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ABSTRACT. The standarization of the polyacrylamide gel electropho-
resis technique of soluble proteins of bacteria from the genus Cellulo-
monas was achieved. Reproducible electrophoretic patterns of the two
strains under study were obtained. The protein patterns were not af-
fected by the clarification of extracts, by its storage at —15°C for a
month, nor by the cell disruption method employved. A characteristic
pattern was found for each strain, suggesting the applicability of the
technique in the differentiation and characterization of strains in this
genus.

RESUMEN. Se logrd la estandarizacion de la técnica de la electro-
foresis en gel poliacrilamida de las proteinas solubles de bacterias
del género Cellulomonas. Se obtuvieron patrones electroforéticos re-
producibles de las dos cepas estudiadas. Los métodos de ruptura
celular probados, la clarificacion de los extractos y el almacenamiento
a —15°C durante un mes, no afectaron los patrones obtenidos. Se en-
contréd un patrén caracteristico para cada cepa, sugiriendo asi Ia apli-
cabilidad de Ia técnica en la diferenciacion y caracterizacién de cepas
en este género.

INTRODUCCION

Dado que el conjunto de proteinas de una célula estd determinado por
su genoma, los patrones electroforéticos de sus proteinas solubles pueden
tomarse como una representacion indirecta de una buena parte del
mismo, constituyendo por tanto una forma de caracterizacién genética
de los microorganismos y un indice para el estudio de las relaciones
genéticas entre los mismos. {Garbey y Rippons, 1968 y Razin y cols., 1970).

Los estudios realizados por Razin y Rottem, (/967) en Micoplasmas, asi
como por otros autores en distintos microorganismos (Sacks y cols., 1969,



198 H. RODRIGUEZ MESA Y A. ENRIQUEZ MOURIZ

Kulik v Brooks, 1970; Larsen y cols., 1971; Davies y Gottlieb, 1973 y Haas
y cols., 1974), han probado la validez de la técnica de la electroforesis
en gel de poliacrilamida de las proteinas solubles, en la identificacién
y caracterizacion genética de micoorganismos hasta el nivel de especie
o cepa, en los distintos géneros por ellos estudiados. Se ha planteado asi
mismo la posibilidad de extender su uso a muchos oiros gé€neros y espe-
cies (Razin v Rottem, 1967).

La diferenciacién y caracterizacién de cepas en el género Cellulomonas
es importante debido a la significaciéon econdémica de este género en la
obtencién de proteina unicelular por crecimiento directo sobre desechos
celuldsicos. La realizacién de trabajos pendientes a la buasqueda y selec-
cion de nuevas cepas, por aislamiento directo o mediante mutaciones
gendticas, que logren mejoras técnicas y econémicas del proceso, es un
propésito permanente que lleva aparejado la necesidad de contar con
técnicas rapidas y precisas, que ademas de diferenciar las nuevas cepas
obtenidas de las existentes, posibiliten una interpretaciéon més acertada
de las variaciones genéticas ‘experimentadas.

Este trabajo aborda la estandarizacién de la técnica de la electroforesis
en gel de poliacrilamida de las proteinas solubles de bacterias del género
Cellulomonas, con vistas a su diferenciacién y caracterizacién genética.

MATERIALES Y METODOS

Microorganismos. Se emplearon las siguientes cepas de bacterias celu-
foliticas: la cepa Ilbc, identificada con el gériero Cellulomonas de acuerdo
con el Manual de Clasificacién de Bergey (Enriquez, 1975 y Buchman y
Gibbons, 1974), v la cepa XD, igualmente identificada como Cellulomo-
nas v suministrada por el laboratorio de Microbiologia del ICIDCA
(Duarte, 1977). Es conveniente sefalar que en el género Cellulomonas
actualmente se reconoce una sola especie, bajo el nombre de Cellulomo-
nas flavigena {Buchaman y Gibbons, 1974).

Preparacion de los extractos de proteinas. Las cepas fueron mantenidas
en cufias de agar-CMC. Para el cultivo de las células se empled medio
sintético M9, de acuerdo al procedimiento descrito por Enriquez y cols.,
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(1977}, utilizandose como fuente de carbono y energia bagazo de cafia
pre-tratado segun Dunlap, (/969). Los inéculos fueron preparados en er-
lenmeyers agitados en una zaranda rotatoria durante 48 horas. El creci-
miento se efectud en un fermentador agitado (Biolafitte)} a pH-6.5 y tem-
peratura de 35°C. El crecimiento fue seguido turbidimétricamente.

Fueron tomadas muestras en fase logaritmica de crecimiento en dis-
tintas corridas bajo las mismas condiciones de crecimiento. Estas fueron
filtradas v la biomasa separada por centrifugacion a 30 000 xg. El sobre-
nadante fue desechado y las células fueron lavadas tres veces en ClNa
0.9% vy finalmente resuspendidas, a cuyo efecto se probaron tres solven-
tes: Agua destilada, tampoén tris-hidroximetilaminometano-CiH (pH-8.9) y
tampén tris-hidroximetilaminometanoglicina (pH-8.3).

Se probaron dos métodos de ruptura celular: disrupcién ultrasénica en
un desintegrador ultrasénico MSE-150 W, a una amplitud de 5 « durante
4 minutos; v disrupcidén mecanica en un desintegrador “Braun” utilizando
perlas de vidrio de 0.11 thim de didametro, durante 50 segundos.

El material insoluble fue separado por centrifugacion a 26 000 xg du-
rante 30 minutos a (°C, v la concentracién de proteinas en el sobrena-
dante determinada por el método de Biuret (Robinson y Hugden, 1940).
Se probé el efecto de una clarificaciéon de los extractos a 162 000 xg.

Para probar la reproducibilidad de los patrones, para cada cepa se pre-
pararon varios extractos a partir de cultivos realizados en diferentes
dias, los cuales se almacenaron a —15°C para ser aplicados en una misma
corrida.

Electroforesis en gel de poliacrilamida. Esta se llevé a cabo esencial-

mente de acuerdo al méitodo de Davies, (1964} v Ornstein, (1964}, en un

equipo de electroforesis en placa de 12.6 X 10 X 0.5 cm (Chapel y cols.,

1974), utilizando tampon tris glicina (pH-8.3) para ambos compartimien-

tos anddico y catédico. La concentracion de acrilamida en el gel de sepa-

racién fue de 8.5% y el pH de 8.9, usandose en gel de compactacion de
% v pH 67,

Antes de aplicar las muestras el sistema fue equilibrado a 50 mA du-
rante 5 minutos. Una muestra de entre 40 y 50 pl del extracto libre de
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células conteniendo entre 300-400 pg de proteinas fue mezclada con
20 pl de una solucién de sacarosa al 20% v aplicada en la parte superior
del gel de compactacién (polaridad de corrida del danodo al cdtodo). La
electroforesis se llevo a cabo a temperatura de 12°C en un refrigerador,
usando una corriente de 50 mA, probandose distintos tiempos de corrida
hasta lograr los mejores patrones, tomando como criterio la definicién
y el nimero de bandas. El frente de corrida fue marcado con azul de
bromofenol al 0.1%. Se utilizé albimina bobina (2 mg/ml) como un
marcador de referencia.

A continuacién en algunos casos, los geles fueron cortados longitudinal-
mente para probar distintos sistemas de tincién. Esta se realizé con
azul de coomassie en concentraciones de 0.25 y 19 durante varios pe-
riodos de tiempo entre 1 y 24 horas. Los geles fueron almacenados en
acido acético al 7%. Fueron probados varios extractos paralelamente en
el mismo gel y realizadas varias corridas para los diferentes extractos.
Los geles fueron registrados en un densitometro.

RESULTADOS Y DISCUSION

Eleciroforesis. Los mejores resultados se obtuvieron con un tiempo de
corrida entre 3 v 3% horas, al cabo de las cuales el frente migrd entre 5.5y
6 cm a través del gel de separacion. Se observaron ligeras variaciones
en la longitud migrada por el frente en diferentes corridas para un mismo
tiempo —lo cual puede deberse a diferencias en el voltaje entre las dis-
tintas corridas— por lo que es recomendable, para comparaciones, correr
las muestras simultdneamente en un mismo gel. Se obtuvieron buenos
resultados de tincién con el azul de coomassie al 0.25% durante 4 horas.
Cuando se equilibré el sistema por algunos minutos antes de aplicar las
muestras se logré una mejoria en la calidad y definicion de los patrones,
procedimiento éste sugerido por Brewer, (1970). La reproducibilidad de
los resultados fue buena en corridas de un mismo extracto repetido en
un gel, distintos extractos en un gel, asi como de un extracto en dife-
rentes geles. La reproducibilidad de extractos diferentes en un mismo
gel se muestra en la Fig. 1.
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Fig. 1. Corrida en un mismo gel de 4 extractos preparados bajo ‘idénticas condi-
ciones, pero a partir de cultivos realizados en diferentes dias.

Andlisis de los patrones de cada cepa. Las condiciones de crecimiento y
preparacién de los extractos, asi como las condiciones de corrida, fueron
idénticas para ambas cepas. Ello nos brinda la posibilidad de comparar
entre si los patrones obtenidos para cada una de ellas, sobre bases
idénticas.

En la Fig. 2, se muestran los patrones de bandas correspondientes a
las cepas ITbc y XD, con los correspondientes registros del densitémetro
y diagramas realizados en base al cédlculo de la posicion relativa de las
bandas con respecto al frente (Ef). De ella y de la Fig. 3 se puede observar
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que los patrones de proteinas de ambas cepas son diferentes, caracte-
risticos para cada cepa, con algunas bandas comunes a ambas. En total
se aprecian 23 bandas en el patrén de la cepa XD y 19 bandas en el de la
cepa IIbc. Se puede observar que existen 13 bandas que pueden consi-
derarse comunes para ambas cepas (7 cuyos Ef son idénticos v 6 donde
la diferencia entre éstos es de solo 0.01). En la cepa XD se aprecian
4 bandas que no se observan en la ITbc (Ef = 009, BEf = 0.17, Ef = 0.36
y Ef = 0.49), mientras que se observan otras 6 bandas que aparecen en
ambas, pero con movilidades y/o intensidades diferentes. Esto nos su-
giere que cada patrén puede constituir una representacién caracteristica
de cada cepa, util en la identificacién y caracterizacién genética de las
distintas cepas del género. La correlacién que pudiera existir entre las
diferencias observadas en los patrones y el fenotipo de cada cepa, cons-
tituye un interesante aspecto para estudios futuros,

Fig. 2. Patrones de las cepas IIbc v XD. a) Patrén electroforético de las proteinas
solubles, b) registros densitoméiricos y ¢) representacion diagramaética.
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Tig. 3. Representacidn diagramatica de los patrones electroforéticos de las cepas
IIbc v XD, con los Ef correspondientes a cada banda.

Aunque debe tenerse en cuenta que dos cepas diferentes podrian dar
patrones semejantes o casi idénticos, esto parece ser precisamente carac-
teristico de cada género o especie (Davies y Gottlieb, 1973), dado por la
variabilidad existente entre las cepas. Varios autores han encontrado
también especificidad en la diferenciacién con esta técnica hasta el nivel
de cepa —es decir, su validez para diferenciar cepas entre si— (Larsen
v cols., 1971 y Davies y Gottlieb, 1973). En nuestro caso, nuestro resul-
tado esta en concordancia con el hecho de que en el género Cellulomo-
nas, las 10 especies anteriormente reconocidas fueron reducidas a una
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sola {Buchaman y Gibbons, 1974}, por lo que puede existir una variacion
apreciable entre las distintas cepas del género. Asimismo, este resultado
estd en concordancia con los estudios de Braden y Thayer, (1976), que
encuentran considerable diversificacidn en estudios seroldgicos de varias
cepas de Cellulomonas. Estimamos conveniente, en el futuro, el estudio
de un mayor niimero de cepas del género para reafirmar estos resultados.

Preparacion de los extractos. Se encontraron ligeras diferencias entre los
tres solventes probados para la resuspensién de los extractos en cuanto
a los patrones obtenidos, consistentes en la presencia o ausencia de algu-
nas bandas ténues. En los extractos subsiguientes usamos el tris-glicina,
por ser el mismo tampé6n utilizado para los electrodos (Brewer, 1969).

No se observaron diferencias en los patrones de extractos preparados
utilizando métodos diferentes de-ruptura celular (ultrasonido y desinte-
gracién mecanica). De igual forma, no se observaron cambios en los pa-
trones al ser sometidos los extractos a una clarificacién por ultracentri-
fugacion a 162 000 xg, elimindndose este paso, que nos habfa sido suge-
rido en algunos trabajos (Davies v Gottlieb, 1973 v Gottlieb y Hepdem,
1966).

Los patrones de proteinas no se afectaron con ¢l almacenamiento de los
extractos a —15°C durante un mes, lo que permite la posibilidad de
comparar en un mismo dia extractos de cultivos realizados en diferentes
tiempos.

CONCLUSIONES

Se logrd el ajuste de los parametros para la estandarizacién de la téc-
nica de la electroforesis en gel de poliacrilamida de las proteinas solu-
bles de bacterias del género Cellulomonas.

A su vez, se encontrd un patrén caracteristico para cada cepa estudiada,
con algunas bandas comunes, lo cual sugiere que cada cepa tiene un
complemento de proteinas reconocible v diferenciable por este procedi-
miento, el cual nos brindaria por tanto la posibilidad de diferenciar y
caracterizar cada una de ellas.
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La poca cantidad de células requeridas, la relativa simplicidad del mé-
todo, disponibilidad de equipos, etc., junto a los resultados obtenidos,
sugieren a la electroforesis de las proteinas solubles en gel de poliacri-
Jamida, como una técnica 1itil y econdmica en la diferenciacién de cepas
y mutantes que se obtengan en este género de importancia econémica.
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