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RESUMEN 

La cepa bacteriana CAE-01 presenta propiedades antag6nicas hacia bacterias 
y hongos fitopat6genos, dicha actividad involucra Ia sfntesis de una bacteriocina de 

naturaleza proteica. Con el objeto de iniciar Ia caracterizaci6n de esta sustancia, en 

el presente trabajo, se determin6 su peso molecular, contenido de f6sforo y nitr6geno 

y asf conocer su estabilidad y posibilidades de aplicaci6n en el control biol6gico de 
enfermedades en las plantas, tambien se investig6 su origen genetico par lo que Ia 

cepa antag6nica fue tratada con naranja de acridina y bromuro de etidio para eliminar 
sus plasmidos. Su capacidad inhibitoria fue evaluada con Clavibacter michiganensis 

subsp. michiganensis. Los resultados indicaron que Ia bacteriocina tiene un peso 

molecular de 87.9 kilodaltones y un contenido de f6sforo de 1.15% y nitr6geno de 

14.9 % y que su codificaci6n no esta regulada par plasmidos; estas caracterfsticas 
permiten inferir que su empleo para el manejo de enfermedades no implica ningun 

riesgo de transferencia de material genetico vfa plasmidos con otras bacterias. 

Palabras clave: bacteriocina, control biol6gico, curar de plasmidos, antagonismo. 
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ABSTRACT 

The bacterian CAE-01 strain shows antagonic properties with phytopatogenal 
bacteria and fungus , this activity needs the synthesis of a proteic nature bacteriocin. 
With the idea of beginning this sustance caracterization, this work, was determined 
with its molecular weight, phosphorus and nitrogen contents , so we could be able to 
know its stability and application posibilities in the biologic plant disease control. Its 
genetic source was also studied, so the antagonic strain was worked with acridine 
orange and etidium bromide to eliminate plasmids. Its inhibition properties were 
evaluated with Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis. The end product 
showed that the bacon ian has a molecular weight of 87.9 kilodaltons and a 
phosphorus 1.15 % and a nitrogen 14.9% content. Its dosification is not dosificated 
with plasmids. This characteristics showed us that its handle against diseases does 
not represents any hazard with genetic material transfer plasmid-via with other 
bacteria. 

Key words. Bacteriocin , biological control , curing plasmid, antagonism. 
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1. INTRODUCCION 

Las enfermedades de las plantas, causadas par bacterias fitopat6genas, 

han ocasionado perdidas a Ia agricultura y a Ia horticultura par muchos arias. 

Estos efectos se reflejan en reducci6n en Ia disponibilidad de alimentos, 

productos vegetales de menor calidad, incremento en los costas de producci6n 

y finalmente , elevaci6n de los precios. Para muchas enfermedades, los 

metodos tradicionales de control qufmico no son viables econ6micamente, 

ademas para el caso de las bacterias existen pocos ya que estas tienden a 

desarrollar facilmente resistencia, par si fuera poco, los productos qufmicos 

tambien ponen en riesgo Ia salud del ser humano, Ia seguridad y danan el 

ambiente (Larkin, 1998). 

Una medida complementaria para el manejo de estos organismos, es Ia 

busqueda y explotaci6n de organismos antag6nicos (Fravel , 1988; Liao, 1989; 

Kerr and Htay, 1973; Ellis et a/ 1979), no solo par evitar el deterioro del 

ambiente sino tambien porque pueden reducir los costas de producci6n al 

promover el crecimiento de las plantas (Sigee, 1993). 

El estudio de este tipo de organismos ha permitido conocer su 

mecanismo de acci6n y con ella extraer los principios activos para generar 

bactericidas de usa intensivo y en algunas ocasiones incluso se ha podido 

transferir el caracter antag6nico a tejidos vegetales y obtener materiales 

resistentes a plagas y enfermedades en menor tiempo (Basurto et a/, 1990). 

Rodriguez y Mejfa (1995) reportan a Ia cepa antag6nica CAE-01 , Ia cual tiene 



Ia capacidad de inhibir el desarrol lo in vitro de 20 especies bacterianas y 3 

especies de hongos fitopat6genos, asf mismo, realizando trabajos in vivo 

(Rodriguez et at, 1995; Gijon, 1996) se ha detectado reducci6n en Ia severidad 

de algunas enfermedades con Ia aplicaci6n de esta bacteria. 

Los sistemas antag6nicos mas conocidos realizan esta actividad 

inhibidora de una forma natural, es decir, mantienen las poblaciones 

microbianas en equilibria, esto par diversos mecanismos entre los que destacan 

Ia producci6n de moleculas como los antibi6ticos, los sider6foros o las 

bacteriocinas (Sigee, 1993). Estudios detallados indican que algunas de estas 

moleculas inhibidoras de microorganismos estan reguladas par plasmidos 

bacterianos lo que las hace inviables para ser usadas como agentes de control 

biol6gico dada Ia capacidad de las bacterias de intercambiar material genetico 

vfa plasmidos, como en el caso de Agrobacterium radiobacter al ser usada 

contra Agrobacterium tumefaciens (Crow, 1998 ). 

Estudios preliminares para entender el modo de acci6n de Ia cepa 

antag6nica CAE-01 sugieren que en este proceso antag6nico se encuentra 

involucrada una bacteriocina (Mejfa y Rodriguez, 1995). Tomando en cuenta el 

gran potencial que representa esta bacteria para ser usada como agente de 

control biol6gico y con Ia finalidad de conocer su modo de acci6n para 

establecer una explotaci6n adecuada, se han planteado los siguientes objetivos: 
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1.1. OBJETIVOS 

1 ). - Determiner las propiedades ffsicas y qufmicas de Ia protefna 

antimicrobiana producida par Ia cepa antag6nica CAE-01 . 

2) . - Determiner si Ia informacion genetica para Ia sfntesis de Ia protefna 

inhibitoria se localiza en el genoma o en material extracromos6mico 

(plasmidos). 
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2. REVISION DE LITERATURA 

2.1. Las bacteriocinas y su importancia 

Los primeros estudios de este tipo de moleculas se remontan a 1925, 

cuando Andre Gratia (Citado por Reeves, 1972) descubri6 que una cepa de 

Escherichia coli producfa un antibi6tico altamente especffico (Principia V, 

llamado asf porque era de una especie virulenta) y que actuaba contra otras 

cepas de Ia misma especie. A Ia sustancia se le denomin6 colicina V. Este 

nombre posteriormente fue empleado para agrupar a antibi6ticos similares 

producidos por miembros de Ia familia Enterobacteriaceae. Cuando se 

descubri6 que Ia producci6n de estas sustancias no se restringfa a los 

organismos coliformes, Jacob et a/ (citado por Revees, 1972) propusieron el 

termino bacteriocina para "protefnas antibacterianas altamente especfficas, 

producidas por ciertas cepas de bacterias y que son activas contra algunas 

otras de Ia misma especie" (Reeves, 1972; Tagg y Megiven, 1971 y Vidaver, 

1983). 

A partir de entonces, se han realizado diversos trabajos con el prop6sito 

de aislar e identificar agentes productores de bacteriocinas, asf tambien, se han 

desarrollado metodologfas que permiten descifrar los mecanismos de acci6n de 

estas bacterias. En terminos generales se dice que las bacteriocinas deben 

cumplir con una o mas de las siguientes propiedades: 1. Ser inactivadas por 

enzimas proteolfticas; 2. Ser retenidas por membranas de dialisis como el 
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celofan; y 3. 8er precipitadas par agentes como Ia acetona o el sulfato de 

amonio. (Tagg y Megiven, 1971 ). 

En estudios posteriores, el interes par las bacteriocinas se enfoc6 a su 

mecanismo de acci6n. Las evidencias sugieren que las bacteriocinas se ponen 

en contacto con Ia celula hospedante par media de receptores especfficos de Ia 

superficie de Ia bacteria y que una vez que le permiten Ia entrada, mata a Ia 

bacteria mediante diversas vfas, una de elias es afectando el flujo de energfa, 

ya que se ha vista que Ia colicina de tipo E1-ML cuando se adiciona a una cepa 

pat6gena de E. coli, su respiraci6n se ve afectada durante un periodo de 20 

minutos (Revees, 1972), tambien ocurre que algunas bacteriocinas (tipo E2) 

interfieren con el metabolismo del ADN, ya que experimentos en E. coli K12 

demuestran que se detiene Ia sfntesis de ADN de 2-5 minutos y de ARN par 15 

minutos, ademas de interferir con Ia sfntesis de ADN, !Iegan a degradar al ya 

existents. Presumiblemente el efecto de estas bacteriocinas es activando una 

endonucleasa que convierte al ADN de una sola cadena en uno de doble 

cadena, entonces el ADN generado es degradado par acci6n exonucleolftica 

(Reeves, 1972), otro modo de acci6n de las bacteriocinas es inhibiendo Ia 

sfntesis de protefnas, estas bacteriocinas (tipo 3) afectan Ia subunidad 308 del 

ribosoma, ya que con el tratamiento de E3-CA-38, el patron de protefnas 

obtenido par electroforesis en gel de poliacrilamida difiere en Ia subunidad 308 

y Ia protefna es funcional si se reconstituye con RNA de ribosomas no 

afectados (Reeves, 1972), otras bacteriocinas como megacin A-216 actuan 

rompiendo el potencial osm6tico de las membranas bacterianas (Reeves, 
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1972). Es importante mencionar que las bacteriocinas pueden actuar par uno de 

los mecanismos mencionados anteriormente o par una combinacion de elias. 

El sistema mas estudiado y el unico que se encuentra disponible a nivel 

comercial (http://www.orst.edu/dept/bptany/epp/guide/B/blacrocan.html) para el 

control biologico de fitopatogenos es el desarrollado por Kerr and Htay en 1973. 

Este sistema fue descubierto al aislar cepas de Agrobacterium radiobacter que 

se encontraban cercanas a Ia enfermedad, y al hacer inoculaciones mixtas, se 

nato Ia habilidad de esta bacteria de competir con Ia especie patogena de 

Agrobacterium tumefaciens. Diversas cepas no patogenas ayudaron a reducir Ia 

enfermedad; sin embargo, A. radiobacter cepa K84 en particular prevenfa el 

desarrollo de Ia agalla cuando se ponfa en proporcion 1:1 con Ia cepa patogena, 

es por ella que ha sido un modelo a estudiar desde diversos puntas, incluyendo 

el molecular. Cabe mencionar que el control solo es de caracter preventivo, no 

curativo, asf que su presencia protege las heridas de Ia invasion del patogeno. 

Los estudios en laboratorio se realizaron inoculando en el centro de una 

caja de petri con Agrobacterium radiobacter cepa K84 e incubandola por 24 

horas, transcurrido el tiempo, Ia bacteria se mato con vapores de cloroformo y 

se le adiciono una capa de agar. A. tumefaciens se asperjo sabre este media y 

se observo un halo de inhibicion en donde habfa sido colocada Ia cepa K84 

(Fig. 1 ). Esto sugerfa que Ia cepa K84 producfa un inhibidor y que ejercfa el 

control contra cepas de A. tumefaciens. La particularidad de esta inhibicion fue 

que Ia cepa de A. tumefaciens porta un plasmido Ti productor de nopalina, pero 
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no asf con aquellas productoras de octopina y agropina. Esto sugerfa que el 

inhibidor actuaba contra bacterias relacionadas (Reeves, 1972). 

Fig. 1. lnhibici6n de A. radiobacter hacia 
A. tumefaciens. 

Estudios relacionados con este tipo de sustancia presente en el media de 

cultivo, indicaban que no era de amplio espectro como los antibi6ticos 

"convencionales", pero sf tenfa un comportamiento similar a las bacteriocinas ya 

que actuaba especfficamente contra las mismas cepas bacterianas o con cepas 

muy relacionadas. De cualquier forma, como las bacteriocinas conocidas tenfan 

algun caracter proteico, se busc6 su naturaleza de esta sustancia y se 

determin6 que presentaba una estructura unica, y se le denomin6 agrocin 84 

(Fig. 2) . Esta se se caracteriz6 como un nucleoside, los derivados azucarados 

atacando a un carbon 6-fosfato glucofuran y un pentamin metilado (Vidaver, 

1983). 
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Fig. 2. Estructura quimica del Agrocin 84. 

En un estudio realizando par Kerr and Htay (1973) para determinar el 

efecto de Agrocin 84 sabre Ia infecci6n del tomate par A. tumefaciens, 

sembraron plantas de tomate en el suelo y las inocularon con diferentes cepas 

de este pat6geno, otras plantas fueron inoculadas con una mezcla 1:1 de 

bacteria pat6gena y bacteria antag6nica K84 y encontraron que las cepas 529 

y T57 que portan un plasmido Ti que codifica para nopalinas fueron controladas 

por Ia cepa K84; sin embargo, las cepas 8150 y 502 que portan un plasmido Ti 

que codifica para otro tipo de opinas no fueron controladas, corroborando Ia 

toxicidad selectiva del Agrocin 84. 

La selectividad hacia las cepas productoras de nopalina se puede 

explicar porque este tipo de bacterias ocasionan que Ia planta produzca 

agrocinopinas, y el plasmido Ti codifica para una agrocinopina permeasa 

especffica que permite Ia entrada de nutrientes. Agrocin 84 entra a Ia bacteria a 
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traves de estas permeasas y como es un nucle6tido analogo, bloquea Ia 

sfntesis de ADN del pat6geno (Crow, 1998). 

2.2. Obtenci6n de ADN 

Se han desarrollado diversos metodos para Ia obtenci6n del ADN 

bacteriano dependiendo de los fines que se persiga en Ia investigaci6n, asf 

existen metodos que no requieren Ia integridad del ADN, par Ia tanto utilizan 

metodos drasticos que solo permiten Ia caracterizaci6n de esta molecula; sin 

embargo, existen casas en que se requiere ADN integra para fines de 

secuenciaci6n o clonaci6n. Par Ia general , a Ia bacteria se le hace crecer en un 

media de cultivo especffico, posteriormente es lisada con algun tratamiento, 

para el caso de bacterias gram negativas, es suficiente someterlas a un 

tratamiento con dodesilsulfato de sodio (SDS) a temperaturas de 60°C, y para 

Ia mayorfa de las bacterias gram positivas es necesario tratarlas 

adicionalmente con alguna enzima como Ia lizosima, proteinasa K, 

acromopeptidasa, N-acetilmuramidasa y pronasa antes de adicionarle el SDS 

(tambien conocido como lauril sulfato de sodio) , con un shock osm6tico, con 

lisis alcalina y hasta con sonicaci6n, de cualquier forma, el objetivo es Ia 

destrucci6n de Ia integridad celular (Klement eta/, 1990). 

Cuando se ha logrado lisar a Ia bacteria, el paso siguiente es Ia 

separaci6n de los componentes celulares en donde se encuentra mezclado el 

ADN (cromos6mico y plasmfdico) , par Ia general Ia separaci6n de estas se logra 
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par centrifugaci6n, con Ia adici6n de algunas sustancias desproteinizantes 

(cloroformo, alcohol isoamflico o fenol ). Tambien se puede emplear 2-

mercaptoetanol con el fin de inactivar nucleasas coextraidas y finalmente este 

ADN es separado par diversos metodos que incluyen gradientes de cloruro de 

cecio, de sacarosa y cromatograffa con tierras de diatomeas entre otros. Lo 

importante es considerar que los acidos nucleicos forman complejos con 

protefnas y estos se pueden disociar usando detergentes i6nicos y 

concentraci6n de sales. Se adicionan ademas agentes quelantes que remueven 

los metales polivalentes y se ajusta el pH a condiciones alcalinas (Maniatis eta!, 

1989). Todos los metodos existentes para Ia extracci6n y purificaci6n de ADN 

siguen tres principios basicos, lo que da como resultado eficiencia y variabilidad 

en el grado de pureza de los acidos nucleicos, estos pasos basicos son ; Ia 

habilidad para romper Ia celula, Ia capacidad para mantener estable el ADN 

extrafdo, sobretodo el usa de productos que inhiben Ia actividad de nucleasas y 

finalmente, Ia versatilidad en Ia purificaci6n de este ADN (Dellaporta y Pesano, 

1981 ). 

2.3. Plasmidos 

De manera natural , Ia informacion genetica esencial de una bacteria, se 

localiza en una molecula de ADN circular, de doble cadena: el cromosoma. 

Pero tambien, Ia mayorfa de las bacterias tienen otras moleculas de ADN que 

se replican en armonfa con sus hospederos y se les denomina plasmidos, los 

cuales portan genes que codifican para funciones especfficas, par ejemplo, 
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resistencia a antibi6ticos, virulencia, catabolfsmo de sustancias fen61icas y 

fijaci6n del nitr6geno (Grinsted y Bennett, 1988). 

De acuerdo con vidaver (1983), los plasmidos son entidades geneticas 

pequerias, circulares, de caracter extracromos6mico, autoreplicativos y que son 

portados par muchas bacterias y algunos organismos eucari6ticos; portan 

secuencias geneticas que proporcionan algunas ventajas para Ia supervivencia 

de estos organismos. Estos son ampliamente usados en lngenierfa Genetica 

como vectores de clonaci6n. 

2.3.1. Historia 

El primer plasmido identificado fue el factor de fertilidad (F) de E. coli, 

este plasmido se descubri6 par su capacidad de mediar Ia transferencia de un 

marcador cromos6mico de una cepa de E. coli a otra (Hayes, 1968). Estos 

experimentos iniciales con genetica de bacterias, serialaban que los factores de 

fertilidad podrfan separarse ffsicamente del cromosoma bacteriano, y unos arias 

despues se demostr6 que estos factores de fertilidad eran moleculas circulares 

de ADN de doble cadena, (Hayes, 1968). Ya par los arias 50s, en Jap6n, se 

habfa detectado que algunas cepas de Shigella habfan desarrollado resistencia 

hacia algunos antibi6ticos. Estudios posteriores determinaron que esta 

propiedad estaba codificada par plasmidos (Watanabe y Fukasawa, 1962). 
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Durante todo este tiempo, las investigaciones se desarrollaron en torno a 

los factores de fertilidad y los mecanismos de resistencia hacia los antibioticos, 

especialmente en los hospitales en donde se encuentra una gran variedad y 

cantidad de antibioticos; sin embargo, con el tiempo se dieron cuenta que estes 

plasmidos tambien conferfan otras propiedades fenotfpicas a Ia celula 

bacteriana. En anos recientes los plasmidos se han utilizado en ingenierfa 

genetica como vectores de clonacion y finalmente muchos estudios han 

demostrado que estes elementos geneticos no solo tienen importancia desde el 

punta de vista cientffico, tambien revisten importancia comercial , social y 

ecologica (Grinsted y Bennett, 1988). 

2.3.2. Propiedades 

Los plasmidos usualmente son moleculas pequenas de ADN de doble 

cadena unidas covalentemente en cada una de sus hebras, esta naturaleza de 

doble cadena es de importancia fundamental , ya que a diferencia del ADN de 

una sola cadena o del ARN, estes plasmidos son mas estables y Ia doble 

cadena indica dos capias de informacion, esto les asegura Ia permanencia del 

material genetico en cases de que el material sea danado en algunos procesos, 

es por ello que son circulares, cerrados y sin extremes libres. La helice de ADN 

presenta menos giros que una molecula lineal (1 giro por cada 10.5 pares de 

nucleotidos). Los plasmidos, son estables a fuerzas ffsicas como en lfquidos, no 

se atrapan facilmente, por esto se pueden separar del ADN cromosomico sin 

ningun problema. 
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La habilidad o propiedad de estos elementos para transferirse de una 

bacteria a otra, le permite obtener mayor variabilidad genetica y con ella 

desarrollar nuevas herramientas de supervivencia. Se han descrito tres 

procesos naturales de transferencia de Ia informacion presente en el material 

genetico de las bacterias: Conjugaci6n, Transducci6n y Transformaci6n (Sigee, 

1993). 

2.3.3. Propiedades conferidas a sus hospedantes 

2.3.3.1. De resistencia 

Los plasmidos que determinan Ia resistencia a antibi6ticos (Piasmidos R) 

se han detectado con frecuencia en muchos generos de Ia familia 

Enterobacteriaceae yen una gran variedad de bacterias de importancia clfnica 

incluyendo Bacteroides, Haemophilus, Neisseria , Pseudomonas y 

Streptococcus. Existe especificidad de los plasmidos a cierto antibi6tico en 

particular, asf, Ia resistencia hacia eritromicina se presenta en plasmidos de 

bacterias gram positivas como Clostridium y Corynebacterium, mientras que Ia 

resistencia a tetraciclinas, algunas penicilinas y aminoglic6sidos se exhibe en 

plasmidos tanto de bacterias gram positivas como negativas. Los plasmidos 

tambien confieren resistencia a otros agentes antimicrobianos, estos incluyen 

iones de metales pesados como el mercurio en Staphylococcus y 

Pseudomonas (Thevelein, 1984), varios aniones como el arsenato y cromato en 
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Staphylococcus, Streptococcus y Pseudomonas (Foster, 1983) y radiaci6n 

ultravioleta en Streptococcus y Pseudomonas (Tagg y Megiven, 1971 ). 

2.3.3.2. Metab61icas 

Muchos plasmidos confieren una gran variedad de propiedades 

metab61icas a sus hospederos, estas incluyen aquellas propiedades que son 

importantes desde el punta de vista de fitodiagn6stico como es el caso de Ia 

producci6n de H2S que esta codificado par un plasmido (Grinsted y Bennett, 

1988) o utilizaci6n de lactosa (Tagg y Megiven, 1971 ), sacarosa y rafinosa 

(Schmid eta!, 1982) o citrate (Hirata eta!, 1986) que se presenta en miembros 

de las enterobacterias. Esta versatilidad metab61ica les confiere Ia capacidad de 

sobrevivir en nichos ecol6gicos restrictivos, tal es el caso de las especies de 

Pseudomonas que usan una gran variedad de compuestos como fuente de 

energfa y carbona (Sigee, 1993), en Pseudomonas putida, especialmente, esta 

caracterfstica esta asociada con "plasmidos degradativos". Otros compuestos 

que son metablizados vfa plasmidos, son las opinas (a-N-) par el plasmido Ti 

presente en Agrobacterium (Del Iaporta y Pesano, 1981) y los herbicidas 2-metil-

4- acido clorofenoxiacetico y bromoxinil par Alcaligenes (Franz y Chakrabarty, 

1986) y Klebsiella (Stalker y McBride, 1987). Baja algunas situaciones, Ia 

presencia del plasmido Ti, estimula Ia formaci6n de agallas en los tejidos en los 

hospederos afectados para producir una de las tres mayores 
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opinas (octopina, nopalina y agropina), las cuales son fuentes de nutrientes 

para Ia bacteria (Crow, 1998). 

Ademas existen plasmidos que determinan Ia producci6n de sustancias 

antibi6ticas. Tres tipos de sustancias estan involucradas: las bacteriocinas que 

usualmente actuan contra bacterias relacionadas (Konisky y Nomura, 1967); los 

· antibi6ticos clasicos que actuan contra un amplio espectro de bacterias 

(Panopoulus, 1985) y los sider6foros (Riquelme, 1996). 

2.3.3.3. Fenotipicas y Simbi6ticas 

Varios aspectos de las interacciones hospedero-parasito estan 

controladas par plasmidos, como Ia producci6n de bacteriocinas y resistencia 

a antibi6ticos contribuyen al establecimiento del pat6geno; sin embargo, existen 

otras propiedades relacionadas con el proceso patogenico y que estan 

reguladas por plasmidos, tal es el caso de Ia infecci6n par Agrobacterium 

(Bevan y Chilton, 1982) y Ia producci6n de toxinas par Pseudomonas syringae 

(Panopoulos y Peet, 1985). La especificidad y Ia habilidad de colonizar a un 

hospedero con diferentes fines, tambien esta determinado par plasmidos, como 

lo podemos notar en el rango de hospedantes y nodulaci6n especffica de 

Rhizobium (Denarie eta!, 1981 ). 
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2.3.3.4. lncompatibilidad y exclusion 

Algunos plasmidos son capaces de coexistir establemente en Ia misma 

lfnea celular, mientras que otros no lo son. Los que carecen de esta propiedad 

se les denomina plasmidos incompatibles, de aquf que se formen grupos de 

compatibilidad. Esta incompatibilidad es una caracterfstica inherente de todos 

los plasmidos. Se acepta generalmente que Ia incompatibilidad entre plasmidos 

refleja su similitud o distanciamiento evolutivo (Grinsted y Bennett, 1988). 

En el proceso de incompatibilidad al parecer esta muy involucrado el 

origen de replicacion, esto ha sido estudiado en los plasmidos Ti, y Ri . Como 

era de esperarse, las regiones que controlan Ia replicacion y Ia incompatibilidad 

de los plasmidos que codifican para Ia nopalina y Ia octopina presentan 

regiones homologas. Tambien se ha visto que una region del plasmido 

pMC71 05 de Pseudomonas syringae pv. phaseolicola correspondiente a 3.9 kb 

contiene el origen de replicacion y una region contigua codifica para Ia 

incompatibilidad del plasmido (Panopoulos y Peet, 1985). Esta caracterfstica le 

permite a Ia bacteria seleccionar Ia informacion que ingresa a ella y obtener Ia 

que le permita aprovechar mas eficientemente el nicho en que se encuentra y, 

por otro lado, proteger su informacion genetica contra invasores externos. 
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2.3.3.5. lnteracci6n con fagos 

Los plasmidos conjugativos que portan las bacterias gram negativas 

determinan el filamento de Ia superficie, denominado pili sexual. El pili esta 

determinado par plasmidos de un grupo en particular serol6gicamente 

relacionado y usualmente distinguible un grupo de otro (Bradley, 1980). Estas 

diferencias en Ia estructura y Ia morfologfa se reflejan en Ia especificidad de 

absorci6n de ciertos fagos, los cuales determinan Ia especificidad sexual o 

donador especffico, y los receptores presentes en el pili sexual. 

En muchas bacterias, se han descrito plasmidos que interfieren con Ia 

propagaci6n de los fagos y al parecer se encuentran implicados muchos 

mecanismos, los mas comunes tienen que ver con efectos en Ia transcripci6n 

del fago (Laemmli , 1979) o traslaci6n (Hayes, 1968) o en efectos mas generales 

de Ia funci6n celular (Murillo, 1996). 

2.3.4 "Curando" a las bacterias de plasmidos 

Las poblaciones bacterianas que portan una cantidad determinada de 

plasmidos presentan una segregaci6n normal de estos; sin embargo, puede 

ocurrir que se forme un plasmido como resultado de un error en el proceso de 

replicaci6n o partici6n de Ia bacteria o que pueda perder algun plasmido en este 

proceso, pero debido a que los plasmidos no codifican funciones vitales para el 

crecimiento bajo esas condiciones, Ia bacteria, no se ve afectada, asf, Ia 
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bacteria puede adquirir propiedades especfficas (como poder degradar algun 

compuesto). Esta propiedad inestable puede ser comun o no de una especie, y 

nos indica que esta involucrado un plasmido. Algunas propiedades de este tipo 

incluyen los cambios en Ia morfologfa colonial , pigmentaci6n, resistencia contra 

agentes antimicrobianos y Ia producci6n de antibi6ticos de varias capacidades 

metab61icas (Grinsted y bennett, 1988). 

Tomando en cuenta esta propiedad inestable de los plasmidos, las 

bacterias pueden ser tratadas con agentes que curan, es decir, que eliminan 

sus plasmidos. Estos incluyen agentes ffsicos y qufmicos (Cuadra 1.) que 

afectan el ADN , interfiriendo especfficamente con Ia replicaci6n , o afectan algun 

componente estructural en particular de Ia enzima bacteriana. La eficiencia de 

curaci6n varfa de un 0.1 a un 1 00%, dependiendo del plasm ida y de Ia bacteria. 

Existen agentes que interfieren directamente con Ia replicaci6n de Ia bacteria 

como ocurre con el tratamiento con calor para ciertos plasmidos sensibles a 

este factor (Terawaki et a/, 1967) o el curado del plasmido F par acridinas o 

bromuro de etidio (Grinsted y Bennett, 1988). Los antibi6ticos coumarinicos 

(coumermicina, noboviocina y clorobiocina) , inhiben Ia subunidad B de Ia ADN 

girasa, esto para moleculas superenrolladas dependientes de esta enzima 

(Bradley, 1980). 
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Cuadra 1. Ejemplos de a gentes para curar plasmidos bacterianos 1 

--
Acido nalixfdico Espermina 

5-Amino acridina Etil metana sulfonate 
, Acriflavina Nitrosoguanidina 

Atabrina Ni2+ y Co2+ 17 

Azul de metileno Noboviocina 

Berberina Penicilina 

· Bromuro de etidium Propidium 

• Clorobiocina Proflavina 

Cloroquina Quinacrina 

Clorpromazina Quinina 

Coumercina 4-Quinolona 

Oaunomicina Rifampicilina 

1 Tornado de Grinsted y Bennett (1988) 

lmipramina 

Oodesil sulfate de sodio 

Miracil 0 

Mitomicina C 

Naranja de acridina 

Timidina 

Tilorona 

Trimetoprim 

Hidrocloruro de guanidina 

Fluorodeoxiuridina 

Urea 

Sarkomicina 

Radiaci6n U. V. 

calor 

Los compuestos intercalantes con el ADN como el naranja de acridina y 

el bromuro de etidio son los mas comunmente usados ya que son muy 

efectivos contra una gran variedad de plasmidos de muchas bacterias, que 

incluyen a las enterobacterias (Grinsted y Bennett, 1988), Clostridium (Hayes, 

1968), Bacillus (Bernhard et a/, 1978) y Rhizobium (Denarie, 1981 ). La 

mitomicina C, es un agente que se usa para curar a P. putida y especies 

relacionadas (Grinsted y Bennett, 1988). 

Biagi y Azebedo (1997), trabajando con cepas fitopat6genas de Pseudomonas 

y dos de Erwinia , todas productoras de bacteriocinas, determinaron que al ser 

sometidas a diferentes tratamientos con bromuro de etidio, Ia producci6n del 

inhibidor variaba dependiendo del hospedante y concentraci6n de bromuro; sin 
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embargo, Ia propiedad de producir bacteriocinas se conserve, aun despues de 

someterlas a altas temperaturas y de conservar Ia cepa por tres arias, estos 

resultados los llev6 a Ia conclusion de que Ia informacion genetica para Ia 

codificaci6n de las bacteriocinas de estas bacterias no esta regulada por 

plasmidos. 

De igual forma, Fujii et a/ (1997), estudiando a Ia cepa YAA de 

Acinibacter que tiene Ia capacidad de usar anilina y o-toluidina como fuente de 

carbona y energfa, determinaron que esta cepa cuenta con diferentes 

plasmidos y al ser curada con naranja de acridina, los resultados mostraron que 

Ia utilizaci6n de Ia anilina se encuentra codificada por un plasmido y el cluster 

JM1 09 del ADN total del plasmido de YAA involucrado en Ia oxidaci6n de Ia 

anilina fue clonado en Escherichia coli de tal forma que las cepas 

recombinantes, contenfan un fragmento de 18.5 Kb y mostraban una coloracion 

amarilla en las cajas de petri que contenfan anilina, lo que indicaba Ia formaci6n 

de 2-semialdehido hidroximuconico a partir de anilina. Estos resultados 

sugieren que Ia cepa Y AA degrada Ia anilina vfa catecol a traves del 

metabolismo de anillos de benceno por genes codificados por plasmidos. 

Feng eta/ (1997), mencionan que Ia cepa bacteriana CF06 mineraliza 

tanto el grupo carbonilo como los anillos aromaticos del insecticida carbofuran y 

es capaz de utilizar al carbofuran como unica fuente de carbona y nitr6geno. 

Esta cepa bacteriana fue aislada de suelo del Estado de Washington, y fue 

caracterizada como Sphingomonas sp. CF06. Este agente contiene cinco 
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plasmidos, y al realizar experimentos de curaci6n con temperaturas de 42°C, 

se not6 que Ia bacteria era incapaz de crecer usando al carbofuran como unica 

fuente de carbona, lo que indica que se requieren los plasmidos para el 

metabolismo del carbofuran. 

Un ejemplo tfpico del de usa de agentes que curan los plasmidos 

lo constituye A. tumefaciens, bacteria que ocasiona Ia agalla de Ia corona en 

una amplia variedad de plantas dicotiled6neas, esta ataca especialmente a los 

miembros de Ia familia rosacea como manzano, peral , melocot6n, cerezo, 

almendro, frambueso y rosal. El papel central de los plasmidos fue facilmente 

demostrado par experimentos de "curaci6n", ya que hacienda crecer a esta 

bacteria cerca de su temperatura maxima (aproximadamente 30°C), se nato 

una perdida de Ia patogenicidad y par consiguiente desaparici6n del plasmido 

Ti. Los estudios indicaron que las bacterias libres de plasmidos son 

completamente funcionales y si a las bacterias curadas se les introducfa el 

plasmido, eran capaces de expresar su genotipo, asf mismo si se introduce el 

plasmido Ti en Rhizobium, este puede formar agallas (An6nimo, 1998). 
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3. MATERIALES Y M ETODOS 

3.1. Material biol6gico. 

Se empleo Ia bacteria antag6nica CAE-01 y Ia bacteria pat6gena 

Clavibacter michiganensis subsp. michiganensis ambas de Ia colecci6n del 

Laboratorio de Fitobacteriologfa de Ia Universidad Aut6noma Chapingo. Las 

cepas fueron crecidas en el medic LB suplementado con ampicilina, 

cicloheximida y tetraciclina (Apendice 7.1 ). 

3.2. Proteina. 

Esta fue donada por el laboratorio de Fitobacteriologfa de Ia Universidad 

Aut6noma Chapingo en extractos liofilizados. 

3.3. Caracterizaci6n Fisica y Quimica. 

3.3.1. Termoestabilidad. 

Para determinar Ia estabilidad termica de Ia protefna. Esta fue sometida a 

diferentes temperaturas (40-121 OC) y diferentes tiempos (1 I 3, 7 y 15 minutes) 
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3.3.2. Contenido de Nitr6geno. 

La determinacion del contenido de nitrogeno se realizo par el metoda 

descrito par Plummer (1973). Para ella se tomaron 5 ml de una solucion 

proteica en buffer TE y se le adicionaron 2 ml de H2S04. Posteriormente, se 

calento par 20 horas. Despues se destilo par 30 minutos y luego se le 

agregaron acido borico, y 1 0 ml de NaOH al 40% y se cuantifico con HCI 

0.01 N. 

3.3.3. Contenido de F6sforo. 

La protefna purificada (1 ml) , se incorporo a un tuba de ensaye con una 

solucion de acido perclorico al 60%. Con objeto de comparacion, se formo una 

curva estandar con fosforo inorganico (0, 50, 100, 150, 200, 250, 300 y 350 

llg/tubo) en presencia de 0.5 ml de una solucion de acido perclorico al 60%. Los 

tubas preparados, se sometieron a digestion a 190-200°C par 20-30 minutos en 

una mufla tipo P Selecta (0-1200° C). Todos los tubas se enfriaron y se les 

adiciono peroxido de hidrogeno libre de fosforo al 30%. Nuevamente se 

sometieron a digestion durante 15 minutos, los tubas se enfriaron y se les 

adiciono una solucion que contenfa molibdato de amonio al 5%, acido 1 ,2,4-

amino naftol sulfonico al 0.2%, bisulfito de sodio al 12% y sulfito de sodio al 

2.4%, para finalmente aforarlo a 1 ml con agua destilada. Se preparo Ia curva 

estandar y las lecturas se realizaron a 690 m11. Finalmente se calculo Ia 
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cantidad de f6sforo presente en Ia protefna usando Ia curva estandar del punta 

anterior (Plummer, 1973). 

3.3.4. Peso molecular. 

El peso molecular de Ia bacteriocina de Ia cepa antag6nica se determin6 

par extrapolaci6n con Ia ayuda de una curva comparativa de una serie de 

protefnas usadas como marcadores de peso molecular (Sigma, M-4038), 

estas protefnas se sometieron al igual que Ia protefna inhibidora a una 

electroforesis. Los pesos moleculares reales de las protefnas empleadas como 

marcador molecular fueron ; Miosina 205,000; ~-Galactosidasa 116,000; 

Fosforilasa b 97,000; Fructosa-6-fosfato cinasa 84,000; Albumina 66,000; 

Glutamico deshidrogenasa 55,000; Ovoalbumina 45,000 y Gliceraldehfdo-3-

fosfato deshidrogenasa con 36,000 Daltones. 

3.3.4.1. Electroforesis en geles de poliacrilamida 

Se us6 Ia metodologfa reportada par Maniatis et a/ (1989), para lo cual se 

realiz6 lo siguiente; 

1 ).- Se mont6 el contenedor del gel de poliacrilamida 

2) .- Se prepararon 10 ml de gel de corrimiento (Apendice 7.2.1) al 10% y se 

deposito sabre el contenedor de geles, previa desgasificaci6n con una bomba 

de vacio durante 1 0 minutos. 
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3).- A este gel de corrimiento, se le adicion6 una capa de isobutanol y se dej6 

en reposo hasta que solidific6 

4).- Cuando el gel solidifico, se descart6 el isobutanol. 

5) .- Se prepararon 5 ml de gel de poliacrilamida de empaquetamiento al 10% 

(Apendice 7.2.2) y antes de solidificar se coloc6 el peine sabre el gel de 

corrimiento y se vaci6 el gel y nuevamente se dej6 solidificar. 

6).- Una vez solidificado el gel , se prepar6 Ia camara de electroforesis y se 

coloc6 el gel y se le adicionaron 250 ml de buffer de corrimiento(Apendice 7.2.3) 

7) .- Se mezclaron 8 ~I de muestra con 7 ~I de buffer de carga (Apendice 7.2.4) 

y se colocaron en los posos del gel (1 5 ~1/poso ) . 

8).- Se termin6 de complementar Ia camara de electroforesis y se le adicion6 el 

buffer de corrida restante (250 ml) . La electroforesis se efectuo a 180 volts por 3 

horas. 

9) .- Pasado el tiempo de corrimiento del gel , quedo listo para Ia tinci6n. 

La Detecci6n de las protefnas se realiz6 con Ia tecnica descrita por Plummer 

(1989), Ia cual involucra las siguientes etapas; 

1 ).- Las protefnas se fijaron al tratar el gel de pol iacrilamida con cinco 

volumenes de una mezcla de Etanoi-Acido acetico-Agua por 12 horas a 

temperatura ambiente y con ligera agitaci6n. 

2) .- La soluci6n fijadora se decant6 y luego se agregaron cinco volumenes de 

etanol al 30%, se dej6 incubar por 30 minutes a temperatura ambiente y con 

agitaci6n leve. 
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3).- El paso anterior se repiti6 una vez mas 

4) .- Posteriormente,el etanol se deshech6 y se le adicionaron diez volumenes 

de agua desionizada 

5).- El paso 4 se repiti6 una vez mas 

6).- Se descart6 el agua y se agregaron cinco volumenes de una soluci6n de 

nitrate de plata al 1% (Apendice 7.2.5.1 ), y el gel se incub6 a temperatura 

ambiente par un lapso de 30 minutes con agitaci6n suave. 

7) .- El nitrate de plata se descart6 y el gel se lav6 con agua desionizada 

durante 20 segundos. 

8).- Se adicion6 soluci6n reveladora de carbonate de sodio (Apendice 7.2.5.1) y 

formaldehfdo, y se agit6 hasta que las bandas aparecieron. Cuando esto ocurri6 

Ia reacci6n se par6 con acido acetico (Apendice 7.2.5.3). 

9).- Finalmente el gel se lav6 con agua desionizada. 

3.4. Caracterizaci6n genetica. 

3.4.1. "Curando " a las bacterias de plasmidos. 

La curaci6n de los plasmidos se efectu6 par el metoda de Boucher et a/, 

(1988), el cual consiste en tratar a Ia cepa bacteriana con naranja de acridina y 

bromuro de etidio. Empleando para ella; 20, 50, 1 00, 200 y 250 J.!llml. Los tubas 

en los cuales se realizaron los ensayos, fueron incubados par 16 horas a 30°C. 

posteriormente, se tom6 1% del inocula anterior y se pas6 a un nuevo tuba con 
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Ia adici6n del agente que cura plasmidos en Ia misma concentraci6n, esto se 

repiti6 una vez mas e incubaron par 16 horas a 30°C. Este proceso se repiti6 en 

cinco ocasiones mas y finalmente cada uno de los tubas se analizaron para 

determinar su contenido de plasmidos. 

Una vez realizado el proceso anterior, a las bacterias tratadas se les 

prob6 su actividad antimicrobiana contra C. m. subsp. michiganensis par el 

metoda de inhibici6n en placa. 

3.4.2. Aislamiento de Acidos Nucleicos. 

El aislamiento de los acidos nucleicos de Ia cepa antag6nica se realiz6 

par el metoda de Marmur (1961 ), para lo cual se emplearon cultivos bacterianos 

de 24 horas de incubaci6n, desarrolladas en el media de cultivo STE (Apendice 

7.4). Estes cultivos se centrifugaron a 13,000 RPM y posteriormente se 

realizaron dos lavados con soluci6n salina STE (Apendice 7.5.2). AI ADN 

centrifugado se le adicionaron 15 ml de Tris-EDTA (TE) mas 2 mg/ml de 

lizosima (Apendice 7.5.1 ), y se incub6 a 37°C par 24 horas. A continuaci6n, se 

le adicion6 0.1 ml de SDS gota a gota y con agitaci6n. Posteriormente se 

calent6 a 60°C durante 1 0 minutes. Se dej6 enfriar y se le adicion6 lentamente 

cloruro de sodio, hasta obtener una concentraci6n de 1 M, posteriormente se le 

adicion6 un volumen igual de cloroformo-alcohol isoamflico frfo par 30 minutes, 

con agitaci6n cada 5 minutes. Posteriormente Ia emulsion se centrifug6 15 

minutes a 13.000 g a 4°C. En este paso, se detect6 Ia formaci6n de dos fases 
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con una capa blanquecina en Ia interfase. La fase superior se recuper6 

cuidadosamente y se coloc6 en un vase de precipitado. A continuaci6n, se le 

adicionaron 2 volumenes de etanol , y se dej6 reposar por 15 minutes en un 

bane de hielo, al cabo de este tiempo se centrifug6 a 13,000 RPM durante 10 

minutes y el sobrenadante se descart6 y el ADN se resuspendi6 con 2 ml de 

TE. 

3.4.3. Purificaci6n de plasmidos. 

La purificaci6n de plasmidos se realiz6 con el metoda de Maniatis et a/ 

(1989). El ADN purificado se mezcl6 con 3 ml de LiCI 5 M y se centrifug6 a 

10,000 RPM durante 10 minutes a 4°C. 

El sobrenadante resultante se transfiri6 a un nuevo tube y se le agreg6 

un volumen igual de isopropanol y Ia mezcla se centrifug6 por 1 0 minutes a 

10,000 RPM a temperatura ambiente. 

El ADN, se resuspendio en 500 1-11 de TEa pH 8 y luego se le agregaron 

500 1-11 de NaCI 1.6 M con Peg 8000 al 13% (w/v) y Ia mezcla se centrifug6 a 

12,000 g por 5 minutes a 4°C. 

El sobrenadante se deshech6 y el ADN se disolvi6 en 400 1-11 de TE a pH 

8 y Ia soluci6n se extrajo dos veces con etanol (etanol/cloroformo y cloroformo). 
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La fase acuosa se transfiri6 a un nuevo tuba y se le adicionaron 1 00 )ll 

de acetato de amonio 10 M y luego 0.2 ml de etanol y se dej6 reposar a 

temperatura ambiente par 1 0 minutos. EL ADN se recuper6 par centrifugaci6n a 

12,000 g durante 5 minutos a 4°C. 

El sobrenadante se deshecho y el ADN se disolvi6 con 200 )ll de etanol 

al 70% a 4°C, agitandolo en vortex y se centrifug6 a 12,000g par 2 minutos a 

4°C. El sobrenadante se elimin6 y el ADN se resuspendi6 en 500 )ll de TE pH 

8. 

3.4.4. Electroforesis en geles de agarosa. 

El gel de agarosa empleado fue de acuerdo a las recomendaciones de 

Maniatis eta/ (1989) . El procedimiento a seguir fue; 

1 ).- La agarosa al 1% (Apendice 7.3) se disolvi6 en agua desionizada esteril y 

se calent6 a 95°C hasta que qued6 disuelta. Posteriormente se dej6 enfriar 

aproximadamente a 45°C y se le agreg6 formaldehido y bromuro de etidio 

(Apendice 7.3.1 ). Esta mezcla se vaci6 en el recipiente en el cual se coloc6 

previamente el peine y el gel se dej6 enfriar. 

2) .- Se tomaron 20 )ll de Ia muestra del ADN purificado, y se colocaron en tubas 

eppendorf a los cuales se les adicionaron 50 )ll de Ia soluci6n desnaturalizante 
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(Apendice 7.3.2). Estas muestras se colocaron en bario Marfa a 60°C durante 

10 minutes. 

3).- Las muestras se sacaron del bario Marfa y se colocaron inmediatamente en 

hielo. 

4).- A estas muestras se les agreg6 3 ~I de buffer de carga (Apendice 7.3.3) 

5) .- Se mont6 Ia camara de electroforesis y se le agreg6 buffer de corrimiento 

(Apendice 7.3.4.) hasta cubrir los posos del gel. 

6) .- Se colocaron 15 ~I de muestra en cada paso, se complet6 el buffer TE y se 

conect6 a Ia fuente de poder (60-70 volts/2 Horas) 

7) .- Cuando el frente de corrimiento (Azul de bromofenol) alcanz6 

aproximadamente 3/4 partes del gel, se apag6 Ia fuente de poder, se sac6 el gel 

y se lav6 con agua destilada. 

8).- Finalmente, los acidos nucleicos se visualizaron con un transiluminador. 
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4. RESULTADOS Y DISCUSION 

4.1. Caracterizaci6n Fisica y Quimica. 

4.1.1. Comportamiento de Ia bacteriocina al calor. 

La bacteriocina soport6 7 minutos a 100°C. Dicha propiedad ha sido 

ampliamente reportada para este tipo de sustancias, par ejemplo Ia colicina D 

(E. coli) , G (Pasteurella) y E (Shigella sonne1) presentan una gran estabilidad a 

1 00°C, sin embargo, otras como el tipo B son destruidas a 60° par 30 minutos 

(Reeves, 1972). Es importante mencionar que esta capacidad se ve afectada 

par algunos factores como son: Ia pureza de Ia protefna, el pH del media en el 

cual es ensayada y las condiciones o tratamientos empleados para su 

purificaci6n. Par ejemplo, Ia colicina E2 es estable a 65°C cuando se encuentra 

en caldo nutritive y a un pH de 7.6; sin embargo, en un media basal , esta 

protefna pierde su actividad a los 60 oc (Mayr-H eta/, 1972). 

Es fundamental conocer Ia estabilidad de este tipo de protefnas para su 

manipulaci6n en el laboratorio y sobretodo para valorar su aplicaci6n practica 

como este caso en particular, para el control biol6gico de enfermedades 

bacterianas en plantas. 
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4.1.2. Contenido de Nitr6geno y F6sforo 

El contenido de f6sforo expresado en porcentaje de Ia protefna antimicrobiana 

fue de 1.15, de acuerdo a Ia extrapolaci6n de Ia curva estandart (Fig. 3). Dicho 

resultado fue similar al reportado por otros autores para este tipo de moleculas; 

por ejemplo, Ia colicina K cuenta con un 1.4 % de f6sforo, colicina E2 menos del 

1%, colicina V-K357 2.02 y megacin A-216 menos del 0.5% (Grindsted and 

Bennett, 1988; Holland, 1961) 
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ca 0.2 ·u 
c:: 
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0 

.8 
<( 

0. 
100 150 200 250 300 350 

-0.1 

Concentraci6n (J.Jg/ml) 

Fig. 3. Curva de calibraci6n empleada en Ia determinacion de f6sforo de Ia 
bacteriocina. 

El contenido de nitr6geno de Ia bacteriocina de Ia cepa antag6nica CAE-01 fue 

de 14.9 % . Esta propiedad no es tan constante en los diferentes tipo de 

bacteriocinas, pero sf nos ayuda para describir Ia naturaleza de Ia molecula. 

Holland (1961), describe que Ia bacteriocina megacin A-216 presenta un 15.4% 

de nitr6geno. 
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4.1.3. Peso molecular de Ia bacteriocina 

Cuando Ia bacteriocina purificada fue analizada por electroforesis en gel 

de poliacrilamida con dodesilsulfato de sodio y de acuerdo a los corrimientos de 

los marcadores de peso molecular empleados present6 una banda entre los 84 

y 97 KD (Fig. 4) y al aplicar el analisis descrito por Laemml i (1979) el cual toma 

como referencia el RF del marcador molecular. se determin6 que Ia protefna 

tiene 87.9 kilodaltones (Fig. 5) siendo similar al de otras bacteriocinas 

previamente descritas como en el caso de Ia colicina D, sintetizada porE. coli 

(Mayr-H eta/ , 1972). 

Marcador 

Fig. 4. Electroforesis en gel de poliacri lamida­
dodesilsulfato de sodio al 10% de Ia bacteriocina 
purificada con sulfate de amonio. La columna de 
Ia izquierda corresponde a los pesos de las 
proteinas de referencia 
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Fig . 5. Curva de calibraci6n de marcadores de peso molecular obtenidas en geles de 
poliacrilamida en presencia de dodesil sulfate de sodio(SDS-PAGE) empleada para 
estimar el peso molecular de Ia protefna antimicrobiana. 

4.2. Caracterizaci6n genetica de Ia bacteriocina 

4.2.1. Tratamiento de Ia cepa antag6nica CAE-01 con naranja de acridina y 

bromuro de etidio para Ia eliminaci6n de plasmidos. 

Cuando Ia cepa antag6nica fue expuesta a las cinco concentraciones de 

bromuro de etidio y naranja de acridina no se afect6 su capacidad de producir 

Ia bacteriocina que inhibe el crecimiento de C. m. subsp. michiganensis y de 

acuerdo con lo serialado par Grinsted y Bennett (1988) estas sustancias son 

consideradas como los agentes curativos de plasmidos de mayor eficacia, par 

lo que al someter a Ia cepa antag6nica a estos productos el efecto inhibitorio 

debi6 ir disminuyendo gradualmente al incrementar las concentraciones de 

estos agentes (Cuadros 2 y 3) o incluso que el halo de inhibici6n se fuera 

reduciendo conforms se incrementara el numero de generaciones. En Ia Figura 
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6, se aprecia que aun cuando Ia cepa CAE-01, se hizo crecer en 

concentraciones de 1 00 y 250 1-LQ/ml de naranja de acrid ina mantuvo su poder 

inhibitorio, lo cual corrobora que Ia informacion genetica que regula Ia 

informacion genetica de esta protefna no radica en plasmidos, ya que Boucher 

eta/ (1988), serialan que concentraciones de naranja de acridina por arriba de 

los 200 1-LQ/ml, no solo eliminan los plasmidos, sino que son toxicas para las 

bacterias, impidiendo su crecimientoo 

Cuadra 20 Halo de inhibici6n (em) de Clavibacter michiganensis subspo 
michiganensis par Ia cepa antag6nica en presencia de bromuro de etidioo 

- basis 1 - Halo de inhi~_ieion (em) --· --,., l::- · -
(!lg/ml.) ~ R e p e. t; j , :c o n e s i M e d i a 

~ ' 
~ 1 ! :.: o~l. 21" ! 3 ( ~=::iii'"' 

0 

~ • I :• , I I . • ~ • ' ••. ,. • j -- --- - - - -- -- -----~·-j- ••••••••••••••••• 4 • • ••• • ~ ••• ~ •••••••• ·!· ••••••••••••••••• ~ 20 ~ 007 ! 105 ! 105 ! 102 ~ ! ! ! ------------------ --~---------- --- - - - - - --~ - --- --- ------- - ----~------- - - - ------- - - - J----- ---------- - - - - -50 . ~ 100 ! 104 ! 107 i 1°3 ' ' ~ I I I ---- - - - - -- ----------~--- ----- -o----- - - -- -~-- ----- ----- -------,·---------------- - --i---- --- - ----- - ----- -. 100 ~ 1°7 ! 107 ! 106 ! 1°6 ~ I I I - - - - - - - -------------~------- --- - ------- --r ------- ----- - --- - - --1· - --- - - - - - - --- --- - --i-· - - --- - - - - --- --- - -- : 200 ~ 101 i 102 i 103 i 1°2 ~ 
• 

0 
0 - - ------- --------- --~- ---------------- - --~ - - ---- -- -- ------ ---~----------------- ---~----- --- - - ----------250 . ~ 008 i 1°3 i 101 i 1°1 .................... ~~------------- - --- ---L------ ---------- - - -J ______ ___ ____ ____ ___ j ___ _________________ , 

Testigo I 1°6 ! 1.4 ! 106 ! 1°5 ~ I ! ! - "-- --- --- - -- -'- '-
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michiganensis 

(JJ.g/ml.) 

----- -- -- ----- ------- --
1.1 1.6 1.6 1.4 

------------- ----
1.6 1.6 1.5 1.5 

1.5 1.7 1.4 1.5 

3.9 4.1 3.8 1.5 

Fig . 6. lnhibici6n in vitro de Ia cepa antag6nica CAE-01 sobre C. m. subsp. michiganensis 
mostrando los tratamientos; (A) testigo, (D) 100 y (F) 250 J!Qiml de naranja de acrid ina. 

En Ia figura 7, se muestran los resultados de Ia electroforesis de los acidos 

nucleicos de Ia cepa antag6nica CAE-01 despues del tratamiento, donde se 

puede observar el ADN total (Carril 2) que presenta un peso molecular 

aproximado de 11 ,000 pb. Este peso molecular es caracterfstico de todos los 

ADNs (De !Iaporta, 1981 ). Lo que sobresale es que conforme incrementa Ia 
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concentraci6n de naranja de acridina y bromuro de etidio Ia cantidad de ADN 

plasmfdico disminuye hasta desaparecer completamente (Carril 8); sin 

embargo, Ia eliminaci6n de este ADN no afect6 su actividad antimicrobiana (Fig. 

6), sugiriendo que esta propiedad no esta regulada per plasmidos. Este 

resultado concuerda con lo mencionado per Murillo y Rodrfguez-Palenzuela 

(1996) que indican que Ia producci6n de bacteriocinas, asf como algunas 

toxinas y Ia resistencia a ciertos productos en ocasiones involucra al ADN 

plasmfdico, perc en otras, esta bajo el control del genoma bacteriano como 

ocurre con Ia cepa PT23 de Pseudomonas syringae pv. tomato, Ia cual 

contiene los genes cop (resistencia a cobre) en un plasmido, mientras que 

Pseudomonas cichorii los contiene en el genoma y Pseudomonas syringae p.v. 

syringae en plasmidos o en el genoma. 
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1 2 3 4 5 6 7 

Fig. 7. Electroforesis en gel de poliacrilamida­
dodesilsulfato de sodio (SDS-PAGE) de Ia 
fracci6n de los acidos nucleicos de Ia cepa 
antag6nica CAE-01 . El carril 1 corresponde al 
marcador molecular, el carril 2 a los acidos 
nucleicos totales de Ia cepa sin tratar y en los 
carriles 3, 4, 5, 6 y 7 corresponden al ADN 
plasmidico obtenido despues del tratamiento con 
el naranja de acridina a las concentraciones de 
20, 50, 100, 200 y 250 11g/ml respectivamente. 
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5. CONCLUSIONES 

Bajo las condiciones experimentales del presente trabajo se puede inferir que: 

1. La bacteriocina, tiene un peso molecular de 87.9 KD. 

2. La bacteriocina presenta una alta termoestabi lidad ya que soporta 

temperaturas de 1 oooc durante 7 minutes. 

3. La bacteriocina tiene 1.15% de f6sforo y 14.9 de nitr6geno 

4. La codificaci6n de Ia bacteriocina producida por Ia cepa antag6nica CAE-01 

no reside en el ADN plasmfdico. 
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7. APENDICE 

7.1. Media para crecimiento de las bacterias LB 10X (Luria-Bertanni) . 

g/100 ml 

Triptona 10 : 

Extracto de levadura 5 

NaCI 10 

Ampicilina 0.02 
: 

Cicloheximida 0.02 

Tetraciclina 0.02 
: 

7.2. Reactivos para electroforesis en poliacrilamida 

7 .2.1 . Preparaci6n del gel de corrimiento al 1 0% 

H20 4ml 

Acrilamida/bisacrilamida 30% 3.3ml 

1.5 M tris (pH 8.8) 2.5ml 

.sos 10% 0.1 ml 

· Persulfato de amenia 1 0% 0.1 ml 

TEMED 0.002 ml 
.. ....... .... ... ..... ... . . . .. .. . ...... ....... ....... ........ ..... ··· ············ ·············· .... .......... . 
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7.2.2. Preparaci6n del gel de empaquetamiento al 10% 

H20 1.4 ml 

Acrilamida/bisacrilamida 30% 0.33 ml 

1. M tris (pH 6.8) 0.25ml 

.sos 10% 0.02 ml 

Persulfato de amonio 1 0% 0.02 ml 

TEMED 0.002 ml 

7.2.3. Buffer de corrimiento (TE) 

G/1 

50 mM Tris, pH 8 6.055 

10 mM EDTA 3.722 
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7.2.4. Reactivos para Ia tinci6n con plata. 

7.2.4.1. Soluci6n de plata 

0.1 g 

·Agua Aforar a 1 00 ml 

7.2.4.2. Soluci6n reveladora 

Carbonate de sodio 2.5 g 
i 

Formaldehfdo 0.02 g 

Agua Aforar a 100 ml 

El formaldehfdo se le ad1ciona al momenta de usarse. 

7.2.4.3. Soluci6n para detener Ia reacci6n 

Acido acetico 1 g 

Agua Aforar a 100 ml 

7.3. Reactivos para Ia Electroforesis en Gel de Agarosa. 

0.7% 1.0% 2.0% 

Agarosa 1.05 g. 1.5 g. 3.0 g. 

TAE 20X 7.5 ml 7.5 ml 7.5 ml 

H20 dd 142.5 ml 142.5 ml 142.5 ml 

Volumen Total 150.0 ml 150.0 ml 150.0 ml 
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7.3.1. Soluci6n de tinci6n. 

Bromuro de etidio 0.1 g/ml 

1 ml 

7.3.2. Soluci6n desnaturalizante 

Formam ida 500 Jll 

Formaldehfdo 37% 162 Jll 
.................. .... . .. 

7.3.3. Buffer de carga 

Azul de bromofenol 0.25% 

Xilen-cianol 0.25% 

Ficoll400 15% 

7.3.4. Buffer de corrimiento (TE). 

g/1 

50 mM Tris, pH 8 6.055 

10 mM EDTA 3.722 
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7.4. Buffer para Ia resuspensi6n de las bacterias centrifugadas (STE) . 

.. 

G/100 ml 

100 mM NaCI 0.5850 

10 mM Tris HCI pH 8 0.1211 

10 mM EDTA 0.3722 
. . 

Se pesa el Tris y se disuelve en 80 ml de agua destilada. El pH se ajusta a 8.0 
con HCI. Se disuelve el EDTA en 1 0 ml de agua destilada con unas gotas de 
NaOH. Este no se disolvera si el pH es inferior a 8. 

7.5. Varios 

7.5.1. Soluci6n de lisozima 

7.5.2. Buffer STE 

1M tris-HCL, pH 8 

0.5 M EDTA 

· Lisozima 

. . 

100 mM NaCI 

10 mM Tris-HCI. pH 8 

'1 mM EDTA 

. 

5ml 

2 ml 

0.5 g 
i 

H20 destilada hasta 100 ml 
. 
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