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Introduccion. Actualmente no se sabe como reproducir

en el laboratorio a 99 % de las bacterias que existen en el

mundo, es decir las no cultivables (1). Una vez que se
conoce cdmo cultivar una bacteria se puede saber el orden

de los nucledtidos del ADN de las bacterias, 1o cua nos

da mucha informacion acerca de ellas. (2) Con €

propdsito de lograr obtener un mejor conocimiento de

estas bacterias, montamos un método con el cual pudimos
introducir genes de bacterias no cultivables en una
bacteria féacilmente cultivable en € laboratorio, es decir

Escherichia coli (debido a que ya se sabe como nuitrirla) y

reproducirla. Este proyecto busca ampliar € conocimiento

gue setiene sobre e mundo de las bacterias.

Nuestro objetivo fue lograr perfeccionar un método para
insertar genes de bacterias no cultivables (modelo) en
bacterias Escherichia coli para reproducirlas y poder
analizar asi este material genético.

M etodologia. Con la enzima Sau3a cortamos € ADN
purificado (proveniente de E. coli modelo) en segmentos
especificos de plasmido llamados “A.” Sus secuencias
genéticas en los extremos van a ser compatibles con “B.”
Por separado, cortamos (digerimos parcialmente) con la
enzima BamH1, los plasmidos de las bacterias de E. coli
que seran los segmentos “B.” Fusionamos A+B con la
enzima ligasa y se crearon plasmidos mutantes “C,” de los
cuales solo los completos sobreviven en un medio con
Kanamicina. Fusionamos los plasmidos “C” con las
bacterias E. coli en el electroporador. Para la obtencion de
genes particulares, las pusimos en un medio sin triptofano,
y sblo las que adquirieron la propiedad de sintetizarlo
sobrevivieron. Reproducimos las bacterias en una caja de
Petri, y contamos el nimero de colonias obtenidas.

Resultados y Discuson En e primer
experimento obtuvimos 9000 colonias empleando la
enzima BamH1 durante 30 min, lo cual es muy poco ya
gue necesitabamos obtener 100,000 (un numero suficiente
para garantizar que si se llevd a cabo la fusion en gran
proporcién). El vector no estaba suficientemente digerido
por lo que rehicimos el experimento utilizando un mayor
tiempo de digestion. En el segundo experimento se empled
la enzima BamH1ldurante 1 hora y la enzima de ligasa
durante 30 min. Obtuvimos 4 colonias bacterianas. Debido
a que e tiempo de la enzima BamH1 ya se habia
modificado, ahora se tuvo que modificar el tiempo de

accion de la enzima ligasa. En €l tercer experimento, &
utilizar la enzima BamH1 durante 30 min y la enzima
ligasa durante 1 hora, obtuvimos 35000 colonias [Ver Fig.
1] Este fue un resultado éptimo que tendria que repetirse
solo 3 veces para obtener 100000 colonias. Cambiando el
tiempo de uso de las enzimas, se aument6é € ndmero de
colonias fusionadas. Estos tiempos y cantidades
especificas finales determinan las condiciones necesarias
para poder construir bancos de genes.

Fig. 1. Electroforesisen la
que se muestradel tamafio
final de los segmentos
digeridos parala obtencion
dela s 35000 colonias
bacterianas.

Conclusiones. Se cred un banco de genes modelos. Se
logr6 optimizar la metodologia hasta que quedara un
proceso definido y eficiente de tiempos y cantidades de
uso de enzima. La cantidad de colonias obtenidas de los
experimentos fueron las necesarias para poder tener bancos
representativos de genes de bacterias no cultivables. Los
resultados del proyecto pueden ser utilizados como un
avance en los métodos de reproduccién para bacterias no
cultivables.
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