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Resumen

La manipulacion genética del genoma de cloroplasto esta a la
vanguardia en investigacion biotecnoldgica. El pasto B. gracilis es
un modelo para el estudio de estrés hidrico y oxidativo, capacidades
relacionadas al cloroplasto. Es necesario tener un método que facilite
la obtencién de ADN de buena calidad, particularmente cuando se
refiere al ADN de cloroplasto de B. gracilis. La implementacion de
un método para la extraccion de cpADN se logré probando diferentes
estrategias de extraccion de cpADN reportados en la literatura y
combinando las etapas mas apropiadas para B. gracilis. La
incorporacion de un paso adicional del lavado con CTAB permitio la
recuperacion de cpDNA enriquecido, el cual se puede utilizar en el
desarrollo de hermanitas moleculares. Debido la implementacion de
un protocolo de extraccién también fue posible obtener una cantidad
considerable de cpADN de B. gracilis. El cpADN fue digerido con
varias enzimas de restriccion y los fragmentos resultantes fueron
analizados por Southern blot con las sondas de los genes de rADN
16S y 23S. Con base en los perfiles de restriccion, en este trabajo
se reporta un mapa parcial de restriccion del genoma del cloroplasto
de B. gracilis y se plantea que la metodologia aqui establecida en un
futuro permitira abordar la manipulacién genética del genoma de
cloroplasto.

Palabras clave: Analisis molecular, clonacién de genes, mapa
genetico, transferencia horizontal de genes.
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Abstract

Genetic manipulation of the chloroplast genome is at the forefront
of biotechnology research. B. gracilis is a model for the study
of water stress and oxidative capacities related to the
chloroplast. It is requires a method to facilitate the obtaining of
good quality DNA, particularly when it comes to chloroplast
DNA of B. gracilis. The implementation of a method for extracting
cpDNA was achieved by assaying different strategies cpDNA
extraction reported in the literature and combining the most
appropriate stage for B. gracilis for cpDNA extraction. The
incorporation of an additional step of washing with CTAB after
lysis of chloroplasts, allowed the recovery of enriched cpDNA
which can be used in the development of molecular tools. Due
to the implementation of an extraction protocol was also possible
to obtain a considerable amount of B. gracilis copDNA. The cpDNA
was digested with several restriction enzymes and the resulting
fragments were analyzed by Southern blot with probes of genes
16S and 23S rDNA. The method developed allowed us to obtain
a considerable amount of cpDNA of B. gracilis which can be
cut with restriction enzymes and used for genetic mapping.
These results allow us in future work for the genetic manipulation
of the chloroplast genome.

Keywords: Molecular analysis, gene cloning, gene mapping,
horizontal gene transfer

as células de las plantas verdes y algunos protistas contienen organelos llamados
cloroplastos; estos organelos pueden convertir la luz en energia quimica utilizable por el
organismo (Blaustein et al., 1998). Los cloroplastos son organelos intracelulares que
contienen la maquinaria necesaria para los procesos involucrados en la fotosintesis. Estos
participan en la biosintesis de aminoacidos, nucleotidos, lipidos y carbohidratos (Sugiura, 1992).
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Al igual que las mitocondrias, el estroma
de un cloroplasto alberga pequefias moléculas
de ADN circular de doble cadena y ribosomas
similares a las procariotas. El estudio de esta
molécula promete ser una alternativa para el
desarrollo biotecnoldgico de gramineas de
importancia en campos como la ganaderia y
la agricultura, ademas de ser una herramienta
util en el estudio de las caracteristicas
fisiologicas relacionadas con el cloroplasto. En
1963 se comprobd que los cloroplastos
contenian su propio ADN (Sager e Ishida,
1963); el ADN del cloroplasto (cpADN) es un
remanente de genomas de un simbionte
bacteriano ancestral. Dependiendo del
organismo, el cloroplasto contiene de 60 a 200
genes que participan en la expresién génica
(Leister, 2003). El tamafo de la molécula de
ADN cloroplastidico puede variar, dependiendo
de la especie, entre 120 y 170 Kb (Palmer,
1987). En los anos 80 surgid la idea de realizar
ingenieria genética dentro del cloroplasto
(Daniell et al., 2002), desde entonces, el
estudio del cpADN de diferentes especies se
ha perfilado como uno de los objetivos de la
manipulacion genética (Bogorad, 2000). Ya se
ha logrado insertar genes heterdélogos en el
genoma de cloroplasto; se han expresado
antigenos para la elaboracion de vacunas
dentro de este organelo (Chebolu y Daniell,
2007; Tregoning et al., 2003), asi como
proteinas de interés farmacéutico como el IGF-
1 (Ruiz, 2002). La modificacion genética dentro
del cloroplasto tiene ventajas cuando se
compara con la modificacién de ADN nuclear,
debido a que las condiciones internas del
cloroplasto presentan menos mecanismos de
regulacién debido a su caracter procaridtico
(Koya y Daniell, 2005). Ademas, la
caracteristica de mayor interés del cloroplasto
es la manera como se transfiere a su
descendencia preferentemente via materna, lo
que hace a este organelo un contenedor de
genes con capacidad para evitar la liberacion
de polen transgénico (Scotty Wilkinson, 1999),
es decir, evitar la transferencia horizontal de
genes.
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La linea de investigacion esta enfocada al
estudio del cpADN de B. gracilis (navaijita azul),
el cual es un pasto forrajero presente en amplias
regiones del continente (Garcia-Sanchez y
Monroy-Ata, 2005) y posee importantes
caracteristicas relacionadas a la resistencia al
estrés hidrico. El interés del grupo de
investigacion es desarrollar metodologias
moleculares para el analisis de la organizacién
de los genes cloroplastidicos debido a dos
caracteristicas importantes de este organelo y
su ADN: uno, participa bioquimica vy
molecularmente en el desarrollo y adaptacion
de la planta al medio ambiente y dos, los
caracteres codificados en el genoma
cloroplastidico so6lo se segregan via materna.

El primer paso para realizar investigacion
relacionada con ADN de cloroplasto fue elaborar
una estrategia que permitiera obtener fracciones
enriquecidas de cpADN de buena calidad y en
cantidad suficiente para llevar a cabo los
experimentos necesarios dentro del laboratorio.
Se han desarrollado varios métodos para la
extraccion de cpADN, la mayoria de los métodos
contienen tres etapas principales: 1) La
separacion de los cloroplastos de otros
organelos, 2) La lisis de los cloroplastos y 3) La
purificacion del cpADN (Jansen et al., 2005).
Algunos métodos utilizan gradientes de sacarosa
(Palmer, 1987), soluciones con altas
concentracion de NaCl (Bookjans et al., 1984) y
tratamiento con DNAsa 1 (Kolodner y Tewari,
1979). Nuestro grupo de investigacion, utilizando
un metodo salino sin DNAsa, logré extraer
suficiente ADN para hacer analisis molecular; sin
embargo, es un método que no resulto eficiente
y simple para la recuperacion de ADN de
cloroplasto enriquecido (Aguado et al., 2011). Se
ha reportado que la extraccion de cpADN en
plantas pertenecientes a la familia Poaceae es
dificil de realizar debido a las caracteristicas
fisiolégicas de las plantas por su alto contenido
de lignina y polisacaridos (Diekmann et al., 2008),
y en algunos casos ha sido necesaria la adicion
de etapas de purificacion del ADN durante la
extraccion del cpADN (Virupakshi y Naik, 2007).
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En el presente trabajo se desarrollé un
método de extraccion donde, el primer objetivo
fue mejorar el rendimiento para la obtencion de
cpADN; el segundo objetivo fue recuperar
cpADN con una pureza tal que fuera posible
realizar un patron de digestion y mapa genético
parcial de un segmento del cpADN de Bouteloua
gracilis, como herramienta molecular.

Materiales y métodos

Extraccion ADN cloroplastidico de Bouteloua
gracilis. Se colocaron 40 gramos de células
clorofilicas (c.c.) con 180 ml de buffer de
extraccion (1.25 M NaCl, 50 mM Tris-HCI pH 8.0,
5mMEDTA, 0.1% BSA, 0.1% p-mercaptoetanol).
La mezcla se licué por 2 min (en un vaso
previamente enfriado), en lapsos de 30 s cada
vez. El homogenizado fue filtrado a través de
ocho capas de gasa y recuperado en un
recipiente estéril y frio. El filtrado fue centrifugado
a 1,000 rpm por 20 min a 4°C, trasladando el
sobrenadante a un recipiente limpio y
descartando la pastilla, la cual contenia restos
celulares y células no lisadas. El sobrenadante
fue centrifugado a 4,500 rpm por 20 min a 4°C
con el fin de empaquetar los cloroplastos (pastilla
enriquecida con cloroplastos), dejando en la
suspension las mitocondrias. Con cuidado, la
pastilla se resuspendié con 5 ml de buffer de
lavado frio (0.35 M Sorbitol, 50 mM Tris-HCI, pH
8.0, 25 mM EDTA) para no lisar los cloroplastos.
Después, se agregaron 50 ml de buffer de lavado
y se centrifugd a 4,500 rpm por20 mina 4 °C. La
pastilla se resuspendié con una pipeta de boca
ancha en 1 ml de amortiguador de resuspension
frio (100 mM Tris-HCI, pH 7.2, 50 mM EDTA, 100
mM NaCl, 0.2% b-mercaptoetanol) y se transfirié
a tubos de 1.5 ml, repartiendo en voliumenes
iguales (650 ml). Alos tubos se les agreg6 60 ml
de SDS al 10%, y se mezcld; los tubos se
calentaron a 60 °C en bafio Maria por 5 min.
Después de la lisis, a los tubos se les agregé 3
ml de RNAsa (10 mg/ml), 5 ml de proteinasa K
(10 mg/ml)y 30 ml de SDS al 10%, esta solucion
se incubd durante 25 min a 37°C; se agregaron
100 ml de 5 M NaCl y 80 ml de solucion CTAB/
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NaCl (10% CTAB, 0.7 M NaCl); se incubd durante
15 min a 65°C, posteriormente se agregd un
volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico
(25:24:1) y se agitd durante 5 min, los tubos se
centrifugaron por 10 min a 12,000 rpm a
temperatura ambiente, se descarto la fase
fendlica y la fase acuosa se transfirié a un tubo
limpio. A la fase acuosa se le agregd 1 volumen
de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1) y se agitd
durante 5 min, el tubo se centrifugd a 12,000 rpm
por 10 min a temperatura ambiente. Se recupero
la fase acuosa, se transfirié a un tubo limpio y se
agrego 1/10 de volumen de acetato de amonio 5
M y 1 volumen de isopropanol, La mezcla se
incubo toda la noche a -20 °C. Al siguiente dia,
las muestras se centrifugaron a 12,000 rpm
durante 15 min a 4 °C; se descarto el
sobrenadante y al precipitado se le agreg6 un
volumen de etanol al 7%; se centrifugd en las
condiciones anteriores. Se decanto el etanol y a
la pastilla resultante se le agregé un volumen de
etanol absoluto y se centrifugd a 14,000 rpm
durante 5 min a 4°C. Se descart6 el etanol, la
pastilla se seco a temperatura ambiente y
posteriormente se resuspendié en 10 ml de agua
destilada estéril. Para la cuantificacion del ADN,
se realizé una dilucién 1:100 con agua destilada
estéril. La dilucién se analizd a 260 y 280 nm en
un espectrofotometro (SmartSpec 3000,
BioRad).

Marcaje de sondas de las sondas 16S y
23S ribosomales con digoxigenina. Las sondas
se marcaron mediante la Reaccién en Cadena
de la Polimerasa incorporando dUTP-
digoxigenina en los fragmentos de los genes de
interés (Hoisington et al., 1994) e iniciadores
especificos para cada sonda. La reaccioén
(volumen final 50 ml) contuvo 1X Taq Buffer, 50
mM MgCl,, 10 MM dNTP’s, 2.4 nM dTTP-Dig, 2
iM Forward y Reverse Oligonucleotido, 2 U de
Taq polimerasa y 10 ng de ADN). Las
condiciones de amplificaciéon fueron: 95 °C/ 3
min desnaturalizacion inicial, 95 °C/30 s
desnaturalizacion, 60 °C/40 s alineamiento, 72 °C
/40 s extension, durante 35 ciclos y una xtension
final de 10 min a 72 °C.
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Deteccién de genes por hibridacién tipo
Southern blot. Las muestras de cpADN
sometidas a digestion con enzimas de
restriccion, fueron separadas electroforética-
mente en geles de agarosa y antes de la
transferencia el gel fue depurinado con 100 mM
HC por 30 min y luego desnaturalizado con 1.5
M NaCl y 200 mM NaOH durante 30 min. La
transferencia del ADN a membranas de nylon
se realizé de acuerdo con lo reportado por
Southern (1975). Se realiz6 una pre-hibridacion
e hibridacion en tubos de vidrio dentro de un
horno a 65 °C con solucion HYB (5 X SSC, 0.1%
Laurilsarcosina, 0.2% SDS, 1% Reactivo de
bloqueo) suplementado con 1 ng/ml de sonda
marcada con digoxigenina especifica para cada
gen, siguiendo las instrucciones descritas por
Hoisinton et al. (1994). La deteccidn
inmunoldgica y el revelado quimioluminiscente
(CSPD-Star) se llevé a cabo de acuerdo a lo
reportado por Kessler et al. (1990).

Resultados y discusion

Implementacion de la extraccion de cpDNA.
El método desarrollado consiste en varias etapas
de facil realizacion, como la molienda, eliminacion
de contaminantes de elevado peso molecular y
la separacion de los cloroplastos mediante
centrifugacion; también contiene soluciones
disefiadas para la disolucién de ADN nuclear
contaminante (Bookjans et al., 1984; Triobush et
al., 1998; Virupakshi y Naik, 2007). Contiene una
etapa de purificacién de acidos nucleicos
haciendo uso de la estructura moleculary de las
caracteristicas fisicoquimicas del detergente
Bromuro Cetiltrimetilamonio (CTAB). En este
método, el punto clave para la obtencion de
cpADN puro e integro es la extraccion con el
detergente CTAB, esto se debe a que este
detergente se adhiere a estructuras con
caracteristicas fisicoquimicas similares a los
sacaridos, polisacaridos y polifenoles; en bajas
concentraciones iénicas, el detergente se une a
la estructura de los sacaridos de los acidos
nucleicos; al elevar la polaridad del medio en el
que se encuentra el CTAB debilita su adhesion

(Virupakshi y Naik, 2007). Este tratamiento
permitié obtener una pastilla de cpADN con la
calidad suficiente para ser tratada con diferentes
enzimas de restriccion.

Como material inicial se utilizaron 40 g de
células clorofilicas de B. gracilis y 25 g de
acelga (Beta vulgaris) esta ultima como control
de extraccion. Se obtuvo un mayor rendimiento
en la cantidad de cpADN obtenida en B. vulgaris
debido a su alto contenido de cloroplastos; el
rendimiento para las ceélulas clorofilicas (c.c.)
de B. gracilis aumenté (Cuadro 1), en
comparacioén al rendimiento promedio obtenido
en la misma especie al utilizar el método salino
(Bookjans et al., 1984). Cuatro mg de cpADN
de B. vulgaris y de c.c. de B. gracilis se
digirieron con EcoRl, el producto obtenido fue
separado mediante electroforesis en un gel de
agarosa (Figura 1); con la finalidad de observar
la integridad del cpADN.

Cuadro 1. Concentraciones de cpDNA obtenidas a partir de
células clorofilicas de B. gracilis y B. vulgaris con el método
salino modificado con CTAB.

Material inicial Concentracion Abs Total Rendimiento
(ng/ul) 260/280 nm (ng) (nglg)
C.c. de B. gracilis 26 1.89 104 26
B. vulgaris 2.8 1.85 140 5.6

Figura 1. Separacion electroforética de la digestion de cpDNA
de c.c. de B. gracilis y B. vulgaris. Carril 1, marcador I-Hindlll;
carril 2 cpDNA de B. vulgaris con EcoRl; carril 3, cpDNA B.
vulgaris sin cortar; carril 4cpDNA de c.c. de B. gracilis con
EcoRl; carril 5, cpDNA de c.c. de B. gracilis sin cortar.
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En la Figura 1 se observd un patron de
digestion para ambas especies en los carriles 2
y 4 (B. gracilisy B. vulgaris). Es posible observar
en los carriles 3 y 5 una banda de ADN de alto
peso molecular que corresponde al cpADN no
cortado. En la parte inferior de los carriles se
observo una cantidad considerable de ARN. Los
resultados de la pureza y digestién del ADN son
similares alo reportado por Bookjans et al. (1984)
y por Triobush (1998).

La adiciéon de RNAsa antes de la lisis
cloroplastidica elimina la presencia de ARN, por
lo que la cuantificacion se atribuye a la presencia
de cpADN. En el analisis espectrofotométrico se
observo una relacion en la absorbancia 260/280
cercana al 2.0, esto indica que la pureza del
cpADN es buena (Cuadro 2) y que la absorbancia
es debida preferentemente a la presencia de
cpADN y no a ARN (Figura 2). Si bien el
rendimiento en mg/g fue inferior, se mantuvo la
cantidad de cpADN recuperado (Cuadro 2).

Cuadro 2. Concentraciones de cpDNA obtenidas a partir de
c.c. de B. gracilis con el método salino modificado con CTAB
mas RNAsa.

Material inicial Concentracion Abs Total Rendimiento
(ng/pl) 260/280 nm (ng) (nglg)
C.c. de B. gracilis 1 3.345 1.98 133 3.325
C.c. de B. gracilis 2 3.590 1.99 144 36

El cpADN obtenido a partir de B. gracilis fue
cortado con diferentes enzimas de restriccion.
En la Figura 2 es posible observar que se
presentd un patrén de digestion claro para las
tres enzimas utilizadas (EcoRI, BamHlI, Hindlll).

En la Figura 2 se observé también menor
cantidad de RNA comparado con la Figura 1
debido al uso de RNAsa. Se observo que con
este método la banda de cpADN de B. vulgaris
y de c.c. de B. gracilis (Figura 1) fue semejante
en intensidad e integridad, por lo que se puede
inferir que el tratamiento con el detergente CTAB
no afecto la integridad de ADN y permitio obtener
cantidades similares de ADN, en detrimento del
rendimiento.
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Figura 2. Separacion electroforética de la digestion cpDNA de
c.c. de B. gracilis. Carril 1, MPMI-Hindlll; carril 2, coDNA c.c.
de B. gracilis sin digerir; carril 3, cpDNA c.c. de B. gracilis
con EcoRI; carril 4, cpDNA c.c. de B. gracilis con Hindlll; carril
5, cpDNA c.c. de B. gracilis con BamHI.

Se puede observar que el tratamiento con
CTAB después de la lisis cloroplastidica
permite separar al cpADN de contaminantes
gue en ocasiones inhiben la accién de las
enzimas de restriccion. EI CTAB permite
separar a las ribosas de los acidos nucleicos
contaminantes, ya que estos tienen una
estructura similar, que se adhieren a estos
azucares, como lo son los polisacaridos y
polifenoles (Virupakshi y Nail, 2007). Existen
por tanto compuestos contaminantes de
caracteristicas fisicoquimicas similares a las
del ADN que son extraidas de manera
simultanea.

Para mostrar el potencial uso de este
método como herramienta para el analisis
molecular, se realizé6 un mapa parcial de
segmentos ribosomales del cpADN.
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Mapa de los genes de rADN 16S y 23S
en el genoma cloroplastidico de B. gracilis.
Para la identificacion del gen de rADN16S y
23S en el cpADN de B. gracilis, el cpADN se
sometid a restriccion con diferentes enzimas;
los productos digeridos fueron separados
electroforéticamente y transferidos a
membranas de nylon; posteriormente
mediante Southern blot con las ondas
ribosomales 16S y 23S los genes arriba
referidos fueron identificados en la membrana
conteniendo el DNA digerido. En la Figura 3 A,
se observa la hibridacién de la sonda 16S
ribosomal con fragmentos de 16000, 3300,
3300y 12300 resultantes de la restriccidn con
las enzimas EcoRI, EcoRI/BamHI, BamHI y
Hpal, respectivamente. El gen ribosomal 23S
mostré un perfil de hibridacion distintivo, con
fragmentos tanto de alto peso molecular como
de bajo peso molecular (Figura 3B).

La hibridacién con el 23S ribosomal (Figura
3B) muestra fragmentos de 15058, 3452,
(8841, 890)y 11547 pb con las enzimas EcoRl,
BamHI, Hindlll y Hpal, respectivamente. En los
carriles 5 de la Figura 3 Ay B se corrio ADN de
cpDNA de maiz como referencia debido a que
el maiz y el zacate B. gracilis pertenecen a la
misma familia. La combinacion de estos datos
de hibridacién permitiéo elaborar un mapa
parcial de restriccion (Figura 4).

Figura 3. Hibridacion tipo Southern blot del coDNA de B. gracillis
cortado con diferentes enzimas. A. Hibridacién con sonda
16S. Carril 1, MPM A HindllI-Dig; carril 2, cpDNA B. gracilis con
EcoRl; carril 3, cpDNA B. gracilis con EcoRI y BamHI; carril 4,
cpDNA B. gracilis con BamHI; carril 5, cpDNA Z. mays con
Hpal. B. Hibridacion con sonda 23S. Carril 1, MPM A HindllI-Dig;
carril 2, B. gracilis con EcoRl; carril 3, B. gracilis con BamHI;
carril 4, B. gracilis con Hindlll; carril 5, Z. mays con Hpal.
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Debido a la conservacién de los genomas de
los cloroplastos en plantas, se consideré que el
genoma de maiz puede servir como referencia.
Esto se confirmé utilizando la base de datos de
GeneBank y los genomas reputados de cpDNA de
maiz (accesion AY928077) y B. gracilis (accesion
EU282003) analizados utilizado la herramienta de
Clustal X 2.0 (resultados no mostrados). La similitud
entre los resultados esperados permitio asumir que
los sitios de corte en B. gracilis se encuentran
posicionados justo donde se espera que estén
localizados los sitios en maiz, con excepcion del
sitio de corte para la enzima BamHI que esta
ubicado en diferente posicién, quiza sea la unica
diferencia entre estos dos segmentos (Figura 4).

Figura 4. Mapa parcial de restriccion de un repetido invertido del cpDNA de Bouteloua gracilis y Zea mays. El mapa comprende la
secuencia presente entre los nucledtidos 90741 y 105618 del cpDNA de maiz, la diferencia encontrada en el sitio de restriccion

para la enzima BamHI se muestra en un recuadro negro.
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Conclusiones

En el método desarrollado se implementaron
etapas de separacion de los organelos basados
en los métodos salinos reportados por Triobush
en 1998 y por Bookjans en 1984 utilizando NaCl
con la finalidad de eliminar ADN nuclear que
pudiera estar adherido a las membranas
cloroplastidicas. El paso incorporado es una
etapa de purificacién del cpADN con el detergente
CTAB después de la lisis cloroplastidica, con el
fin de eliminar contaminantes que se encuentran
adheridos alos esqueletos de fosfato del cpDNA.
El uso de RNAsa tiene un efecto positivo en la
cantidad y calidad de cpDNA extraido en este
método. La elaboracion de un mapa parcial de
restriccion permite asumir que el método de
extraccion se puede utilizar para el desarrollo de
herramientas moleculares y para el analisis el
genoma cloroplastidico.
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