible. La 

celulosa es ef mejor inductor conocido y entre otros 

inductores están la soforosa y lactosa (36,42>. 

Estas enzimas celulolíticas son reprimidas con la-

adición de qlucosa; es decir presentan represión por 

catabolito o efecto de qlucosa <37,42l. 

Ponce N. <41> reporta que al adicionar celulasas al 

cultivo mixto, crecido en un sistema continuo, con sales 

minerales y baqazo de ca~a, la concentración de biomasa 

aumenta de 1.59/l a 3.25q/l, es decir 1.75q/l más que sin 

la adición de celulasas, suponiéndo'se así. _que la 
velocidad.de hidrólisis de ba9azo de caña se incrementa. 

Con lo anteriormente mencionado se su9iere que un 

incremento en la producción de celulasas dará como 

resultado un aumento en la tasa· específica de creci,.i•nto 

del cu l ti vo y por tanto una mayor productividad y 

rendimiento en la obtención de proteína unicelular. 

MEJ'ORAMIENTO GEN:.frxco 

DEL CULTIVO MIXTO 

Para incrementar la producción de celulasaa del 

cultivo mixto se tienen dos estrateqias: obtención de 

mutantes hiperproductoras de celulasas y clonación de los 
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9enes que codifican para estas enzimas <19,20,48), 

utilizando técnicas de inQenler(a Qenitlca. La inqenierfa 

9enética comprende una serie de técnicas por medio de las 

cuales se puede manipular el 

vitre• !401. 

DNA de un orqanlsmo "in 

Así, con la inqeniería genética el DNA de un 

orqanismo puede ser cortado en f raqmentos y estos pueden 

ser unidos nuevamente; pueden liqarse dos o más 

fraqmentos de distinta procedencia como el proveniente de 

una bacteria con otra distinta, o con un virus, o 

plantas, <21, 40>; formándose entonces el DNA 

recombinante. 

De manera general la clonación molecular involucra 

el uso de enzimas de restricción 

específicos al DNA de interés, 

cadenas de DNA de cualquier 

vehículos de clona~ión, dando 

que cortan en sitios 

las DNA ligasas que unen 

procedencia al DNA de 

una molécula de DNA 

recombinante que por transformación o transducción 

genética se introduce a una bacteria; luego por división 

celular se transmite a las cilulas hijas, obteni6~dose 

así qran cantidad del fragmento de DNA específico unido 

al DNA del vector. Entonces empleando un DNA recombinante 

adecuado se puede que' la bacteria produzca o 

aumente la producción de proteínas de nuestro interés, 

que en este caso son las celulasas. 
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Al Vehículos de clonación 

De la metodología del DNA recombinante se desprende 

que uno de los componentes básicos es el vehículo de 

clonación, el cual debe permitir la replicación estable 

del fra9mento de DNA insertado, de otra manera, este 

fragmento introducido en la célula receptora normalmente 

sería de9radado en el citoplasma de la misma !331, 

Dentro de los vehículos de clonación utilizados se 

encuentran los plásmidos, fa9os y cósmidos. 

al En 1974 se demostró la factibilidad de utilizar al 

bacteriófaC;lo lambda como vehículo .de clonación molecular 

t29l. El bacterió~aqo lambda es un virus de DNA lineal, 

de doble cadena con extremos de 12 nucleÓtidos de cadena 

sencilla y complementarios <secuencias cosl. 

Los fagos pueden ser utilizados como vectores de 

inserción, estos tienen un sólo sitio en donde el DNA a 

clonar puede ser insertado; o como vectores de 

sustitución en donde se tienen 2 sitios de reconocimiento 

para una enzima de restricción, en la región ~o esencial 

del genoma, y puede ser reemplazada por el DNA a clonar. 

Los fagos de sustitución pueden aceptar fraqmentos de DNA 

más grandes y son Útiles para clonar segmentos del DNA 

cromos6mico de· eucaricntes. 

bl Los cósmidos fueron 

Hohn en 1978 <111; son 

secuencias de plásmidos pero 

desarrollados por Collins y 

vectores híbridos formados por 

conteniendo los sitios ces 
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del fa~o lambda. Presentan cerno características: un 

marcador con resistencia a alqÚn antibiótico v el origen 

de replicación de un plásmidc; une e des sities únicos de 

restricción; un fraqmentc de DNA que lleve los extremos 

cohesivos <ces) del bacteriófa~c lambda y un tamaño 

pequeño. 

el Los plásmidos son moléculas circulares de DNA de 

doble cadena, extracromosómicos que se multiplican 

independientemente en las células que los alojan Y 

controlan autónomamente su número de copias (9,39!. 

Les plásmidos constituyen del 1 al 30% del qenoma 

celular y no son esenciales para el metabolismo usual de 

la célula 139!. Su Información hereditaria determina 

ras~os ~enéticos accesorios, pero importantes que no son 

codificados por el cromosoma del microorganismo. Algunos 

plásmidcs portan información 

bacteriana, 

resistencia 

también tienen 

a antibióticos y 

para la ccnjuqación 

información 

tóxicos, así 

p~a 

como 

la 

la 

información genética que produce varia~ enfermedades en 

plantas y animales. 

Los plásmidos pueden adquirir nuevos qenes y 

reor~anizar extensamente los que ya poseén y mantener una 

información qenética que puede ayudar a.otras necesidades 

de la célula sin comprometer 

replicación <9,35,39!. 

la eficacia de su propia 

El tamaño de los plásmidos varía de 5 x 10t6 daltons 

a Órdenes de 10tS daltons. Los plásmidos pequeños pueden 



mantenerse hasta en 2e copias por célula aproximadamente, 

y los grandes con 1 o 2 copias. 

Los plásmidos presentan incompatibilidad <38> es 

decir, dos o más plásmidos con las mismas funciones de 

replicación son incompatibles y ambos no pueden 

mantenerse establemente en la célula huésped. Cuando dos 

plásmidos íso<;ién'icos se introducen en una misma célula 

uno de ellos se pierde por ser incompatible. Esta 

incompatibilidad resulta de una relación muy estrecha de 

los mecanismos por los cuales regulan su número de copias 

por célula; así en una célula con plásmidos incompatibles 

la replicación es bloqueada 19,38). En contraste, los 

p'lásmidos no relacionados son compatibles porque sus 

sistemas de replicación son diferentes y no interactuan. 

Las características principales de los plás~idos son 

<26>: 

il El centro! de su replicación, lo cual mantiene su 

número fijo de un ciclo a otro de división celular. 

ii> La capacidad de alqunos plásmidos sexuales v de 

resistencia de transferirse ~ otras células mediante 

transducción por virus o mediante apareamiento a través 

de los pili !conju<¡iaciÓnl. 

iiil La capacidad de alqunos plásmidos, llamados 

episomas, de inte9rarse al cromosoma del huésped. 

ivl La capacidad de transferirse, por conjugación, del 

cromosoma del huésped después de inte<¡irarse a •1. 

vl La variedad de productos génicos de los plásmidos que 
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confieren rasqos característicos a las células que les 

pcseén como son !13,22>: 

Resistencia a antibióticos: clcranfeniccl, kanamicina, 

tetraciclina, sulfamidas, ampicilina, etc. 

. Resistencia a metales pesados: cromo, 

cadmio, plata, iones arsenito y arseniato. 

Producción de antibióticos. 

Producción de hemolisinas. 

Deqradación de compuestos crqániccs 

tclueno 1 xileno, naftaleno, DDT. 

zinc, plome, 

complejos: 

Fermentación de alquncs azúcares. 

Producción de enterotcxinas. 

Inducción de tumores y nódulos en plantas. 

Extracción de plásmidos: 

El DNA de plásmidos es un DNA circular, cerrado 

covalentemente <cccl lo que lo hace mas resistente a 

condiciones de desnaturalización que el DNA lineal <2~J Y 

es por esto que existen diversos métodos para su 

aislamiento tales como, extracciones alcalinas !6) 1 lisis 

por calentamiento !24J y otros. 

En general, para la extracción .de plásmidos las 

células son tratadas con lisozima en una solución 

isotónica amortiquadora. Después se les aplica un 

tratamiento con deter~ente !SDS, Sarkosyl, Tritón>, para 

llevar a cabo una lisis celular completa. La~ cc~dlcicnes 
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bajo las cuales se lleva a cabo esta extracción deben ser 

de tal manera que el DNA cromosómico de la b~cteria v 

otros restos celulares precipiten al ser centrifugados y 

el DNA del plásmido quede en solución !61. 

En al9unas técnicas (3) se utiliza un 9radiente 

isopícnico de Cloruro de Cesio con bromuro de etidio para 

separar las distintas especies de DNA. El bromuro de 

etidio es una molécula plana intercalante del DNA: En el 

DNA circular cerrado se intercala en menar cantidad que 

en el DNA lineal, lo que da como resultado una diferente 

densidad para cada tipo de DNA. Al someter el DNA a un 

9radiente isopícnico de CsCl con bromuro de etidio el 

complejo de DNA-colorante mi9ra de acuerdo a su densidad, 

así el DNA ccc tiene una mayor densidad que el DNA lineal 

y pueden ser separados. 

En las técnicas, a continuación descritas, se han 

uti 1 izado distintas especies de bacterias y los plásmidos 

encontrados varían en tamaño: 

Kado y col s. 

utiliza ras 

en 1981 (25) 

característ1ca5 

emplemron 

de 

un método quo 

círculo cerrado 

covalentemente de DNA de un plásmido, que es liberado de 

la célula bajo condiciones de desnaturalización del DNA 

cromosómico utilizando SDS a pH de 12.6 y una temperatura 

elevada. Las proteínas y restos celulares son removidos 

con extracciones de fenol-cloroformo. Bajo estas 

condiciones el DNA cromosómico residual puede observarse 

como una banda que migra entre 17 y 20 meqadaltons en 9el 
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de a9arosa. Los plásmidos encontrados con esta técnica 

varían en tamaño de 2.6 a 350 me9adaltons; en diferentes 

especies de bacterias. 

Eckhardt en 1978 ( 18) reportó la presencia de 

plásmidos, de diferentes especies de bacterias, en un 

intervalo de tamaño de 2 a más de 150 megadaltons. La 

técnica que utilizó consistió en 

completa con un mínimo de manipulación 

una 

del 

lisis celular 

DNA. La lisis 

se llevó a cabo directamente en los pozos del de 

agarosal asf el DNA cromosémico v el del plásmido son 

separados por electroforesis. Con las condiciones 

utilizadas menos del 0.5 % del DNA cro1Rcsómico .total 

mi9ra dentro del 9el como una banda lineal de DNA en un 

intervalo de 15 a 20 rnegadaltons de peso molecular. 

Tadahiro Oshlda en 1986 <44> utilizó la técnica de 
lisis alcalina v lisádo claro, seguido de electroforesis 

en un ~el de a9arcsa, para la identi+icación de plásmidos 

Reporta. la en Micromonospora ziomensis y tl• rosaría. 

presencia de tres plásmidos con su respectivo patrón ~e 

restricción: el pMZl de 9.9 Kb, pMRl de 53.5 Kb v pMR2 de 

110 Kb. 

Dobrltsa en 1985 <17> aisló el plásmido R15 de 62.3 

Kb CDt1 la técnica de Eckhardt y . obtuvo pequeñas 

cantidades del plásmido con las técnicas de Birnboim 

Doly y Holmes - 9ui~lev. 

Casse en 1979 fl~l aisló DNA ccc de alto peso 

molecular de 22 cepas de Rhizobium meliloti utilizando 
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un:J sol1JciÓn arnorti~ua.dor¡¡ de lisis !SDS a pH d .. 12.ól 

se9uido de electroforesis en un 9el Los; 

plásmidos que encontró tienen un peso molecular dentro de 

un intervalo de 9!if a 200 me9adaltons. 

1°-.7 132> 

de como 

reportó !d electroforesis 

un m6todo efectivo 

en Q&l 

par;o la 

caracterización de plásmidos en cepas de microorQanismos 

Gram <->. Este método es comparable con los res;ultados 

obtenidos con microscopía electrónica de plásmidos 

purificados 

está presente 

en 9radientes de densidad. 

en las preparaciones, 

El DNA cromosómico 

pero Qeneralmente 

aparece como una banda de menor peso molecular que la del 

DNA ccc. El cromosoma no interfiere con la detección de 

plásrnidos. Este método es bueno para detectar y estimar 

plás'midos en un i·ntervalo de 0.6 a 9:5 megadaltons. 

Para el 9énero Xantbomonas se reporta 125> la 

presencia de plásmidos en las especies: 1i· pruni de 26 

mo9ad~ltons; 

manihotis un plásmido críptico del 

m~s datos. 

Bl Enzimás de restricción 

V 

cual no se mencionan 

Una herramienta indispensable en la clonación 

molecular son las enzimas de re&tricción._ Esta& enzimas 
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son importantes en el mapeo 

DNA 1471. 

análisis de secuencias del 

Las bacterias poseen cierta Inmunidad frente al DNA 

extra~o; ciertos mecanismos enzimáticos modifican el DNA 

propio de la célula· de una manera caracter(stica 

las moléculas de DNA que no se 

ajustan al modelo distintivo de modif icaci6n; este es el 

sistema de modificaci6n-restriccidn de la bacteria 19! v 

tiene 2 características esenciales : al El DNA que entra 

en una célula con una especificidad de restricción !rxl 

es de9radado si viene de células que carecen de la 

correspondiente especificidad de modificación !mxl. bl 

Una célula con especificidad de restricción <rxl tiene 

tambi~n una actividad mx que prote9e su propio DNA frente 

a Ja actividad rx. 

Las metilasas de modificación son enzimas que 

metilan el DNA en sitios específicos, como resultado el 

DNA esta prote9ido frente a Ja ruptura por una 

endonucleasa de restricción correspondiente que reconoce 

este sitio sólo cuando no está metilado 1261. 

Las proteínas que llevan a cabo la restricción se 

denominan endonucleasas de restricción; v sus propiedades 

son !SJ: 

al Reconocer una secuencia de oli9onucleÓtidos específico 

en el DNA dúplex. 

bl Hacer cortes en esta secuencia en al9unos casos o a 

cierta distancia de ella en otros, v 
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son importantes en el mapeo 

DNA 1471. 

análisis de secuencias del 

Las bacterias poseen cierta inmunidad frente al DNA 

extra~o; ciertos mecanismos enzim,ticos modifican el DNA 

propio de Ja célula· de una manera característica v 

de9radan o restrin9en las molécLilas de DNA que no se 

ajustan al modelo distintivo de modlflcaci6nl este es el 

sistema de modif_icación-restriccicín de la bacteria (8) v 

tiene 2 características esenciales : a) El DNA que entra 

en una célula con una especificidad de restricción 

es de9radado si viene de células que carecen de 

(rxl 

la 

correspondiente especificidad de modificación <mx>. bl 

Una célula con especificidad de restricción !rxl tiene 

también una actividad mx que prote9e su propio DNA frente 

a la actividad rx. 

Las metilasas de modificación 

metilan el DNA en sitioc ecpecíficos, 

son 

como 

enzimas 

resultado 

que 

el 

DNA esta prote9ido frente a la ruptura por una 

endonucleasa de restricción correspondiente que reconoce 

este sitio sólo cuando no está metilado 1261. 

Las proteínas que llevan a cabo la restricción se 

denominan endonucleasas de restricción¡ v sus propiedades 

son !8): 

al Reconocer una secuencia de oJl9onucleÓtidos específico 

en el DNA d~plex. 

bl Hacer cortes en esta secuencia en al9unos casos o a 

cierta distancia de ella en otros, v 
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cl No ser capaz de cortar el DNA si no está el sitio d• 

reconocimiento o bien éste está modificado por metilación 

en uno o en vario~ nucle6tidos. 

Las endonucleasas de restricción pueden aqruparse en 

(26): 

i ) Enzimas de tipo I.- dependen de S-adenosil meft"\onina, 

de ATP y de ma9nesio. Son potentes ATP asas, dependientes 

de DNA v no producen en el DNA extremos distintivos de 

ruptura. La enzima reconoce un sitio distintivo sobre el 

DNA dúplex, se une, y lue~a la enzima recorre el DNA de 

un lada a otro haciendo cortes. Dentro de este tipa están 

Eco k, Eco B, EP1, Hind l. 

na requieren de S-adenosil iil Enzimas de tipa II.

metianina, ni ATP. Salo 

cortes bien definidos en 

requieren ma9nesio. Ori9inan 

la doble cadena de DNA en un 

sitio especCfica. Los cortes son en forma de zi9-za9 

haciendo posible el acoplamiento de los extremas, que se 

juntan a se recombinan con otros extremas creadas par la 

ruptura de cualquier molécula de DNA con la misma enzima. 

Ejemplos: Eco Rl 1 Pst I, Hpa I, Hind 111 1 B9l II .•• 

Las técnicas de DNA recombinate son una herramienta 

muy Útil, no sólo para resolver incó9nitas relacionadas 

con el fenómeno de la vida sino también para conferir a 

los or~anismos nuevas propiedades y capacidades teniendo 

aplicación a nivel de la industria, aqricultura, 

medicina, biotecnolo9{a, etc !47>. 
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III. OBJETIVO. 

En el cultivo mixto integrado por Cellulomonas 

i'laviaena ~' Xanthomonas sp. se intenta aumentar la tasa 

de crecimiento especÍi'ica mediante la sobreproducción de 

celulasas por medio de la clonación molecular ~ la 

expresión de los 9enes que codli'ican para las celulasas 

en ambas bacterias. Para ello es necesario contar con un 

vehículo de clonación apropiado como puede ser un 

plásmido de l~ misma bacteria o utilizando al9uno otro 

que transi'orme 9enéticamente a las bacterias. 

En este trabajo se investi9ará sobre la presencia de 

plásmldos en Xanthomgnas sp, con el i'in de emplearlo como 

vehículo de clonación molecular para los 9enes que 

codii'ican las celulasas. Para 109rar este objetivo se 

realizar~ lo si9uiente: 

1. Determinar la curva de crecimiento de Xanthomonas sp. 

en In-fusión Cerebro-Corazón !BHil. 

2. Determinar las condiciones Óptimas de lisis de 

Xanthomonas sp. para la extracción de DNA. 

3. Purificar las diferentes especies de DNA utilizando 

diversos métodos, 

extracromosómico. 

para determinar 

19 
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4. En caso de encontrar un elemento extracromosémico 

<plásmidol caracterizarlo con enzimas de restricción. 
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IV MATERIALES Y MÉTODOS. 

al MATERIALES 

1. REACTIVOS: 

Acetato de sodio CH3C00Na Si~ma 

Ácido acético 9lacial CH3COOH Baker 

Ácido etilén diaminotetracético.dihidratado CEDTA> Siqma 

A9ar bacteriolÓ9ico· DIFCO 

Aqarosa tipo I v IV SiQma 

Albúmina séricia d• .bovino -fracc.IX <BSA> Si9111a 

Alcohol etílico absoluto CH3CH20H Bak•r 

Alcohol isoam{lico absoluto 

Alcohol isopropÍlico absoluto 

Bactotriptona 

B-mercaptoetanol HSCH2CH20H 

Carboximetil-celulosa !CHC> 

CloroforNo CHC13 

Cloruro de Cesio CsCl 

Cloruro de maqnesio M9Cl2.6H20 

Cloruro de potasio KCl 

Cloruro de sodio NaCl 

DNA de lambda di9erido con Hind 

DNA de salmón 

20 

III 

Baker 

Baker 

DIFCO 

Siq111a 

Si9111¡o 

Baker 

BioRad 

Baker 

Baker 

Bak•r 

Si9ma 

SiQma 



Dodecil sul+ato de sodio !SDSl 

Fenal C6HSOH 

Ficoll tipo 40.0 

Glicerol C3H3<0Hl3 

Glucosa anhídra C6Hl206 

Hidróxido de sodio NaOH 

In+usión Cerebro-Corazón !BHil 

L i so:rtma-·- · 

Proteinasa K tipo XI 

Ribonucleasa A CRNAasa Al tipo IIA 

Sarkosyl NR-97 

Sepharosa 4B 

Sul+ato de ma9ne&io H9S04.7H20 

Trizma base 

COLORANTES 

Azul de bromo+enol 

Bromoc,.esol púrpura 

Bromuro de etidio 

Xileno de Cianol 

21 

BDH 

Merc:k 

Si9ma 

Bak .. r 

Baker 

Baker 

BIOXON 

Siqma 

Si9ma 

Siqma 

Cyba Gei9y 

Pha,.maci a 

Balte,. 

.Siqma 

Sici111a 

H•rc:k 

Siqma 

Si9ma 



2. Equipo 

Agitadora INBS-G-25> 

Balanza analítica !Mettler H20> 

Cámaras de electroforesis !horizontal 4.7 X 7.5 Cm). 

Cámara foto9ráfica mod. MP-4 !Polaroidl 

Centrí~uqa automática ISorvall 55-33>; rotores GSA, SS~34 

Columna de separación de 18 x 1 cm 

Espectrofotómetro !Perkin-Elmer 351 

Estufa de vacío !Lab-Line Instrumentsl 

Estufa de incubación IDU-51 

Fuente de poder !CINVESTAVl 

Lámpara de luz ultravioleta de onda corta 

Microcentrífu~a !Eppendorf 54151 

Película fotoqráfica 55,57 IPolaroidl 

Potenciómetro di9ital !Fisher 52~1 

Refractómetro 

Termoblock ILab-Line Instrumentsl Mod. 2999 

Transiluminador, luz UV !Ultraviolets Products Inc.) 

Ultracentrífuqa IBeckmanll rotores 59 Ti y 59 vTi 

3. Enzimas de Restricción. 

NOMBRE SECUENCIA 

QUE RECONOCE 

SOLUCIÓN AMORTIGUADORA 

DE REACCIÓN 
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Eco RI G'!'AATTC NaCl '50mM BioLabs 

Tris HCl 111Jl1JmM 

M<;1Cl2 'SmM 

BSA 11313 uq/ml 

Pst I CTGCA'tG NaCl 100mM BioLabs 

Tris HCl 1!3ml1 pH 7.~ 

Mc;iC12 10ml1 

BSA 11311' uq/ml 

Hind III AtAGCTT NaCl 5Sml1 BiaLabs 

Tris HCl 513mM pH 8 

l1<;1Cl2 UJmM 

BSA 11311' uq/m l 

Msp I C1'CGG l<Cl 6mM BioLabs 

Tris HCl 11311111 pH 7.4 

M<;iC12 10mM 

DTT lmM 

BSA 1S0 u9/ml 

Hpa II C'tCGG KCl 6mM BioLabs 

Tris HCl lSmM pH 7.4 

M<;1Cl2 l!l!mM 

DTT lmM 

BSA 111Jl3 uc;a/ml 
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Bam HI GtGATCC 

Bc;il II A'tGATCT 

4. MEDIOS. 

NaCl 150mM 

Tria HCl 6mM pH 7.9 

Mc;iC12 6mM 

BSA 1ee u~tml 

Tris HCl 10mmM pH 9 

N~Cl2 5mM 

NaCl 61lfmM 

CIIGB 

BRL 

al Medio Mineral: NaCl 5.5q, INH412S04 2.59, P04 3.5qr 

CaC12 S.19, M~S04 S.l~, Carboximetil-celulosa 1%, aforar 

a un litro con aqua de la llave. 

bl Medio Luria: Bactotriptona 109, extracto de levadura 

2q, NaCl 1!119, NaOH al 2% 4.9 ml, aforar a un litro con 

a9ua destilada. 

el Medio lnfusi6n Cerebro-Corazón <BHil~ 37q de media por 

litro de a9ua destilada. 
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~. CEPAS BACTERIANAS 

Xanthomonas sp. clave ATCC-31°20 

Ce!Iu!pmpnas flavioena clave CDBB-b-532 

Escherichia coli Cepa C600. 

Escherichia E.E..!.! Cepa HB1S1. 

CEPA GENOTIPO REFERENCIA 

•> Xan.thomonas sp 

bl~. flavicaena 

e >.E.· !,;,2.L! 

C66!i!1 

d>.5.· col! 

HB1!lH 

Met-. Glu- 1 Ac. Hicotínico- <14> 

Thy-, Bto-. 

F-, tht-, leuB6-, lacY1,· 

ton A21, sup E44 1 

F-, rec A13• lac Y1 1 

~al K2 1 Sm r, sup E44 

1141 

(1) 

!7) 

C) Esta cepa es también conocida como CR34 y es 

proveniente de la cepa K12 de ~- ssü.!.· 
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alcohol isopropíl ice 15ml. 

TÉCNICA VII: Extracción de DNA para bacterias Gram 1-1. 

121 

Sol.1. TES: Tris HCl 50mM, NaCl 50mM, EDTA 5mM. 

Sol.2. Mezcla lítica: 

sacarosa 100m9/ml TES. 

l i soz ima 1m9, RNAasa A 0.5m9 1 

TÉCNICA VIII: Extracción de DNA para células bacterianas. 

<431 

Sol.1. De lisozima: 10m9/ml de lisozima en lml de tris 

HCl pH 8. 

Sol. 2. STEP: SDS 0.5%, Tris HCl pH 7.5 50mM 1 EDTA 0.1M 1 

proteinasa K lm9/ml1 estas concentraciones son calculadam 

para al volumen total da la muestra. 

Sol.3. Fenol. Se utiliza fenol bidestilado. Se funde a 

temperatura ambiente y luo90 a 68° c. Se adiciona 

8-Hidroxiquinoleina a una concentración final de S.1~, •~ 

a~reqa un volumen iqual de solución amorti~uadora de 

Tris-HCl lpH 81 J.0 M, se a9ita y se extrae la fase 

acuosa. Se adiciona un volumen i9ual de solución 

amorti9uadora de Tris-HCl lpH 81 

vuelve a extraer la. Tase acuo•a; 

veces como sea necesario hasta que 

s.1 MI se a9ita y se 

esto se repite tantas 

el pH de la fas• 

acuosa sea de 7.5. El fenal extraído se Quarda con un 

poco de solución amorti9uadora a 4ºC. 

Sol .4. Cloroformo: se utiliza cloroformo en proporción 
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d> E&ta cepa es un híbrido de~- ~ K-12 '! k ,i;JÜ..i. B, 

es usada comunmente corno receptor en tran&formacione&, es 

un buen hospedero para pl~smido& recombinantes, y es Útil 

para purificación de plásmido& a 9ran e&cala. 

6. SOLUCIONES PARA LA EXTRACCIÓN DE DNA. 

Las soluciones para Ja extracción de DNA se 

esterilizan en autoclave a 15 libra& durante 15 minuto&, 

esto es para destruir la actividad de las nucleasas. 

Las soluciones que a continuación se presentan 

corresponden a las técnica& descritas, 

métodos, para la extracción de DNA. 

TÉCNICA VI: Extracción de plásmidos: Lisado claro. 16! 

Sol. l. Glucosa 5.emM, EDTA U5mM, Tris HCl 25niM. 

Sol .2. NaOH 0.2N, SDS 1""; debe prepararse al momento de 

usarse. 

Soi .3. Acetato de sodio 3.H20 ~e.q~, ácido ac~tico 

6,89ml, se afora a 100 mi con a9ua destilada. 

Sol.4. Arnortiquador TE ITris-EDTA>: Tris HCl pH 7.5 lemM, 

EDTA JmM. 

Sol. 5. Isopropanol saturado: CsCI TE 12. 3ml, 
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24:1 con alcohol isoamílico. 

Sol.5. Acetato de sodio 4G. 0 q, ácido acético 6.89mJ; el 

pH s~ ajusta a 5.2 con icido ac,tico y despu~s se afora a 

1'3'3ml. 

TÉCNICA IY.: Lisis •in si tu•. 1181 

Sol.l. De Jisozima: Jisozima 2m9/ml, 

azul de bromofenol G.05%, Ficoll 20% 1400 1 000 u.>. 

Sol.2. SDS 0.2~, Ficoll 1.0"4. 

Sol.3. SDS '3.2%, Ficoll 5%. 

TÉCNICA X: Detección de plÁ&mido& pequeños y 9randes. 

1251 

Sol. l. Amortic¡uador E: Tri.Si acetato 4!<JmM, EDTA 2mM. 

Sol .2. De lisis: SDS 3%, Tris· HCl pH 12. 6 50"mM; s" ajusta 

el pH a 12.6 con 1.6ml de NaOH 2N y se afora a 100ml con 

a9ua des;ti Jada. 

TÉCNICA XI: Extracc iÓn de p l ás111i dos; por columna. 131 l 

Sol. l. Tris HCJ pH 7.5 25mM, EDTA 50mM, Glucosa 50mM. 

Sol.2. lfr.,scal NaOH 0.2N, SDS 1%. 

Sol.3. Acetato de Sodio 3M. 

Sol.4. Am~rtiquador de columna: NaCJ G.SM, tris HCl pH 8 

50mM, EDTA 10mM. 

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

con s"pharosa 4B. 
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·~···· •••.•••• ~.1·•·· r~I·~ •••• ~I·~· ••·••· 
•••••• ••••• sos ••• •DT• •••••••••••••• 1 ·•ro••• ••I· 

•• o•••••• s•••• "º'" s•••• Tri• H•• ••••• sos •' •• 

35ul• 

s0Luc10NES AMORT1GUADORAS~ •> Ac•<•'º"' Tri• •••<•'º <<rl• b••• V •cid• ac•<ICO 

9\aciall 0.04t'1 1 EDTA 0.002t'1· 
······•r••· """' •••••. •rl• ••••• 57.l•I •• ••••• 

acétiCD "/ 10eml de EDTA 0.'5t'I· 
bO "°ra<o•• Tri• por•<•• 89 ...,, <c10o p6rl<O 89 oNo EDTA 

0.002t'1· •••••••r••• """' s•• •• •r•• ••••• 27.0• •• ••''º o6rl•• 

y ~ml de EDTA 0.St'I• 

7. ~01sas de diálisis: 
So cor<•• d• •• • 2••••• •• hierve• e• ••'º"''" d• 

p;c•rb•••'º O•••''º V EDTA 0201>1 •• >••••por<••• .. ••<• 

coo •o•• Oo•<I•••• V 00 ~e•v•• • h0rvlr coo EDTA 1•>-3 H 

ut\\\%ar\aS se ia~an con aqua 

e><t.erna.ment.e. 



bl MÉTODOS 

I • ConsE>rvación del cultivo mixto bact .. riano 

!Cel!u!ompnas ~iQ,.na y Xanthomonac sp.l. 

El cultivo mixto se ccns&!rva en tubos de ensayo con 

medio mineral, carboximetil-celulosa y a9ar. Después de 

s6'mbrar con una asada del cultivo mixto, les tubos se 

incuban a 37ºC por un período de 48 a 72 h y se conservan 

a 4°C. La resiembra se hace cada mes. 

II. Aislamiento de la cepa de Xanthomonas sp. pura a 

partir del cultivo mixto • 

. Se toma una asada del cultivo mixto y se siembra por 

estría en placa con BHI-a9ar, se deja incubar por 48 hrs. 

a 37•c. Una vez crecidas las colonias se toma una colonia 

de Xanthomonas sp. 

placa con BHI-aQar, 

<color amarillo> 'l se resiembra en 

incubándose por 48 h a 37• C. s .. 

conserva a 4ºC. Se resiembra l'a cepa cada semana en placa 

con BHI-a9ar. 

III. Obtención de la curva de crecimiento de Xanthomonas 

sp. en Infusión Cerebro-Corazón. 

Se toma una colonia de Xanthomonas sp. crecida "º 
placa de BHI 'l se inocula un matraz que contiene medio 
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líquido de BH! !a una quinta parte de su capacidad> se 

a9ita a 159 rpm a 37ªC por 16 horas. El m~dio crecido 

!inóculol se dilu~e al 5% en medio liquido de BHI; se 

incuba a 37ºC en aqitacién a 150 rpm. Se toman lecturas, 

cada hora, en el espectrofotómetro a 530 nm. 

IV. Obtención de la relación entre la densidad Óptica y 

el crecimiento del cultivo, de Xanthomonws sp. 

Con una colonia de Xanthomonas sp. se inocula un matraz 

que contiene medio líquido de BHI a tina quintw parte de 

su capacidad y se incuba a 37ºC con agitaci6n d• 150 rpm 

durante 16 horas. Se centrifu9a a 6000 rpm y el botón 

celular se resuspende en agua destilada; se realizan 

diluciones del cult~vo para obtener lecturas, de densidad 

Óptica· a 539 nm entre 0.05 y 0.6, en el 

espectrofotómetro. Estas diluciones se hacen por 

triplicado y una alícuota de cada una de ellas es secada 

en charolas de papel aluminio a 60"C en una estufa con 

vacío durante 24 h. Se pesan, y con la diferencia en peso 

se realiza la curva 9raficandc l~ densidad óptica contra 

los 9ramos de célula por t'i tl"o. 

V. Obtención de las células pal"a Ja extracción de.DNA. 

Se toma una colonia de Xantbompnas sp. crecida en 

placa de BHI y con ella se inocula medio líquido ~e BHI, 

se incuba por 16 horas a 37º C en agitación a 159 rpm. El 

inécuJo obtenido se diluye en medio líquido de BHI y se 
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incuba a 37ºC con a9itaciÓn de 150 rpm hasta que alcance 

una densidad óptica de g.6 <539 nml. Las CQlulas se 

recuperan a 5000 rpm durante 15 

minutos en rotor GSA. 

VI. Extracción de plá&midos: lisado claro. tBirnboim ':' 

Doly 1979 16l, modificado por HorbwiczJ. 

Se obtienen las células como se indica en el punto 

v. 
La pastilla celular se resuspende en 11"ml de la 

sol.1 más 5m9/ml de lisozima y se incuba por 30 minutos 

en hielo. Se a9regan 20ml de la sol.2 v se mezcla 

suavemente¡ se incuba en hielo por una hora; se a9re9an 

15ml 'de la sol.3 1 mezclando suavemo;mte y se incuba 

durante una hora a 4ºC; se centrifu9a media hora a 13000 

rpm para descartar restos celulares; el sobrenadante se 

distribuye en diferentes tubos y se a9re9an 2 volúmenes 

de etanol absoluto frío <-20•ci, se incuba toda la noche 

a -20ºC o 30min. a -70ºC en baño de hielo seco con etanol 

o acetona. Se centrifugan 30min. a 1~000 rpm. La pastilla 

se seca en desecador al vacío y se resusp•nde en 12ml de 

acetato de sodio g.1H <pH s.21; se precipita como se 

mencionó anteriormente. Se centrifu9a media hora a 10000 

rpm.; la pastilla se seca y se resuspende en 6ml de 

tris-EDTA con 5.0u9/ml de RNAasa A; se incuba 30 minutos a 

37ºC. Se a9regan 4ml de Tris-EDTA y 7q de CsCl, se mezcla 

suavemente y se a9re9an 50ul de bromuro de etidio 
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110m9/mll. Se centrifu~a a 45000 rpm. en rotor S0Ti 

durante 36 h a 20º C. Las bandas obtenidas por la 

formaci6n del 9radiente se colectan por separado ~ se 

extrae el bromuro de etidio con 2-propanol saturado, se 

somete a diálisis a 4ºC durante 24 h con varios cambios 

de la solución de Tris-EDTA. El DNA se conserva a 4ºC. 

VII. Extracción de DNA total para bacterias Gram (-}. 

CBabyKin, M. y colaboradores; 1984 <2>l. 

Las células se obtienen como se indica en 'el punto VJ 

se lavan con 3ml de TES, después son resusp•ndidas en lml 

de mezcla lítica y se incuban a 37• e 10 min. ~ 

posteriormente Qn hielo por 5 min. Se aqregan m.~al de 

sarkosyl al 2" y se homo9eniza por repipeteo a9re9ando 

lml de TES, nuevamente se adiciona sarkosyl a un~ 

concentración final de 1.5% <disuelto en 0.25M de EDTA>. 

El lisada es pa~~do 4 veces por una a9uja de 1.0mm de 

a una densidad de 1.61 9/cm3 y 

bromuro de etidio con una concentración 

0.Sm9/ml. 

El 9radiente isop(cnico preformado de CsCl se elabora 

utilizando tres mililitros de soluciones de cloruro de 

cesio con diferentes densidades: 1.772 9/cm3, 1.61g 9/cm3 

!incluyendo la muestra> y 1.446 9/cm3. Las soluciones son 

colocadas de mayor a menor densidad en el tubo de 

cuidando de no mezclarlas. 

centrifugación a 4~000 rpm en rotor 50Ti por 18 h. Las 
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bandas obtenidas en el gradiente se colectan por separado 

y se extrae el bromuro de etidlo con un volumen igual de 

isopropanol saturado con CsCl seguido de una diálisis 

para retirar la sal. El DNA se 9uarda a 4ºC. 

Para determinar la densidad del DNA; la muestra <sin 

bromuro de etldiol se somete a un gradiente de densidad 

de cloruro de cesio. La colecta se realiza por picadura 

del tubo en fracciones de 500ul cada una. A cada fracción 

se le determina el índice de refracci6n la partir del 

cual se puede calcular la densidad de cada fracci6n> ~ la 

absorbencia a 269 nm; con estos datos se construye una 

9ráfica en donde se determina la densidad de la muestra. 

VIII. Extracción de DNA total de células bacterianas. 

CSilhavy, T.~. y colaboradores; 1984 <43ll. 

Las células se obtienen como se indica en el punto \1 

y el botón celular se resuspende en 19ml de Tris HCl lpH 

8!~ EDTA 50mM; esta solución se congela a -20• C !hielo 

seco>; va congelada se adiciona 0.5ml de la solución de 

lisozima para romper las células , se funde mezclando en 

un baño de ac¡ua a temperatura ambiente. Ya fundido se 

enfría a 4°C. por 45 mln. Se adiciona !mi de la soluc.ión 

STEP '*l mezclando bien y se cal lenta a 65° e por 181<! 

minutos con mezclas suaves ocasionales. Se adicionan 6ml 

<:le fenol y se mezcla suavemente durante S mln. para 

emulsif lcar. Se centrifu9a 10 min. a 10000 rpm para 
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separar la fase acuosa, en la cual está contenido el DNA, 

se transfiere a un tubo limpio tratando de no incluir 

material de Ja interfase, si la fase acuosa está con el 

material de la interfase se repite la extracción con 

fenol. 

Después se adiciona una décima parte del volumen total 

de la muest~a de acetato de sodio 3M !pH 5.2> mezclando 

suavemente y 2 volúmenes de etanol absoluto; se invierte 

el tubo para mezclar, los ácidos nucléicos se a9rupan 

como en una esférula y se recuperan con una micropipeta 

de vidrio;el exceso de alcohol se remueve por rotación 

suave en las paredes del tubo; se transfiere a un tubo 

limpio que contiene 5ml de Tri& HCl 50mM y EDTA lmM con 

20gu9/ml de RNAasa A. Se incuba 2g minutos a 37°C y se 

·disuelve el precipitado movi~ndo el tubo suavemente a 4ºC 

toda la noche. El DNA debe estar completamente disuelto, 

si es necesario se a9re9a lml de Tris-EDTA. Se adiciona 

un volumen iqual de cloroformo. y 

mezclar, se cen~rifu9a a sa~z rpm por 

so invierte para 

15 minutos y la 

fase acuosa <superior) se transfiere a un tubo limpio; se 

precipita como se mencionó anteriormente y el DNA se 

observa como hilos lar9os, se recupera el DNA con una 

micropipeta de vidrio y se disuelve en 2m1 de Tris-EDTA. 

El DNA se 9uarda a 4ºC. 

l*l Con esta técnica se hicieron pruebas utilizando la 

enzima proteinasa 

<bajo la asesoria 

K inmovilizada en un soporte de nylón 

del Dr. I9nacio Ha9afta Plaza>. La 
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variación que se hizo fue de incubar la muestra con el 

nylÓn que tiene la proteinasa K, en un baño de a9ua al 

iqual que con la enzima sin i nmov i 1 i zar 1 despué,;; de 

incubar se centritu~a a 1000e rpm por 15 minutos, para 

separar el nylón de la muestra, y se continua con los 

pasos normalmente. Esta enzima 

3 veces. 

inmovilizada se reutilizó 

IX. Lisis • in situ ·~ CEckhardt T. 1978 C18Jl 

Una o 

placa de 

dos 

BHI 

colonias de Xanthomonas 

15ul 

sp. 

de 

crecidas 

solución 

en 

de 

lisozima que ha sido colocada, previamente, en los 

carriles del qel. La <1uspensión se ·vuelve ligeramente 

turbia, se incuba 5min a temperatura ambiente. Se a~re~an 

30ul de la solución 2 en la parte superior de la mezcla 

bacteria-lisozima, las dos capas se mezclan moviendo de 

lado a lado con un palillo, las dos capas deben 

diferenciarse. Se colocan 10~ ul de la mezcla más li9era 

en la parte superior 

dai"iar el 1 isado. 

de las otras dos soluciones, sin 

Se sellan los carriles con aqarosa fundida y se aforan 

los carr i 11n¡ con solución· amorti~uadora. El pl.ásmido se 

somete a electroforesis por una hora a 2mA t5VJ y despué~ 

por dos horas a 40mV C46V). El ~el se tiñe con bromuro de 

etidio t0.4uq/ml> en solución amortiguadora de boratos 

por 15 minutos. La cámara de electroforesis que se 

utiliza es vertical. 
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X. Detección de plásmidos. CKado C.I. y Liu S.T. 1981 

125!1. 

Se toman 3ml de un cultivo de Xanthomgnaw crecido 

durante 16 horas en medio líquido de BHI y se centrifu9a 

a 5000 rpm durante 7 minutos a 4ºC, la pastilla se 

resuspende en 1 ml de solución amorti9uadora E y we 

agregan 2ml de solución de lisis. Se incuba a 59 - 65°C 

por 20 minutos en baño de a9ua a 37° C. y se adicionan 

dos volúmenes de fenal-cloroformo 11:1> para separar 

proteínas. Se centrifu9a por 15 minutos a 6080 rpm a 4ºC. 

y la fase acuosa se transfiere a un tubo limpio con una 

pipeta pasteur. Se toman 35 ul de esta muestra y con 18 

ul de bromocresol purpura se somete a electroforesis en 

un 9el de a9arosa al 0.7% •• deja por des horas a 12 

volts. El 9e~ se tifte con bromuro de etidio en 

amorti9uador de acetatos 10.5u9/mll. 

XI. Extracción de plásmidos por columna. CNaniatis 1982 

13lll. 

Las células se obtienen como se indica en el punto V 

y la pastilla •e lava con 35ml de solución 1; se 

centrifuga por 20 min. a 6090 rpm en frío y la pa~til!a 

se resuspende en Sml de solución l con l0m9/ml de 

lisozima, se incuba 15 min. en hielo. Se añaden 20al de 

solución 2 y we mezcla por inversi6n, se incuba 5 min. a 

temperatura ambiente. Se adicionan 15ml de acetato de 
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sodio frío y se invierte varias veces, se incuba una hora 

en hielo y se centrifu~a por 40min. a 10000 rpm; el 

sobrenadante se transfiere a dos tubos v se precipita con 

dos volúmenes de etanol absoluto frío, se deja por 30 

min. en baño de hielo seco con etanol y se centrifu~a a 

10000 rpm por 15 min., el botón se resuspende en 5ml de 

la solución amortiguadora de columna. Se reali%an 

extracciones con feno!-cloroformo y después con 

cloroformo; se centrifuga 5 min. a 10999 rpm. A la fase 

acuosa <parte superior) se le adicionan 25ul de RNAasa A 

<19m9/ml) y se incuba durante 20 min. a 37° C. Se extrae 

nuevamente con fenol-cloroformo y después con cloroformo, 

se centrifuga por S min. a 10900 rpm. La fase acuosa se 

precipita con etanol como se indica anteriormente; la 

pastilla se seca y se resuspende en 0.5ml de solución 

amortiguadora de columna. La muestra es fraccionada en 

columna de sepharosa 4B <que ha sido previamente lavada 

con 50ml de amorti~uador de columna>. Se colectan 48 

fracciones de 599 ul cada una y con 5 ul de cada fracción 

se detectan los ácidos nucléicos en placa de agarosa con 

bromuro de etidlol después las fracciones que contengan 

ácidos nucléicos se someten a electroforesis en un ~el de 
~ 

a9arosa al 0.7%. Las fracciones que contengan la misma 

especie de DNA se me%clan y son precipitadas con etanol 

como se menciona anteriormente. La pastilla se resuspende 

en 100 ul de Tris-EDTA y se visuali%a por electroforesis 

en un gel de agarosa al 0.7%1 el cual es te~ido con 
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bromuro de etidio en amortic¡:iuador de acetatos. 

XII. Extracciones rápidas de plásmidos. 

al Barnes, 1974 13). Se toma una colonia de 

Xanthomooa:a sp. crecida en placa de BHI y se coloca en un 

tubo con 25 ul de solución 1,. se ac¡:iita con un palillo, se 

• tapa el t'ubo y se incuba a 6BºC por un hora. Se adicionan 

2.5 ul de + icol l al 25% y toda la mezcla se coloca en el 

carril de un 9el de a9arosa al 0.7%. Se ti~e el 9el 45 

minutos con bromuro de etidio en ounorti9uador de acetatos 

10.5u9/rnl l. 

bl Holrnes D.S. y Quigley, 1981 <24>. Se torna 1.5rnl de 

cultivo de Xanthgrnonas sp crecido 16 horas en medio 

líquido de BHI y se centri-fuga 1 min. en microcentrí-fugaJ 

el botón se seca y se resuspende en 0.35 ul de la 

solución se adicionan 25 ul de solución de lisozima 

-fresca <10rn9/mll y se mezcla en agitadora por 3 segundos; 

se pone el tubo en ba~o de agua hirviendo durante 40 

segundos y se centri-fu9a inmediatamente después por 10 

min. a temperatura ambiente en microcentrí-fu9a. El botón 

se remueve con un palillo y al sobrenadante se le 

adicionan 40 ul de acetato de sodio 3M y 420 ul de 

isopropanol, se mezcla con agitador y se incuba en baño 

de hielo seco con etanol por 15 min.; se centri-fu9a 15 

minutos en microcentrí-fuga a 4•c, el botón se seca y se 

resuspende en 5g ul de Tris-EDTA con 5g u9/ml de RNAasa 
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A, se incuba 10 min. 

a9arosa. 

a 37º c. y se observa en gel de 

XIII. Digestión con enzimas de restricción. 

Cada enzima tiene sus condiciones óptimas de reacción. 

Para llevar a cabo la digestión se necesita 1 ug de DNA 

para dos unidades de enzima una unidad de enzima se 

define como la cantidad de enzima necesaria para digerir 

un microgramo de DNA en una hora a la temperatura 

adecuada y con la solucción amortiguadora de reacción 

correspondiente ) ' la solución amorti9uadora de 

reacción adecuada concentrada diez veces !19Xll el 

volumen total 

estéril. 

se completa a 2G ul con a9ua destilada 

Se hacen los cálculos para tener 1 ug de DNA, las 

cantidades necesarias de enzima y solución amorti9uadora 

de reacción. Primero se pone el agua seguida del DNA, la 

solución amortiguadora y por Último la enzima. Se pone a 

incubar a 37ºC durante una hora; después de este tiempo 

se adicionan 3 ul de azul de bromofenol y se para la 

reacción con un choque térmico a 65°C durante 5 minutos. 

XIV. Electroforesis en 9el de a9arosa. 



Para llevar a cabo la electroforesi» 

cámaras electroforétic:as horizontales de 7.5 

verticales de 17.5 X 18.0 cm. 

La agarosa que se utiliza es al g.6 o 0.7% en 

amorti9uadora de acetatos o boratos. 

utiliz;an 

X 5.0 CID y 

soluc: ión 

En los geles horizontales el voltaje que se utiliza es 

de 50 V. durante dos horas. 

El colorante que se utiliza como referencia es el 

azul de bromofenol y el 9el se ti~e con bromuro de etidio 

a una concentrac: ión de 0.5 ug/ml en 

amortiguadora de acetatos o boratos durante 

minutos. 
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1.'. PESUL TAllOS 

1. Curva de crecimiento de Xanthompnps 5p. &n medio 

infu$iÓn cerebro-corazón. 

La curva de crecimiento de Xanthomonas sp. e~ una 

curva típica si9moidal <9ráfica 11 q••e comprende 1 as 

fases la9 o de adaptación al medio de cultivo, con una 

duración de tres horas después de lil inoculación¡ la fase 

lag o de duplicación con una duración de 8 horas v la 

fase estacionaria que se alcanzó a las 11 horas después 

de inocular el medio de cultivo. 

Cul 

Para determina!'\ 

de Xanthomonas 

la tasa 'específica de crecimiento 

sp. en este medio, se 9raf icÓ el 

109aritmo de la absorbencia contra el tiempo, 

un valor de e. 2/hr. Cgráf ica 21 .., el 

duplicación del cultivo fue de 3.46 horas. 

obteniendo 

tiempo de 

2. Relac Ión entre la densidad óptica v el 

crecimiento del cultivo de Xanthomonas sp. 

La relaci6n obtenida entre la densidad óptica 

nml :: los gramos de célula por litro de cultivo fue de 

1:1 !gráfica 31, resultando la ecuación: 

42 



0.7 

0.6 

0.5 

i 
i 0.4 !! 
e 
ü 
:& ... - 0.3 § 
:l 

0.2 

0.1 

o 
2 3 4 

CINETICA DE CRECIMIENTO DE 
XANTHOMQNAS sp 

5 6 7 8 9 .10 12 13 

TIUC~O IHQllA9) 

WFICA 1. La - dal cnclmlel\ta da l<antl!qmepq1 .. una CUNO liomolde típico. 
La f- 1o9Drltmlca tardla M alcanzo a IOI 10 '-<11 , a 0.6 de de absotbencio. 



9 
8 
7 
8 

:! 

4 

3 

1 !2 

a l 

1 
1 
9 
8 
7 
8 
:¡ 

t 4 

3 

2 

2 

CURVA SEMILOGARITtetCA DE CRECIMIENTO DE 
XAll!HOllC*AS .. 

3 4 7 11 

" 

109 y= 0.2x + 1.88 

~=0.2 

10 11 

.-Al'ICA Z . La •- de crecimiento de XAnf..._, ep ., -dio de infllSlcfn 
-.llro-~ ..... 0.2 11r-1 



n.o. <5313 nml 1.9 <qclllll + 0.006 1 en donde: 

y Densidad Óptica 

m 1.0 

b 0.0f!6 

La correlación entre los puntos fue de S.99 Y la 

ecuación se obtuvo utilizando el mit~~o de mínim~s 

cuadrados. 

Para la extracción del DNA las células se cosecharon 

en la fase 109arítmica tardía, a una densidad Óptica de 

0.6 <530 nml, teniendo aproximadamente 0.6006 9cé111. 

Para la extracción de DNA de Xanthgmonas sp. se 

emplear-en var-ias· técnicas que se modificaron seqún lali 

necesidades de la bacteria. Los resultados obtenidos par-a 

estas distintas técnicas se muestran a continuación. 

3. Se obtuvo DNA de Xantbomonas sp uti J.izando la 

técnica de Birnboim y Dolv <6l, <técnica VI métodos!. 

El DNA se purificó utilizando un 9radiente de 

densidad de cloruro de cesio. Se obtuvieron dos bandas 

con un mínimo de separación entre ellas; la se~unda banda 

más pequeña que la pr-imer-a. Se colectaron por separado ~ 

se dializaron durante 2q horas en solución amorti9uadora 
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d~ Tris-EDTA a 4ºC. Las muestra& obtenidas se sometieron 

a electroforesis en un gel de agarosa al ~.7%, resultando 

moléculas de alto peso mol.ecular Gn ambos casos. 

Con el propósito de caracterizar estas especies de 

DNA se comparé el patrón de restricción de ambas bandas. 

Cada banda se restringió con las enzimas Eco RI, Pst I, 

Hind 111, 11 ':/ Bam HI; y para cada una de estas 

enzimas utilizadas no se observaron bandas definidas al 

someterse a electroforesis en un 9el de a9arosa al 0.7%. 

La técnica de Birnboim v Doly para la obtención de 

plásmidos fue empleada para extraer el plásmido pBP322 de 

Ja cepa HB101 de Eschericbia J;.Q.l..i.; el cual se sometió a 

electroforesis en 

un patrón típico 

un 

de 

9el de a9arosa al 0.7~, 

plásmido con tres 

resultando 

bandas: I 

correspondiente a DNA circular covalentemnte cerrado~ 11 

DNA circular abierto v III DNA lineal Cfi9ura 21. 

Este plásmido fue empleado para comprobar Ja eficacia 

de las enzimas de restricción Eco RI v Pst I, obteniendo 

una sola banda de 4.2 Kb después de Ja restricción, en 

ambos casos._ Estas enzimas reconocen un sitio Único 

dentro del plásmido produciendo la linealización de éste. 

Con el fin de establecer si las condiciones 

utilizadas para Ja restricción del DNA de Xantbomonas sp. 

eran las adecuadas se hicieron incubaciones mezclando DNA 

de Xanthomonas sp. ':/ de pBR322. 
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Restricción del DNA de 
Xanthomonas sp y pBR322. 

l2S4&1711 

Kit 

2S.6 
9.4 
6.8 

Figura!. El DNA de Xanthomonas sp y pBR322 fue aisla
do por el método de lisado claro (6) y restringido se
gCm métodos. Carril 1. pBR322; carril 2. pBR322 digeri 
do con Eco RI; carril 3. Xanthomonas sp; carril 4. ~ 
thomonas sp digerido con Eco RI; carril s. Xanthomonas 
sp y pBR322 digeridos con Eco RI; carril 6. Xanthomo -
~ sp; carril 7. Xanthomonas sp digerido con Pst I; -
carril 8. Xanthomonas sp y pBR322 digeridos ·con Pst I; 
carril 9. Marcador de peso molecular, lambda digerido
con f1ind III. 



En la fi9ura 2 se observa la di~estión del DNA de 

Xanthomooas sp. ~ de pBR32. Para pBR322 se tiene una 

banda de 4.2 Kb ~ para el DNA de Xanthomonas sp se 

observan fraqmentos de más de 23 Kb hasta de menos de 2 

Kb. 

4. Se uti l i:z6 la técnica de Babykln para la. 

extracción de DNA de Xantbompnas sp. para detectar la 

presencia de plásmidos <técnica VII m9todosl. 

Con esta técnica los lisados celulares obtenidos son 

muy viscosos lo· que dificulta su manejo y en varias 

ocasiones la lisis celular no fue satisfactoria. Al 

someter el DNA a un ~radiente de densidad de cloruro de 

cesto se ·obtuvo una banda de DNA con una densidad de 

1.727 q/ml <gráfica 31; la cual fue colectada y di•lizada 

a 4° e en solución amorti9uadora de Tris-EDTA. Esta 

muestra se sometió a electroforesis en un ~el de aqarosa 

al 0.7% detectando una s6la banda no definida de alto 

peso molecular. 

Con el fln de caracterizar el DNA de Xaotbomgnas sp. 

obtenido con esta técnica se rectrin9ió con las enzimas 

Eco RI, Pst I, Hind III Bgl II v se someti6 a 

electroforesis en un 9el de a9aro&a al B.7%, resultando 
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un patrón de bandas no definido, para cada una 

enzimas empleadas, con fraqmentos de más de 

menores de 2 Kb. !datos np mostrados>. 

La obtención de una sóla banda del 

de las 

23 Kb V 

complejo 

DNA-bromuro de etidio y el patrón de restricción 

observado indican la ausencia de DNA extracromosómico en 

la cepa de Xanthomonas sp. 

!5. Con el propósito de 

empleó Ja técnica d" Si lhavy 

plásmidos a partir del DNA 

<técnica VIII métodos>. 

verificar lo anterior se 

!431 para la detección de 

total de Xantbgmgna& sp. 

Después de extraer el DNA de Xanthgmqnas sp. la 

muestra se someti6 a electroforesis en un 9el de a9arosa 

al 9.6%, se obtuvo una sóla banda de alto peso molecular. 

Con el fin de determinar el patrón de restricción del 

DNA se utilizaron las enzimas de restricción Eco RI, Pst 

r, Hind III, Bam HI y B91 II y se observó que las enzimas 

cortaron al DNA en diferentes sitios dando luqar a un 

patrón de corte con bandas no definidas. !fiQura 3) 

Se realizó una cinética de diqestión con Pst I ., Eco 

RI. Los tiempos de incubación fueron aumentados· en 30 

minutos basta tres horas. Se observa en un q•l de aqarosa 

al 0.6% que a mayor tiempo de incubación los fra9mentos 

obtenidos son más pequePlos sin observarse un patrón de 
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Restricción del DNA de Xanthomonas sp 

t !34517 

Kb 

23 .8 
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Figura 3 . El DNA de Xanthomonas sp (carril 1) obteni
do con la técnica de Silhavy fue restringido con las -
enzimas: carril 2. Eco RI; carril 3. Pst I; carril 4.
Hind III; carril 5. Bgl II; carril 6. Bam HI; carril 7 
Marcador de peso molec~lar, lambda digerido con Hind -
III. 



ban~as deTinido. La Ti9ura 4 muestra los resultados 

obtenidos con Pst I, los cuales TUeron semejantes a los 

obténidos ccn Eco RI, que no son mostrados. 

El DNA obtenido 

restrin9iÓ ccn un par de 

con la misma 

isoesquizómeros: 

t~cnica VIII se 

Hpa II v Msp I 

ccn el Tin de canecer si la secuencia que reconocen estas 

enzimas en el DNA de Xanthomgna5 sp. se encontraba o ne 

mcdiTicado lmetilado). Estas enzimas reconocen la misma 

secuencia, v la diferencia es que Msp I la restrinqe aún 

cuando esté metilada y Hpa JI no la corta si existe 

1nodiTicación. La diqestión se realizd con ambas enzimas a 

37• C. durante una hora y se sometió a electroToresis en 

un gel de agarcsa al ~.6%. En la Tiqura ~ se presenta el 

patrón de corte obtenido que es de Tra9mentos de menos de 

2 Kb. para ambas diqestiones, lo que indica que la 

secuencia que reconoce este par de 

está modiTicado. 

isoesquizómeros no 

6. Se 

detección 

métodos>. 

utilizó la 

de plásmidos 

técnica d9 Eckhard 

en Xanthomonas sp. 

118! para la 

<técnica IX 

La lisis celular se llevó a cabo en el pozo del gel 

para evitar la ruptura del DNA durante la 

La concentración de agarosa utilizada TU& 
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Cinética de digestión del DNA 
de Xanthornonas sp. 

1!34617 

FigÚra 4 . Se real.izó una cinética de digestión con -
Pst I del. DNA de Xanthomonas sp obtenido con l.a técni
ca de Sil.havy. Se utilizaron diferentes tiempos de in

cubación. Carril 1. DNA de Xanthomonas sp; carril 2. -
30 min.; carril 3. 60 min.; carril. 4. 90 rnin.; carril-
5. 120 min.; carril. 6. 150 min.; carril 7. 180 min. 



Digestión de Xanthomonas sp con 
Msp I y Hpa II 

1 2 s 4 

Kb 

23 6 

9.4 
6.6 
4.2 
2.3 

Figura 6 . El DNA de Xanthomonas sp obtenido con la -
técnica de Silhavy fue restringido con los isoesquiz5-
meros Msp I y Hpa II. Carril 1. Xanthomonas sp; carril 
2. Xanthomonas sp digerido con Msp I; carril 3. Xantho 
~ sp digerido con Hpa II; carril ~; Marcado?' de p~ 
so molecular, lambda digerido con Hind III. 



desp•uÍ& de real i:z:ada la electroforesis se observa una 

banda poco definida de alto peso molecular, que 

correspondería al cromosoma de Xanthomgnas sp. ffl~ura 

6). 

Esta técnica de lisis • In situ se apl icÓ en la 

cepa C600 de Eschgric;bia mil :1 se obtuvo una banda que 

mi9ra a la misma altura que el DNA de Xanthomon.as sp., 

también de un peso molecular elevado, y que corresponde 

al cromosoma de .,E. .l:D.1..1. ya que esta cepa no pose~ 

plásmidos. !fi9ura 71. 

' Otra técnica utlli:z:ada para la detección de 

plásmidos en Xanthomonas sp. fue la de Kado v Liu <25>. 

Ctécnica X métodosl. 

El DNA ~w Xenthomonas sp obtenido con esta técnica se 

sometió a electroforesis en un 9el de a9aro&a al S.7% 

observándose una banda definida de ·alto peso rnclec:ular, 

lo cual Indica que no hay · nin9Ún elemento 

e~tracrcmosómtco en Xanthoroonas sp !fi9ura 9l. 

0. Se utili:z:Ó la técnica de Maniatis (31) para la 

Identificación de plás;mldos er1 Xanthomo11~ sp. !técnica 

XI métodos>. 

Con esta técnica se descarta la mavor parte del DNA 

cromosÓmico ~ la puri+lcac!Ón de Jos ácidos nucléicQ 
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Lisis "in situ" de Xanthomonas sp. 

l ! 3 
KL 
!S.8 
9.4' 
8.8 

Figura 8 . La lisis celular se lleva a cabo directame!!. 
te en el pozo del gel con el fin de detectar la prese!!. 
cia de plásmidos. Se observa la ausencia de plásmidos
en Xanthomonas sp en el carril 1 y 2. En el carril 3.
Marcador de peso molecular, lambda digerido con Hind -
III. 



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

• ! s 4 

Kb 
23. 6 

9.4 
••• 4.2 
2:3 

Figura 7 . La técnica de "lisis in situ" se llevó a 
cabo para la cepa C600 de Escherichia coli sin plasmi
dos al igual que para Xanthornonas sp. Carril 1 y 2. ~ 
Xanthomonas sp; carril 3. E. ~ cepa C600; carril 4. 
Marcador de peso molecular, lambda digerido con Hind -
III. 



Lisis alcalina en ~nthomona~ sp· 

1 ! ' \lb 

u.& 
9.4 
g.6 
4.t 
t.S 

Figura 1 . Se uti1it6 ia t•cnic• d• <ado y ciu para ·~ 
te,,,.;.nar ia presenci• de pi~smidos en l\>!ltnomonª"- sp.-
1.a •=•• de DNA corresponde ai cro""'ºma de ia bact• -
ri•· carri1 1· y '· DNA de !<!'tnomon.._ sp• carri1 3. -
,....cador de peso ""'ºº"'""' '"""'ª g;gerido con Rind -

I.I.l.. 

··~ 



obtenidos se realiza utilizando una columna de sepharosa 

4B. 

Se colectaron 48 fracciones de 509 ul cada una 

después de eluir la muestra por la columna; estas 

fracciones se diluyeron tomando una al(cuota de 250ul, de 

cada una, para determinar su absorbencia a 260 nm, los 

resultados se observan en la gráfica 4. 

Por otra parte en placas de a9arosa con bromuro de 

etidio las fracciones 7 a la 13 .., 13 a 22 presentaron 

f 1 uoresct~nc i a. Las fracciones 7 a la 13 se concentraron 

y se sometieron a electroforesis en un,qel de a9arosa al 

0.7~, observándose una banda de alto peso molecular 

siimi lar a la de otros qele&. En la fiqura 9 s61-o ··'Se 

muestran las fracciones 11 a la 13, sin embar90 en las 

fracciones 7 a 10 se observó la misma banda •Ólo que más 

tenue. 

Esta muestra de DNA se restrin~iÓ con las enzimas Eco 

RI, Pst I y Hind III. El patrón observado fdatos no 

mostrados> fue de bandas no def inldas, lo que indicó que 

el DNA pertenece al cromosoma de Xanthomonas sp. 

Al someter a electroforesis las fracciones 13 a 22 se 

detectaron moléculas de bajo peso molecular que 

correspondieron a RNA de Xanthomgnas sp ffiqura 10), esto 

es porque la muestra se trató previamente, con RNAasa A 

que hidroliza el RNA produciendo fragmentos 

la molécula. 

pequ&ños de 
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Patrón electroforético de ácidos nucléicos 

de Xanthomonas sp aislados por cromatogra

fía en Sepharosa 48. 

121468789 

Kb 

23. 6 
9.4 
6.8 
4.2 

Figura 9 . La muestra obtenida de Xanthomonas sp con -
la técnica de Maniatis es filtrada en una columna de -
Sepharosa 4B; se observa en el carril 1. Fracción 11,
DNA; carril 2. Fracción 12, DNA; carril 3. Fracción 13 
DNA; carriles 5 al B. RNA de Xanthomonas sp; carril 9. 
Marcador de peso molecular, lambda digerido con Hind -
III. 



_ ..... -----
9. Se emplearon extracciones rápidas de p1ásmidOS 

rtécnica ~111 métodosl .para detectarlos en~~n\homonalá 

6P• 

a9arosa al 0.7% una banda de alto peso molecular 

indica \a ausencia de p1ásmidOS• 

lo que 

Todas las técnicas empleadas fueron desarrollada• por 

primera ve~ en el laboratorio ~ se adaptaron para 

trabajar con la bacteria x~n\homgna..á sP• 



VI. DISCUSIÓN 

La curva de crecimiento de Xanthomonas sp, fue 

determinada con el objeto de conocer el tiempo apropiado 

para la cosecha de células para la extracción de DNA. 

Esta curva de crecimiento se realizó en medio de 

infusión cerebro-corazón ~ se obtuvo una curva típica 

si9moide con las fases características de este tipo de 

curvas !9ráfica 1>. La fase 109arftmica tardía es la 

apropiada para la cosecha d• las células. ya que las 

paredes celulares de la bacteria aún no son muy rf9idas 1 

lo que permite una lisis celular adecuada. En Xanthomonas 

sp se presenta a ·una densidad óptica de e.6 a ~3e n•. 

A esta densidad óptica de 0.6 se tienen 

aproximadamente e.6606 9ramos de células de Xanthpmonas 

sp. por li"tro de medio de cultivo ~ éstos• determinó en 

base a la curva patrón de Xanthomonas sp. !gráfica 3). 

La tasa d• 

e.2/horas y su 

!qráf ica 21. 

crecimiento de Xanthomonas sp. •• de 

tiempo de duplicación es de 3.46 horas. 

Considerando las características de los plásmidos se 

ensayaron distintas técnicas para su extracción. Estas 

técnicas utilizadas han sido descritas para una qran 

variedad de cepas bacterianas que poseén plásmldos tan 
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pequeños como el pBR322 de 2.6 Kb y plásmido• c:uvo pes;o 

molecular fue &stimado en un ranqo de <?0 a 213!if " 1.'<11'6 

daltons <UJl. 

Con 

someter 

la técnica dGI lisado c:laro 16) v de»pués de 

la muestra a un 9radiente de densidad se 

obtuvieron dos bandas del 

etidio. Al restrin9ir 

c:lomplejo DNA-bromuro de 

c:on diferentes enzimas de 

restr ice:! Ón y someter las muestras de DNA a 

electroforesis en un 9el de a9arosa, se determinó que era 

DNA cromosémico porque el patrón de restric:c:iÓn es 

característico del DNA cromosÓmico, es dec:ir produc:cién 

de fraqmentos heteroqéneos en peso molecular. 

Se realizaron extrac:c:iones de DNA total de 

Xanthgmonas sp con el fin de detectar la presencia de 

plásmidos. 

Al utilizar la técnica de Babykin 12) para la 

extracción de DNA de Xantbompnas sp. se encontró una sóla 

banda en el qradi'ente lo que indicó la ausencia ·de 

elementos extracromos6micos. 

Esta muestra de DNA también fue restrinqida para 

conocer su patrón .de c:orte "/ se observó en un 9el de 

aqarosa un patrón de bandas no definido, to que indicó 

que corre¡¡pond!a al I.'INA cromosÓmico. 

Con la técnica de Babykin 12) las muestras que se 

obtienen son muy viscosas; esta viscosidad es, quizá, 

debida a ta producción de qoma xanthana lpolisacáridol 

'S2 



por el 9énero Xantbgmgnas, y como por la técnica na se 

descarta material las muestras son difíciles de manejar. 

En algunas extracciones 

cabo satisfactoriamente, 

gradiente de densidad 

ya 

de 

la lisis celular no se llevó a 

que después de someter a un 

cloruro de cesio, no se 

observaron bandas de DNA o fueron bandas muy tenues. De 

todos los experimentos llevados a cabo sólo en dos 

ocasiones pudo obtenerse una lisis celular adecuada para 

la extracción de DNA. Por lo tanto esta técnica no es 

recomendable para purificar DNA de Xantbomonas sp. 

para 

La técnica de lisado claro 16> 

aislar el plásmido pBR322 de 

también fue utilizada 

la cepa HB1S1 de 

'2tl..!.· Los resultados obtenidos -fueron Escherichia 

positivos 

plás;;mldo 

encontrándose una banda correspondiente al 

pBR322.en el gradiente de densidad con cloruro 

bromuro de etidio. Al someter esta muestra a de cesio y 

electrooforesis en un qel de aqarosa se observó el DNA de 

pBR322 y al ser restrin9ido con las enzimas Eco RI y Pst 

I se obtuvo el patrón de restricción esperado, una b~nd~ 

de 4.2 Kb; estas enzimas reconocen en un sitio Único al 

plásmido pBR322 linealizándolo. 

El DNA de Xantbomonas sp. obtenido con la técnica de 

lisado claro 16) fue cromosómico y las bandas observadas 

en el 9radiente puedieron deberse a diferente& 

configuraciones del cromosoma de Xanthomonas sp. 
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Se usó la técnica de Silhavv 143¡ para Ja extracción 

de DNA total en Xantbomonas sp. realizando distintas 

modificaciones principalmente en el tiempo de incubación 

con proteinasa K, ya que al parecer esta bacteria posee 

una 9ran cantidad de proteínas. Se usó también proteinasa 

K inmovilizada en un soporte de n~l6n obteniendo buenos 

resultados lo que representa un ahorro, ya que puede ser 

reutilizada varias veces. Para este trabajo se usó 3 

veces en diferentes experimentos 

disminu~.1ó. 

v su actividad no 

En esta técnica la muestra de DNA obtenida se 

sometió directamente a electroforesis en un de 

aqarosa •. Se obtuvo una banda de DNA, sin encontrarse 

al9una otra correspondiente a DNA extracromosómico. Las 

muestras de DNA obten idas de esta maner•a fueron adecuadas 

para llevar a cabo di9estiones con distintas enzimas de 

restricción por lo que s~ caract~rizó parcialr.wntw, al 

DNA de Xanthomonas sp. 

Se realizó un ensayo de restricción con un par de 

isc.esquizómeros, resultando una di9estién similar con 

ambas enzimas lo que indicó que para este par de enzimas 

isoesquizoméricas el DNA de Xanthomonas sp no se 

encontraba modificado en la secuencia C1CGG. 

Con las cinéticas de di9estién utilizando Pst y 

Eco RI se obtuvn-on diqestiones del DNA cromosómico; a 

mayor tiempo de incubación se ori9inaron fra9mentos de 

DNA de menor peso molecular. 



Con el método de Silbavy el DNA de Xanthomonas sp. 

pudo aislarse más fácilmente, 

trabajar coro el DNA cromosÓmico 

se recomienda que para 

de Xantbpmonas sp. &e 

utilice esta técnica va que las condiciones de lisis son 

las más apropiadas para obtener su DNA. 

Para la extracción de plásmidos se utilizaron otras 

técnicas: 

Empleando la técnica de Eckbard (181 se obtuvo una 

sÓla banda de DNA de alto peso molecular en un 9el de 

agarosa. Si la cepa de Xanthpmpnas sp. tuviera plásmido& 

se esperaría encontrar al menos dos bandas en el 

agarosa. 

Se usó la cepa C6~~ de Escberichia S2l..i. v al someter 

el lisado bacteriano a electroforesis en un 9el de 

a9arosa se obtuvo una sóla banda que miqra a la misma 

altura q~e la banda de Xanthomonas sp. y que pertenece al 

DNA cromosómico de Escherichia .i;g_U. Ésto suqiere 

fuertemente que la banda de DNA de Xanthomonas sp 

corresponde al 

plásmidos. 

cromosoma y no se detectó la presencia de 

La técnica de Kado y Liu 125) nos por.mita eliminar 

la mayor par"te.-del DNA cromosómico por' lo que en un 9el 

de aqarosa se obser"va como un banda tenue de alto peso 

molecular. Con el DNA de Xantbomonas 

sóla banda a diferentes tiempos 

&p. 

de 

se encontró una 

incubación que 



corresponde a DNA cromosómico; si fuera DNA 

extracromosómico se observaría otra banda adicional " 

además, por sus caracterí~ticas en cuanto a miqración en 

electroforesis en un gel de agarosa es comparable con la 

banda de cromosoma reportada para esta técnica. 

Dentro de las técnicas desarrolladas se utilizaron 

extracciones rápidas de plásmidos, CBarn'"'' 13¡ v Hol111es 

!24!1, para detectar su presencia. Con estas técnicas se 

obtuvieron resultados ne9ativos ya que se encontró, una 

sóla banda de alto peso molecular correspondiente al DNA 

cromosómico de Xanthomonas sp. Estas t6cnicas se 

utilizaron para extraer el plásmido pBR322 de E5cberichia 

i;.g_!j_ y se 109rÓ aislar, obeniéndose el patrón de bandas 

esperado. 

La cromatografía de exclusión molecular, utilizando 

un soporte de Sepharosa 4B, es otra técnica empleada para 

separar distintas especies de DNA 131). 

Para la extracción del plásmido se usan condiciones 

que disminuyen la concentración del cromosoma. de la 

bacteria y permiten identificar al plásmido. 

La muestra es filtrada en una columna de sepharosa 

4B en donde las moléculas más grandes elu~en más rápido. 

Así, se tiene que, el DNA cromosómico eluye en las 

primeras fracciones se9uldo del Plásmido >' por Último el 

RNA. 



Se obtuvieron solo dos picos en el patrón de 

elucién, una región que corresponde al DNA cromosémico v 

otra re9ión de RNA (9rá+ica 4). 

La región de DNA se restringió con di+erentes 

enzimas y se obtuvo una di9estión parcial del DNA sin 

presentarse un patrón de restricción de+inido. 

En todos los métodos utilizados las muestras 

obtenidas se sometieron a electro+oresis en un gel de 

a9arosa, se detectó una sóla banda para cada una de ellas 

indicando la ausencia de plásmidos en Xanthomonas sp; ya 

que Meyer 132) reporta que la electro+oresis en un 9el de 

agarosa es un buen método para la det_ección de plásmidos 

de di+erentes tamaños en distintas bacterias. 

Se esperaría, para una cepa con plásmidos, encontrar 

al menos dos bandas, correspondientes a DNA circular 

cerrado covalentemente, 

abierto. 

DNA lineal o DNA circular 

Por otra parte las muestras de DNA de Xanthgmgnas 

sp. +ueron restrin9idas con di+erentes enzimas resultando 

una digestión de DNA sin un patrón de bandas do+inido que 

es el esperado para el DNA de plásmidol esto también es 

una prueba para descartar la presencia de plásmldos en 

Xanthomonas sp. 

El objetivo particular de este trabajo +ue la 



detección de plásmidos en Xanthomonas sp con el fin de 

construir un vehículo de clonación para los 9enes que 

codifican las celulasas d~ Cellulomonas flaviqena. 

Con Jos resultados obtenidos se puede concluir que, 

con las técnicas anteriormente descritas no se detectó la 

presencia de plásmidos en Xanthomonas sp. 

Este resultado es importante, ya que si Xanthomonas 

sp no poseé plásmidos, su transformación 9enética con un 

plásmido va caracterizado, podría llevarse a cabo 

descartando la incompatibilidad de plásmidos. 

Por otra parte el trabajo realizado en Xanthomgnas 

sp forma parte del proyecto: "Mejoramiento 9enético del 

c:ultivo mixto bacteriano !Cellulomonas flayigena y 

Xanthompnas sp) para el aumento de la productividad y 

rendimiento en la obtención de proteína unicelular•; y es 

complementario a otros estudios que se efectuan sobre el 

cultivo mixto en el departamento de Biotecnolo9Ía y 

Bioin9eniería del CINVESTAV. 

Además, es importante estudiar cada uno de los 

9éneros que constituyen este cultivo con el fin de tener 

la información necesaria para poder mejorarlo 

<;>enéticamente. 

Para la continuación de este trabajo se su9iere, 

transformar 9enéticamente a Xanthomonas sp con plásmidos 



que se utilicen como vectores de clonación para bacterias 

gram negativas <RSF101g, pHV33, pHV1431l y, de estos 

plásmidos encontrar el más adecuado a Xanthomonas sp, es 

decir, que sea estable. 

59 



CONCLUSIONES 

La curva de crecimiento 

in~us!Ón cerebro-corazón 

si9moide. 

IBHII, 

de 

es 

Xanthomonas sp. en 

una curva de tipo 

A una densidad Óptica de ~.6 a 53~ nm se alcanza la 

+ase lo9arftmica tardía, que es la adecuada para 

recuperi.'.r a las células. A esta densidad óptica s .. ti"n"n 

0.6006 9ramos de célula por litro de medio de cultivo. 

Se montaron por primera vez, 

técnicas para la extracción de DNA 

en .. 1 laboratorio, 

de Xantbgmpnas· sp y, 

se encontró que la técnica más adecuada es la de Silhavv 

y colaboradores de 1984, ya qu~ con ella se obtiene la 

mayor cantidad de DNA en comparación con Jos demás 

métodos. empleados. 

Al utilizar las técnicas descritas no se obtuvo 

evidencia experimental 

~anthgmonas sp. 

de la presencia de plásmidos en 
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