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RESUMEN

En la naturaleza, las bacterias se encuentran con una gran variedad de condiciones
ambientales, donde la mas frecuente es la escasez de uno o mas nutrientes esenciales. En general,
ante esta situacion la expresion coordinada de mecanismos de proteccion les permite tolerar la
exposicion a multiples formas de estrés. Comprender el comportamiento bacteriano en ambientes
naturales es de gran importancia para analizar la capacidad de las bacterias de responder y

sobrevivir ante condiciones limitantes para el crecimiento.

Las Pseudomonas fluorescentes, pertenecientes al grupo de homologia rRNAI son
bacterias Gram-negativas, quimioheterotrofas y productoras de pigmentos verde amarillentos.
Debido a que estas bacterias tienen requerimientos nutricionales muy simples, puede
encontrarselas en una amplia variedad de ambientes naturales. Por este motivo, y debido a que
existe una gran conservacion en la informacién genética y organizacion de la misma entre las
distintas especies pertenecientes a este grupo, las Pseudomonas fluorescentes resultan adecuadas

para el estudio de la supervivencia en el ambiente.

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polimeros de reserva bacterianos cuya acumulacion
ha sido considerada una estrategia para aumentar la supervivencia en ambientes cambiantes. En el
presente trabajo se utilizaron microcosmos de agua de rio (estériles y no estériles) para analizar la
supervivencia de una cepa mutante de Pseudomonas oleovorans (especie perteneciente al grupo de
las Pscudomonas fluorescentes) incapaz de degradar el PHA acumulado, y compararla con la
supervivencia de una cepa salvaje. Debido a que, en los microcosmos las bacterias se encontrarian
ante condiciones de escasez de nutrientes, es de esperar que las mismas desarrollen respuestas de
proteccion contra distintos agentes de estrés. Por otro lado, la incapacidad para utilizar el PHA
acumulado, podria llegar a tener alguna influencia en el desarrollo de las respuestas de resistencia.
Para comprobarlo, ambas cepas se sometieron a tratamientos de exposicion al etanol y a shock
térmico. Los resultados obtenidos mostraron que la cepa mutante tenia una menor supervivencia en
microcosmos de agua de rio estéril y no estéril y, ademas, desarrollaba menor resistencia contra los

dos agentes de estrés utilizados, en particular contra el shock térmico.
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[. LOS POLIHIDROXIALCANOATOS (PHAs)

Los poli(3-hidroxialcanoatos) (PHAs) son poliésteres de 3-hidroxiacidos sintetizados por
una gran variedad de bacterias como material de reserva energética. Estos polimeros se depositan
intracelularmente en forma de cuerpos de inclusion y pueden llegar a representar més del 90% del

peso seco celular.

El PHA mas estudiado es el poli(3-hidroxibutirato) (PHB), un homopolimero lineal de
D(-)-3-hidroxibutirato que fue aislado y caracterizado por Lemoigne en 1925. El PHB fue
detectado por primera vez en Bacillus megaterium, encontrandoselo luego en distintas especies de

los géneros Alcaligenes, Azotobacter y Pseudomonas (Dawes y Senior, 1973).

1. Pseudomonas oleovorans Y LA PRODUCCION DE PHA.

Las Pseudomonas fluorescentes constituyen un grupo de bacterias que se caracterizan por
su capacidad para producir pigmentos verde amarillentos. Son bacilos Gram-negativos,
quimioheterotrofos con flagelo polar y pertenecen al grupo I de homologia de rRNA (Palleroni y
col., 1973). Debido a su capacidad para utilizar una gran variedad de compuestos organicos como
fuente de carbono y energia, estas bacterias pueden encontrarse en una amplia diversidad de
habitats en la naturaleza. Son microorganismos de gran importancia ecologica en el suelo y en el
agua, ya que son responsables de la degradacion de muchos compuestos solubles derivados de la
descomposicion de plantas y animales. Ademas, poseen caracteristicas que las hacen adecuadas
como agentes de control biolégico, como por ejemplo la produccién de antibioticos, la liberacion

de sideroforos al medio y la sintesis de CNH, entre otras (O’ Sullivan y O” Gara, 1992).

En el ano 1983, se encontr6 que Pseudomonas oleovorans, una bacteria perteneciente al
grupo de las Pseudomonas fluorescentes, era capaz de sintetizar poli(3-hidroxioctanoato) cuando
crecia utilizando octano como fuente de carbono (DeSmet, 1983). Luego, mediante una
investigacion mas detallada, se descubrido que el polimero acumulado estaba formado por (R)-3-
hidroxioctanoato y (R)-3-hidroxihexanoato como componentes mayoritarios y minoritarios,
respectivamente (Lageveen y col., 1988). Posteriormente, se encontré que, ademds de P.
oleovorans, otras Pseudomonas fluorescentes, como P.putida y P.aeruginosa, sintetizaban y
acumulaban en grandes cantidades poli(3-hidroxialcanoatos) de cadena de longitud mediana
formados por mondmeros de 6 a 14 dtomos de carbono (PHA mcl), cuando se cultivaban en un

medio con alcanos, alcanoles o acidos alcanoicos como fuente de carbono (Haywood y col., 1988;
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Huisman y col., 1989). En estas bacterias, los productos intermediarios de la [3- oxidacion de

dcidos grasos se derivan hacia la biosintesis de PHA.

Algunas especies de Pseudomonas fluorescentes - como P. putida y P. aeruginosa - son
capaces de sintetizar PHAmcl compuestos principalmente de 3-hidroxidecanoato, utilizando
gluconato como unica fuente de carbono (Haywood y col., 1990; Timm y Steinbiichel, 1990). En
estas especies, la sintesis de novo de dcidos grasos produce un derivado del 3-hidroxidecanoato
que se utiliza como sustrato para la sintesis de PHA. En un trabajo realizado recientemente en P.
putida se logro clonar el gen phaG, que codifica para la proteina intermediaria entre la sintesis de
novo de acidos grasos y la sintesis de PHA (Bernd y col., 1998). La expresion heteréloga de phaG
en P. oleovorans, que es incapaz de sintetizar PHA a partir de gluconato, posibilitd la sintesis de

este poliéster mediante la utilizacion de dicho azicar como unica fuente de carbono.

En la mayoria de las cepas de Pseudomonas, la biosintesis y acumulacion de PHAmcl
ocurre cuando se les provee de un exceso en la fuente de carbono y, ademas, se restringe la
proliferacion celular mediante la limitacion de nutrientes esenciales para el crecimiento, como el
nitrogeno, el azufre, el fosfato o el oxigeno. (Lageveen y col., 1988; Kessler y col., 1998). Si las
condiciones cambian, permitiendo nuevamente la proliferacion, o si la fuente de carbono externa se
agota, los PHAmcl son degradados por depolimerasas intracelulares y metabolizados como fuente

de carbono y energia.

Il PHA puede degradarse tanto en forma intracelular, por depolimerasas intracelulares de
cepas productoras, como extracelularmente, mediante depolimerasas extracelulares especificas. Las
depolimerasas extracelulares son secretadas por muchos microorganismos para la utilizacion del

PHA que permanece en el ambiente luego de la muerte de las bacterias productoras.

Los PHAs poseen propiedades biotecnologicas de interés, pues a partir de estos polimeros
pueden elaborarse plésticos biodegradables rigidos o flexibles. De acuerdo al nimero de carbonos
de las unidades que los componen varian las propiedades fisicas de los plasticos. La composicion
de los mondémeros de los PHAmcl sintetizados por las Pseudomonas esta influenciada por el
sustrato agregado al medio de cultivo (Preusting y col., 1990). La capacidad de estas bacterias para
incorporar una importante cantidad de grupos funcionales diferentes a los PHAs extiende el rango

de propiedades fisicas y de potenciales aplicaciones de estos poliésteres.



I1I. IMPORTANCIA DE LA ACUMULACION DE PHA EN LA SUPERVIVENCIA
BACTERIANA.

En la naturaleza, existe una gran variedad de recursos y condiciones que pueden influenciar
el crecimiento bacteriano, como ser la temperatura, el pH, la presencia de sustancias toxicas, la
concentracion y disponibilidad de nutrientes. Como consecuencia, las bacterias han desarrollado
diversos mecanismos de adaptacion que les permiten sobrevivir a un amplio rango de condiciones

ambientales.

La acumulacion y posterior degradacion de polimeros de reserva intracelulares, tales como
los PHA, ha sido considerada una estrategia utilizada por las bacterias para incrementar su
supervivencia en ambientes cambiantes. Los PHAs son utilizados como fuente de carbono y
energia en condiciones de escasez de nutrientes (Matin y col., 1979; Kjelleberg y col., 1993) para
el enquistamiento y la esporulacion (Anderson y Dawes, 1990) y también como fuente de poder

reductor (Henrysson y McCarty, 1993).

En caso de agotamiento de la fuente de carbono externa, tanto las Pseudomonas como
aquellas otras bacterias capaces de sintetizar PHA pueden recurrir a la degradacion del polimero
previamente acumulado. Hayward y col. (1959) observaron que el contenido intracelular de PHA
de especies de Pseudomonas, Rhizobium y Spirillium alcanzaba un maximo y luego disminuia

cuando la bacteria alcanzaba la fase estacionaria del crecimiento.

Inicialmente, la ventaja en la acumulacion de PHAs ante condiciones nutricionales
desfavorables se demostré comparando células con grandes cantidades de PHA con células sin
PHA acumulado (Dawes y Senior, 1973; Okon e Itzigsohn, 1992) y especies capaces de acumular
el polimero con aquellas deficientes en su sintesis (Matin y col.,, 1979). Sin embargo, las
condiciones que llevan a la acumulacion o el agotamiento de PHA determinan que la bacteria se
encuentre en diferentes condiciones fisiologicas, mientras que la comparacion de diferentes
especies no proporciona resultados concluyentes. La disponibilidad de mutantes deficientes en la
sintesis de PHA en nuestro laboratorio nos permitio resolver estos problemas. Trabajos previos,
realizados con cepas salvajes y deficientes en la sintesis de PHB de Alcaligenes eutrophus y
Bacillus megaterium en aguas naturales, demostraron que aquellas cepas capaces de sintetizar el
polimero de reserva tenian mayor supervivencia y capacidad de competencia con las bacterias
autoctonas que sus correspondientes mutantes (Lopez y col., 1995). Resultados similares fueron
obtenidos cuando se compardé la supervivencia de las mismas cepas de B. megaterium, utilizando

microcosmos de suelo (Lopez y col., 1998). Estos resultados sugieren que la ausencia de los genes
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mvolucrados en la sintesis de PHA disminuye la supervivencia y la capacidad de competencia

bacteriana en ambientes naturales.

IV. MECANISMOS DE RESISTENCIA AL ESTRES.

IV.A) DESARROLLO DE MECANISMOS DE RESISTENCIA ADAPTATIVOS

Otra caracteristica destacable con relacion a la supervivencia bacteriana en ambientes
naturales es el desarrollo de mecanismos de proteccion contra la exposicion a varios agentes de
estrés.  Estudios realizados principalmente en Escherichia coli 'y Salmonella typhimurium
demostraron que las bacterias son capaces de responder a distintas formas de estrés fisico y
ambiental mediante la induccion de un set especifico de proteinas caracteristicas de cada tipo de
estrés (Gottesman, 1984). Las proteinas dentro de cada set y los genes que las codifican
constituyen sistemas globales de control; ejemplos bien caracterizados incluyen la respuesta al
shock térmico (Neidhardt y col., 1984), la respuesta SOS (Walker, 1984), el estrés oxidativo
(Christman y col., 1985) y la “respuesta estricta” (Gallant, 1979).

En algunos casos, las proteinas asociadas con la respuesta a un agente estresante pueden ser
inducidas durante la exposicion a otros agentes. Por ejemplo S. fyphimurium sintetiza algunas
proteinas de respuesta a shock térmico cuando se expone a agua oxigenada (Christman y col.,
1985; Morgan y col., 1986) y etanol (Morgan y col., 1986). En E. coli tanto la exposicion a altas
temperaturas como al etanol ocasionan la induccion de las proteinas de shock térmico (Van
Bogelen y col., 1987). Resultados obtenidos mas recientemente en P. putida sometida a dosis
subletales de agua oxigenada demostraron que se inducian proteinas que también se encontraban en

respuesta a altas temperaturas y alta osmolaridad (Givskov y col., 1994).

Asimismo, se ha demostrado un efecto de proteccion cruzada para algunos sistemas
¢lobales de control que comparten proteinas en comun. Experimentos realizados en E. coll,
mostraron que esta bacteria desarrollaba resistencia contra el estrés térmico ante la exposicion a
dosis adaptativas (no letales) de agua oxigenada o etanol (VanBogelen y col., 1987); igualmente S.
typhimurium adaptada al estrés oxidativo mostraba un incremento en la resistencia contra
temperaturas ¢levadas (Christman y col., 1985). Finalmente P. putida era resistente al etanol y al

estrés oxidativo cuando era sometida a altas temperaturas (Givskov y col., 1994)
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IV.B) DESARROLLO DE MECANISMOS DE RESISTENCIA EN FASE ESTACIONARIA

El crecimiento bacteriano en el laboratorio es una situacion idealizada que raramente
ocurre en la naturaleza debido principalmente, a la escasez de nutrientes necesarios para el
crecimiento. Por este motivo, las condiciones que los microorganismos encuentran en sus
ambientes naturales son semejantes a las de la fase estacionaria en el laboratorio.

La mayoria de las bacterias han desarrollado diversos mecanismos que les permiten
sobrevivir a la escasez de nutrientes esenciales, para poder reiniciar el crecimiento cuando la
situacion es nuevamente propicia. Dichos mecanismos involucran cambios secuenciales en la
[isiologia celular (Dow y col., 1983; Morita, 1985) y cambios menores en su ultraestructura
(Morita, 1985; Kjelleberg y col., 1987).

En algunas bacterias, condiciones nutricionales desfavorables inducen una serie de estadios
morfologicos de diferenciacion que finalizan con la formacién de estructuras de resistencia al
estrés, como por ejemplo la formacion de cistos en Azotobacter sp. o endosporas en Bacillus sp.
Los mecanismos de adaptacion en bacterias no-diferenciadas ocurren en ausencia de cambios
morfolégicos tan facilmente detectables, sin embargo, las mismas también desarrollan respuestas
de resistencia. Dichas respuestas son el resultado de la induccion de un set de proteinas
comunmente denominadas: “proteinas de estrés” (Matin, 1991). Estas proteinas se¢ inducen en £.
coli y otras enterobacterias durante la entrada a la fase estacionaria del crecimiento.

La técnica de electroforesis de proteinas en dos dimensiones se utiliza para revelar el perfil
global de sintesis de proteinas de las células (OFarrel, 1975). La misma se ha aplicado para el
estudio de la respuesta generada ante la escasez de nutrientes (condiciones que se encuentran
durante la fase estacionaria del crecimiento) en £. coli, S. typhimurium y ciertas bacterias marinas,
entre las que se incluyen Vibrio sp. En respuesta al agotamiento de la fuente de carbono, se inducen
en E. coli al menos 30 polipéptidos, y dicha induccién ocurre en forma secuencial (Groat y Matin,
1986; Groat y col., 1986). Algunas de estas proteinas son sintetizadas en forma transitoria durante
las fases tempranas del proceso, mientras que otras tienen un patron de sintesis mas persistente con
picos a distintos tiempos.

En £ coli y S. typhimurium se hicieron los primeros y mas completos estudios sobre la
regulacion de los genes que estarian involucrados en la adquisicion de resistencias durante la fase
estacionaria o en condiciones de escasez de nutrientes. Estos estudios demostraron que la mayoria
de estos genes se encuentran bajo control de rpoS (Groat y col., 1986; Lange y Hengge-Aronis,
1991; McCann y col., 1991). Este gen codifica para una subunidad sigma alternativa de la RNA

polimerasa (05), cuya expresion se induce durante la fase estacionaria del crecimiento.
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Dentro de los genes que se encuentran bajo su regulacion podemos mencionar:

e Ll gen katE, que codifica para la catalasa HPII, una de las dos catalasas estructuralmente
diferentes que se encuentran en £. coli. Esta enzima previene el dafio oxidativo, ya que actia
destruyendo las moléculas reactivas del oxigeno, evitando asi que reaccionen con componentes
celulares. La catalasa HPII se induce aproximadamente 30 veces durante la entrada a la fase
estacionaria, y dicha induccion es dependiente de rpoS (Schellhorn y Hassan, 1988; Mulvey y
col., 1990 ).

¢ Genes involucrados en la reparacion del dafio al DNA, por ejemplo el gen que codifica para la
exonucleasa III (xth A). Esta enzima es esencial en la reparacion del DNA dafiado como
consecuencia del estrés oxidativo, o cualquier otro estrés que cause lesiones similares. Su
expresion es enteramente dependiente de rpoS ,ya que en mutantes para este gen no se detecta
actividad de exonucleasa I11 (Sak y col., 1989).

¢ (enes responsables de la sintesis de protectores de membrana, como por ejemplo ost4 y ostB,
que codifican para la sintesis de trehalosa. Este disacarido se une a las cabezas polares de los
fosfolipidos (Lee y col., 1986) y de esta forma protege a las membranas celulares de los dafios
provocados por el shock térmico y el estrés osmotico. Cepas deficientes en la sintesis de
trehalosa no poseen termotolerancia en fase estacionaria (Lange y Hengge-Aronis, 1991:
McCann y col., 1991).

e Ll gen bhold, involucrado en el cambio de morfologia hacia células mas pequefias y esféricas,
que se evidencia durante la entrada a la fase estacionaria. Experimentos previos realizados en
E. coli demostraron que el principal promotor de este gen se encuentra regulado por la fase del
crecimiento y es responsable de una induccion de 10 érdenes en el gen bolA4 durante la entrada
a la fase estacionaria (Aldea y col., 1989) Ademas la sobreexpresion artificial de este gen
causa morfologia esférica en células en crecimiento (Aldea y col., 1988).

La inactivacion de rpoS lleva a un descenso en la viabilidad durante la fase estacionaria
o en condiciones de agotamiento de la fuente de carbono (Lange y Hengee-Aronis, 1991; McCann
y col., 1991). Debido a los genes que se encuentran bajo su regulacion, la actividad de RpoS es
necesaria para que las células en condiciones nutricionales desfavorables desarrollen proteccion
cruzada contra agentes estresantes tales como la alta temperatura, el dafio oxidativo y el estrés
osmotico. (Lange y Hengge-Aronis, 1991; McCann y col., 1991). En el caso de E. coli existe un
desarrollo de resistencia dependiente de rpoS a altas dosis de etanol, acetona y tolueno (Henneberg

y Henge Aronis, resultados no publicados).

La resistencia al estrés de fase estacionaria se desarrolla en células que nunca fueron
expuestas a algunas de las condiciones de estrés especificas. Por lo tanto los mecanismos
regulatorios involucrados en la induccion de sistemas adaptativos y de fase estacionaria deben ser
diferentes. Por ejemplo, mutantes rpoS de E. coli son deficientes en termotolerancia de fase

estacionaria (Lange y Hengge-Aronis, 1991; McCann y col.,1991), pero pueden desarrollar
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termotolerancia adaptativa normalmente. Esto indicaria que al menos la regulacion, y tal vez los

genes estructurales involucrados en estos dos tipos de termotolerancia son diferentes.

Las respuestas generadas ante condiciones de escasez de diversos nutrientes fueron
analizadas mas recientemente en P. putida. Estas bacterias resultaron capaces de desarrollar un
estado de resistencia que las protegia contra la exposicion a altas y bajas temperaturas, alta
osmolaridad y  dosis letales de etanol y agua oxigenada. Ademds, conforme las células
permanecian durante mas tiempo en condiciones de escasez de nutrientes se encontrd un
incremento en el grado de proteccion cruzada. La observacion microscopica de la células mostro
que las mismas cambiaban su morfologia de cilindrica a esférica (Givskov y col., 1994a).
Resultados similares fueron obtenidos en P. fluorescens mantenida durante varios dias en un medio
sin fuente de carbono (van Overbeek y col., 1995). Al igual que lo demostrado previamente para
E. coli, mediante electroforesis de proteinas en dos dimensiones se encontré que en P. putida
existia una expresion temporal de dos clases de proteinas como respuesta al agotamiento de
carbono. Entre estas proteinas se identificaron algunas que también eran inducidas como respuesta
al estrés térmico y estrés osmotico. Sin embargo, no encontraron solapamiento entre las proteinas
inducidas como respuesta a condiciones deficientes de carbono y las inducidas como respuesta al

estrés oxidativo (Givskov y col., 1994b).

En un trabajo realizado en 1998 se clond un gen homologo al gen rpoS de E. coli en P.
putida. La expresion de este gen, era capaz de suprimir la sensibilidad a acidos y a estrés oxidativo
de una mutante rpoS de E. coli y de estimular la expresion del promotor del gen bold (Ramos

Gonzalez y Molin, 1998).

V.) EVALUACION DE LA SUPERVIVENCIA BACTERIANA EN AMBIENTES
NATURALES.

El estudio de la supervivencia bacteriana en ambientes naturales es un problema complejo.
No obstante, puede llevarse a cabo mediante distintas aproximaciones, ya sea directamente en el
ambiente mediante experimentos de campo o en sistemas de laboratorio. En este Gltimo caso la
utilizaciéon de microcosmos, constituye una herramienta adecuada para este tipo de estudios. Un
microcosmos se define como un sistema en el cual se intentan simular las condiciones encontradas
en el ambiente o parte del ambiente bajo estudio (Wagner-Dobler y col., 1992). Las ventajas de
utilizar microcosmos residen en que son mas simples que los experimentos a campo y evitan la
complejidad no manejable. A su vez permiten controlar algunos parametros ambientales y

manipular ciertos rasgos del ecosistema como por ejemplo, la presencia o eliminacion de
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organismos autdctonos. En este trabajo utilizamos microcosmos para estudiar la supervivencia
bacteriana en agua de rio. De acuerdo con nuestros propdsitos, los mismos fueron disefiados de
manera tal de poder controlar la temperatura y el contenido de oxigeno y la presencia o ausencia de

la comunidad microbiana natural.

OBIETIVOS E HIPOTESIS DEL TRABAJO

Los objetivos particulares de la presente tesis de licenciatura se encuentran dentro de un
plan general mediante el cual se pretende analizar genéticamente la supervivencia bacteriana en
ambientes naturales, Para ello es necesario disponer de mutantes adecuadas que nos permitan
utilizar ciertas metodologias tales como IVET (in vivo expression technology) (Mahan y col.,
1993) o STM (signature-tagged transposon method) (Strauss y Falcow, 1997), que pueden ser

aplicadas para identificar aquellos genes cuya expresion es esencial para la supervivencia.

Debido a las caracteristicas previamente mencionadas, y a la abundante informacion sobre
la organizacion molecular de sus genomas, las Pseudomonas fluorescentes pertenecientes al grupo

de homologia rRNAI resultan adecuadas para realizar estudios de supervivencia en el ambiente.

Ademas, dado que existe una gran conservacion en cuanto a la informacién genética y
organizacion de la misma entre las distintas especies pertenecientes a este grupo (Morgan y Dean,
1985; Christensen y col., 1994), es de esperar que los genes implicados en la supervivencia se

encuentren altamente conservados.

Las Pseudomonas fluorescentes son microorganismos de gran importancia en diversas
dreas tales como la medicina, el control biolégico y el tratamiento de desechos; por lo tanto, la
comprension que se logre en cuanto a su supervivencia tiene consecuencias utiles en distintos
campos de aplicacion.

Dentro de este marco, los objetivos del presente trabajo fueron:

) Analizar una mutante de P. oleovorans incapaz de depolimerizar PHA para establecer si
constituye el sistema adecuado para estudiar, desde el punto de vista genético, la supervivencia
en ambientes naturales. Para ello, se compard la supervivencia de esta cepa con otra cepa
salvaje de P. oleovorans en microcosmos de agua de rio. De acuerdo con lo mencionado en la
Introduccion y con los resultados previos de nuestro laboratorio, es logico suponer que la
incapacidad para degradar el PHA acumulado represente una desventaja para la supervivencia
bacteriana. Por otra parte - a diferencia de las cepas de A. eutrophus y B. megaterium

deficientes en la sintesis de PHB, previamente utilizadas en los experimentos de supervivencia
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2)

- la utilizaci6n de estas cepas permite controlar las condiciones de acumulacion del polimero,

posibilitando determinar mas precisamente la influencia del mismo en nuestros resultados.

Debido a que, en los microcosmos, las bacterias se encuentran con condiciones semejantes a la
fase estacionaria del crecimiento, es de esperar que las mismas desarrollen respuestas de
proteccion contra distintos agentes de estrés. Ademas, la presencia de PHA o su capacidad de
degradacion podria llegar a tener alguna relacion con el desarrollo de este tipo de respuestas.
Con el objetivo de comprobarlo, las cepas presentes en los microcosmos fueron sometidas a
distintos tratamientos de estrés para estudiar la aparicion de fenotipos caracteristicos de

resistencia durante el periodo de permanencia en los microcosmos.



VIATERIALES Y METODOS




I) MEDIOS DE CULTIVO, CEPAS Y PLASMIDOS UTILIZADOS

Las caracteristicas de las cepas de E. coli y P. oleovorans, asi como de los plasmidos

utilizados en este trabajo se describen en la Tabla 1.

Dado que los experimentos realizados requerian distintas condiciones de crecimiento
bacteriano, se utilizaron diferentes medios de cultivo. Las condiciones de crecimiento necesarias
para cada experimento se mencionan en el apartado correspondiente y la composiciéon de los

medios de cultivo utilizados se detalla a continuacion.

Caldo nutritivo (por litro) (Merck)
PEPLONA A€ CAINIC 1.vvsiececeiee ettt 5g

EXHACIY dE BRI . vmsamammansssmsesamsm s e D

A este medio se le agrego caprilato de sodio a una concentracion final de 0,5% cuando se requerian

condiciones de acumulacion de PHA.

LB (por litro) (Maniatis y col., 1982)

TEIDEOTIA. . v.voesmmmresmnnesssarmsnmarsmnins A S R i R R T R s 10g
N e e e e e 10g
extracto: de levadild woainnnsmmismmnnnsnnsnnams 5g

Medio E (por litro) (Vogel y Bonner, 1956)

acido citrico. ] H2Q.......oooissisnanisissiniimmmmmsomimi o g
B H PO aRBI,. cvmammemmemmmmymmmnnsmesmmsmemssmmmommmmsess 10g
NaHNHAPOA: 4 HoO s smmimaiin s s 35008

Luego de autoclavar se agregaron:
MESOE « THIO s i s sy s 02g

MT micraclementask. ... R s s 1 ml

*MT microelementos (por litro) (Lageveen y col., 1988)

BeSO. THO, ..coramssmemmssssssesssmmsmmsmanmp e sy A A AT 278 ¢g
MIRCES B HGOY cocssmmsssnaonmseminanmannsinoimssesssnn sessussussm s s s s osonswuss 198 g
CoSGa. THIO . o m s s s s R sy 28lg
CHEEY 2O csicvimvimsimvmasammarigtamssamims s s ossis e eions 0,17 g
Zn304. Tl cvemamamnauumnpinnmissrsnasmsaemmnin 0,29 g en IN HCL

Medio EC
Medio E conteniendo caprilato de sodio 0,5% concentracion final.
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Medio NE3 (por litro) (Huisman y col., 1992)

NaHNHIPOY -4 9D v anmmmsmannssvsmsnmnesn 1,758
KoHPOZ . 3 HpO e esnsnenns 13 €
extracto de levadura..........cccoocvvcicinccicnerceeese e L 8

Luego de autoclavar se agregaron:

[\ T3 LT uT<d T s 1o T 1 ml

Medio NE2C

Medio NE> conteniendo caprilato de sodio 0,5% concentracion final.

Medios solidos
Se agregaron a los medios anteriormente descriptos 15 g de agar por cada litro de medio.

Tabla 1. Cepas bacterianas y plasmidos utilizados.

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia
P. oleovorans
GPol plasmido OCT, PHA" Schwartz y McCoy (1973)
GPo500 mutante NTG de GPol. No degrada PHA ~ Huisman y col.. (1991)
UBA 50-6 derivada de GPol Este trabajo
TnJ insertado en el cromosoma .
UBA 50-7 derivada de GPo500 Este trabajo
TnJ5 insertado en el cromosoma
E. coli v ;
DH5a recAl, AlacU169, 680dlacA(lacZ)M15 Bethesda Research Laboratories
UBA 3-22 DHSa / pTZ18U-PHB Este laboratorio
S17-1 recA, pro, thi. Contiene los genes tra del Simon y col. (1983)

plasmido RP4 integrados al cromosoma.

OCT: plasmido natural que permite el crecimiento con alcanos de 6 a 12 carbonos.
NTG: nitrosoguanidina

Plasmido Caracteristica relevante Referencia
pSUP1021 pACYCI184-RP4 mob Cm" Tet* TnJ Simon y col. (1986)
pTZ18U-PHB Posee un fragmento de 5.5 kb. que Slater y col. (1988)

contiene los genes phad, phaB y phaCde
A. eutrophus. Amp *



II) CURVA DE CRECIMIENTO Y ACUMULACION DE PHA DE P. oleovorans GPol Y
GPo3500).

11.A) CONDICIONES DE CULTIVO Y TOMA DE MUESTRAS

Se utilizaron como inéculo 2 ¢ 3 colonias crecidas en una placa de Agar Nutritivo que fue
incubada durante toda la noche (O.N.) para realizar un precultivo en 25 ml de medio minimo EC en
erlenmeyers de 250 ml. Luego de 24 horas de incubacion a 30°C, estos precultivos fueron
utilizados para comenzar con los experimentos de crecimiento y acumulacion de PHA, los cuales
se llevaron a cabo en erlenmeyers de | litro con 250 ml de medio NE»C, con agitacion constante a
30°C durante 3 dias. El medio NE2C posee una concentracion de nitrégeno limitante, lo cual junto
con la utilizacion del caprilato de sodio como unica fuente de carbono favorece la acumulacion de
PHA. Aproximadamente cada 3 horas se tomaron muestras de 5 ml de cultivo, a las cuales se les
determiné la D.O.g00 nm. Y posteriormente se centrifugaron para obtener los pellets de células que

se guardaron a —70°C hasta su liofilizacion,

[[.B) CUANTIFICACION DE PHA
Para cuantificar el contenido de PHA de las muestras previamente obtenidas, las mismas
fueron sometidas a metanolisis para formar los correspondientes mondmeros esterificados, y luego

analizadas mediante cromatografia gaseosa (Braunegg y col.,1978).

A. Preparacion y metandlisis de las muestras

Los pellets de las muestras a analizar fueron liofilizados, realizandose luego el célculo del
peso seco para cada uno de ellos. A las muestras asi preparadas se les agregé | ml de una solucion
de metanol 15% H2SO4 y luego 1 ml de cloroformo. Esta mezcla se incubo durante 140 minutos
a 100°C, luego de lo cual se agregaron 0,5 ml de agua destilada y se mezclo agitindose
vigorosamente durante 20 segundos. Se dejo en reposo hasta que se separaron las fases y se
transfirio la fase organica a otro tubo, que se guarddo a —20°C hasta el momento de la corrida

cromatografica.

B. Analisis por cromatografia gaseosa
Los productos de la metandlisis fueron analizados por separacion isotérmica en columna de

vidrio de 1.80 m rellena con 10% Carbowax 20M-TPA en Chromosorb W-AW de malla 80/100.
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Se utiliz6é un cromatégrafo Gow-Mac serie 550, equipado con 1onizador de llama. Como
gas transportador se empled nitrégeno a un flujo de 25 ml/min., siendo las temperaturas del
myector, columna y detector 180°C, 150°C y 210°C, respectivamente. Los datos fueron analizados
mediante un integrador Spectraphysics. La cuantificacion se realizé por comparacién de las areas

de los picos obtenidos en las muestras y en soluciones patron de concentraciones conocidas.

[11) TINCIONES ESPECIFICAS PARA DETERMINAR LAS INCLUSIONES DE PHA

Coloracion fluorescente con Azul del Nilo A (Nile Blue A)

El colorante Azul del Nilo A es una oxazina bdsica soluble en agua y en alcohol etilico. La
forma oxazona (Nile pink) se forma por la oxidacion espontanea del Azul del Nilo A en solucién
acuosa, y es soluble en lipidos neutros que se encuentran en estado liquido a la temperatura de la

coloracion (Ostle y Holt, 1982).

Procedimiento

Se colored con una solucion acuosa al 1% de Azul del Nilo A (Sigma) un extendido de
células, sumergiendo el portaobjetos en jarritos “coplin” con el colorante a 55°C durante 10
minutos.

Luego de eliminar con agua corriente el exceso de colorante se lavo con solucion acuosa de
dcido acético al 8% durante 1 minuto y se dejo secar. Se observé el preparado rehidratado y
cubierto con cubreobjeto al microscopio bajo una longitud de onda de 460 nm.

Los grianulos de PHA se observaron como particulas fluorescentes de color naranja

brillante.

V) OBTENCION DE LAS CEPAS DE P. oleovorans DERIVADAS DE GPol Y
GPo500 RESISTENTES A KANAMICINA, MEDIANTE LA INSERCION DEL
TRANSPOSON Tnj.

Se realizaron cultivos O.N. de £. coli S17-1/pSUP1021 en LB caldo suplementado con
kanamicina 25 pg/ml y de P. oleovorans GPol y GPo500 en medio EC. Al dia siguiente se

determiné la D.O.g500 nm de cada uno de los cultivos y se titularon haciendo diluciones seriadas y
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sembrando en placas con el medio correspondiente. Las bacterias fueron mezcladas en relaciones
dador: receptor de 1:1, 1:5y 5:1, luego de lo cual se sembraron 0,3 ml de esta mezcla en placas de
Agar Nutritivo que fueron incubadas O.N. Al dia siguiente el césped de células se resuspendio en 3
ml de solucion fisiologica (NaCl 0,9 g/l) y se seleccionaron las transconjugantes sembrando 0,1 ml
de dicha resuspension en medio EC conteniendo kanamicina 50 pg/ml. Se hicieron controles con
c¢lulas dadoras y receptoras que se trataron de la misma manera. Las transconjugantes aparecieron
luego de 2 dias de incubacion a 30°C, y luego se probaron para verificar la pérdida de la resistencia

a tetraciclina, mediante su réplica en placas de Agar Nutritivo conteniendo tetraciclina 20 pg/ml.

V) EXPERIMENTOS DE SUPERVWENCIA EN MICROCOSMOS DE AGUA.

V.A) MUESTRAS DE AGUA
Los experimentos se realizaron utilizando muestras de agua de pozo de la Provincia de

Buenos Aires y agua recolectada de la superficie del Rio de la Plata.

V.B) PREPARACION DE LOS MICROCOSMOS
Para los experimentos de supervivencia de E. coli DH5a y E. coli UBA 3-22  los

microcosmos consistian en 100 ml de agua de pozo en erlenmeyers de 500 ml.

Los experimentos de supervivencia de P. oleovorans se realizaron en dos tipos de
microcosmos; uno de ellos conteniendo 100 ml de agua de rio y el otro conteniendo 100 ml de
agua de rio sin la comunidad microbiana natural, para lo cual el agua fue esterilizada mediante el

pasaje por un filtro de 0,22 um (Millipore).

V.C) EXPERIMENTOS DE SUPERVIVENCIA DE £.COLI EN MICROCOSMOS DE AGUA DE POZO.
Las bacterias se cultivaron en 120 ml de LB caldo a 37°C, con agitacion hasta la fase
exponencial (D.0.600 nm = 0,6), para evitar las condiciones de escasez de nutrientes que llevarian

a la acumulacién de PHB y, por lo tanto a distintas condiciones fisi6logicas iniciales.

El titulo de los cultivos se determind mediante su siembra en placas de LB agar,
obteniéndose valores de aproximadamente 2.108 ufc/ml. Las células fueron recolectadas por
centrifugacion de 100 ml de cultivo a 10000 rpm durante 10 minutos y lavadas dos veces con

solucion fisioldgica. Los pellets asi obtenidos fueron resuspendidos en los microcosmos de agua de
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pozo, los cuales se incubaron a 30°C, con agitaciéon constante durante 10 dias. El recuento de
células viables se realizé periédicamente, tomando muestras de 1 ml de los microcosmos, y
haciendo diluciones seriadas que se sembraron por triplicado en placas de LB agar. Al dia

siguiente se determind el nimero de unidades formadoras de colonias (ufc).

V.D) EXPERIMENTOS DE SUPERVIVENCIA DE P.oleovorans EN MICROCOSMOS DE AGUA DE RiO
ESTERIL.

Las cepas utilizadas en estos experimentos fueron P.oleovorans GPol y P.oleovorans
GPo500. Ambas cepas son capaces de acumular PHA, siendo la Ultima de ellas incapaz de

degradarlo.

Las células se cultivaron en 120 ml de Caldo Nutritivo suplementado con caprilato de
sodio 0,5% a 30°C hasta comienzos de la fase estacionaria (D.O.g00 nm = 1,0). A continuacién se
verifico la presencia de inclusiones de PHA mediante tincién con Azul del Nilo. Los titulos de los
cultivos fueron determinados mediante su siembra en placas de Agar Nutritivo, obteniéndose
valores de 9.107 ufc/ml, aproximadamente. El procedimiento que se siguié para la incorporacion
de las células en los microcosmos de agua de rio estéril fue idéntico al mencionado en la seccién
V.C. Luego de su inoculacion, los microcosmos fueron incubados a 30°C, con agitacion constante
durante aproximadamente 25 dias. La poblaciéon bacteriana fue monitoreada periédicamente,
tomando muestras de 1 ml de los microcosmos y haciendo diluciones seriadas que eran sembradas
por triplicado en placas de Agar Nutritivo. El recuento de colonias se realizo al dia siguiente para

obtener el nimero de ufc/ml. Este experimento fue realizado por duplicado.

Al mismo tiempo se tomaron muestras de los microcosmos para hacer extendidos de
células y teiirlos con Azul del Nilo, a fin de realizar un seguimiento de los cambios morfoldgicos y

del contenido de PHA en las células bacterianas al microcopio dptico.

V.E) EXPERIMENTOS DE SUPERVIVENCIA DE P. oleovorans EN MICROCOSMOS DE AGUA DE RiO
CONTENIENDO LA COMUNIDAD MICROBIANA NATURAL.

Para la realizacion de estos experimentos se utilizaron las cepas resistentes a kanamicina
derivadas de GPol y GPo500. Las condiciones de crecimiento para estas cepas fueron similares a
las mencionadas en la seccion V.D., con la diferencia de que las mismas se cultivaron en Caldo
Nutritivo suplementado con 0,5% caprilato de sodio y kanamicina 50 pg/ml. Los titulos de los
cultivos se determinaron mediante su siembra en medio EC suplementado con kanamicina 50

tg/ml, obteniéndose valores de aproximadamente 6.107 ufc/ml. Las células fueron introducidas en
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los microcosmos, utilizando el mismo procedimiento que en las secciones V.C y V.D. Una vez
inoculados, los microcosmos fueron incubados a 30°C, con agitacion constante durante 10 dias.
Las células fueron sembradas en medio EC mas kanamicina 50 pg/ml, cada 2 dias
aproximadamente y el recuento de colonias se realizd luego de 48 horas de incubacion

determinandose asi el numero de ufe/ml.

VI) EXPERIMENTOS DE RESISTENCIA AL ESTRES EN P. oleovorans GPol Y
GPo500.

VI.A) EXPOSICION AL ETANOL Y A LA ALTA TEMPERATURA DE P.oleovorans EN FASE DE
CRECIMIENTO EXPONENCIAL.

Precultivos O.N. de P. oleovorans GPol y GP0o500 crecidos en Caldo Nutritivo a 30°C, se
utilizaron como indculo para otro cultivo en €l mismo medio, de manera que la D.O.g0(0 nm inicial
fuese < 0,1. Dichos cultivos se incubaron a 30°C con agitacion hasta una D.O.g00 nm = 0,5 (titulo
del cultivo aproximadamente 5.107 ufc/ml). Luego se tomé 1 ml de cada cultivo, y se diluyd 102 y
103 veces en solucion fisiologica. Al tiempo cero del experimento, los cultivos fueron diluidos diez
veces mas en solucion fisiologica con 20% de etanol o en solucion fisiologica precalentada a
47°C. La exposicion al etanol fue realizada a 25°C. Alicuotas de 0,1 ml de dichas diluciones se
tomaron a distintos tiempos y se sembraron por triplicado en placas de Agar Nutritivo que fueron
incubadas a 30°C. Al dia siguiente, se realizo el recuento de células viables a partir del nimero de
unidades formadoras de colonias (ufc). Este procedimiento es similar al realizado por Givskov y

col. (1994a),con algunas modificaciones. Este experimento fue realizado por duplicado.

V1.B) EXPOSICION AL ETANOL Y A LA ALTA TEMPERATURA DE P. oleovorans EN CONDICIONES DE
ACUMULACION DE PHA.

Precultivos de P. oleovorans GPol y GPo500 crecidos durante 24 horas en medio EC a
30°C, se utilizaron como indculo para otros cultivos en medio NE2C que fueron incubados O.N. a
30°C, hasta comienzos de la fase estacionaria. Al dia siguiente, se verifico la presencia de
mnclusiones de PHA mediante tinciéon con Azul del Nilo. Se tomo | ml de cada cultivo (titulo
aproximado: 3.10 8 ufc/ml) y se diluyé 104 veces en solucion fisioldgica. Al tiempo cero fueron
diluidos diez veces mas en solucion fisiologica con 20% de etanol o en solucion fisiologica
precalentada a 47°C, para luego proceder como en la seccién VI.A. Este experimento fue realizado

por duplicado.
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VI.C) EXPOSICION AL ETANOL Y A LA ALTA TEMPERATURA DE P. oleovorans EN MICROCOSMOS DE
AGUA DE RIO ESTERIL.

Al tercer, décimo y vigésimo primer dia del comienzo del experimento de supervivencia de
P. oleovorans GPol y GPo500 en microcosmos de agua de rio estéril, las muestras de 1 ml que
fueron tomadas de los microcosmos se diluyeron 102 6 103 veces en solucion fisiologica, de
acuerdo al nimero estimado de ufc/ml. Al tiempo cero fueron diluidas diez veces mas en solucion

fisioldgica con 20% de etanol o en solucion fisiologica precalentada a 47°C. Luego se procedid

como en las secciones VILA y VL.B. Este experimento fue realizado por duplicado.



RESULTADOS




[) SUPERVIVENCIA DE E. coli DH5a. Y E. coli UBA 3-22 EN MICROCOSMOS DE
AGUA DE POZO.

Resultados obtenidos previamente en nuestro laboratorio con cepas de A. eutrophus y B.
megaterium salvajes y deficientes en la sintesis de PHB, demostraron que la presencia del polimero
incrementaba la supervivencia en aguas naturales. (Lopez y col., 1995). Sin embargo, podriamos
suponer que la presencia de PHB per se no constituye ninguna ventaja para la supervivencia en el
caso de que la bacteria sea incapaz de degradar el polimero acumulado. Con el objetivo de
comprobar esta hipotesis decidimos realizar experimentos de supervivencia en microcosmos de
agua de pozo, comparando la supervivencia de dos cepas de E. coli. Las cepas utilizadas fueron
E.coli DHS5a, incapaz de sintetizar PHB y E. coli UBA 3-22, que lleva el plasmido pTZ18U-PHB
que posee los genes intervinientes en el camino de biosintesis de PHB de Alcaligenes eutrophus

pero no los genes necesarios para su degradacion.

[Los microcosmos fueron inoculados con células en fase de crecimiento exponencial (en un
rango de D.O. 600 nm = 0.6 a 0,7) a pesar del bajo contenido de PHB, para evitar las condiciones
de escasez de fosforo y nitrogeno que llevarian a la acumulacién del polimero, lo cual determinaria
que las células se encontrasen en distintas condiciones fisidlogicas al comienzo del experimento.

Seglin se puede observar en la Figura 1, no existen diferencias en la supervivencia de E.

coli DH5a y su correspondiente variante isogénica UBA 3-22 en agua de pozo.

Figura 1
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Figura 1. Supervivencia de E. coli DH5u y UBA 3-22 en microcosmos de agua de pozo. Los valores
representan las medias de tres recuentos = 1 SD.
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De acuerdo con lo esperado, el hecho de poseer los genes involucrados en la biosintesis de
PHB, pero no aquéllos necesarios para su degradacién no otorga ninguna ventaja para la
supervivencia en un medio donde los nutrientes son limitantes (Lopez y col., 1995) y el polimero
acumulado no puede ser utilizado. Este resultado constituye la primera evidencia de la importancia
de la depolimerasa en la supervivencia bacteriana, por lo cual proseguimos nuestros experimentos

con las cepas de P. oleovorans elegidas como modelo para analizar la supervivencia.

[1) CARACTERIZACION DE P. oleovorans GPol Y GPo500 EN CUANTO AL
CRECIMIENTO: VERIFICACION DE LAS CEPAS Y DETERMINACION DE LAS
CONDICIONES DE ACUMULACION.

Este experimento se realizo con ¢l objetivo de verificar las cepas GPol y GPo500 de P.
oleovorans. Era esperable que para la cepa GPol fuera posible observar una rapida disminucion del
polimero acumulado durante el crecimiento, mientras que para la cepa GPo500 el nivel de PHA se
mantuviera estable. En la Figura 2 se muestra la curva de crecimiento obtenida para estas cepas.

crecidas en condiciones de acumulacion de PHA.

Figura 2
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Figura 2. Curva de crecimiento y acumulacion de PHA de P. oleovorans GPol y GPo0500. (Segin se

describio en la seccion 1. A. en Materiales y Métodos) Las células se cultivaron en medio NE, suplementado

con 0,5% caprilato de sodio durante 3 dias. Se representan los valores de D.O. 600, (¢ : GPol B: GP0o500) y

el contenido de PHA ( : GPol : GP0500) de las muestras tomadas a distintos tiempos. El contenido de

PHA fue calculado como el porcentaje del peso seco celular,



El porcentaje de PHA acumulado aumenta con el crecimiento para ambas cepas,
obteniéndose los maximos porcentajes de acumulacion del polimero durante la fase estacionaria,

como esta descripto por Lageveen y col., (1988).

Al observar la curva de acumulacion de PHA de la cepa GPol puede verse que el maximo
porcentaje de acumulacion ocurre a las 30 horas de haberse iniciado el experimento y que el mismo
corresponde a un valor de 50 % del peso seco, aproximadamente. A partir de ese momento la
cantidad de PHA comienza a disminuir hasta alcanzar un valor de 6% del peso seco, muy similar
al encontrado al inicio del experimento. Esto se debe a que el polimero acumulado es utilizado

como fuente de carbono y energia en la fase estacionaria tardia.

Para la cepa GP0500 el méximo porcentaje de PHA alcanzado corresponde a casi un 80%
del peso seco, manteniéndose aproximadamente constante hasta el final del experimento. Estos
resultados coinciden con lo esperado, teniendo en cuenta que esta cepa es deficiente en la sintesis
de depolimerasa de PHA, por lo que el polimero acumulado no puede ser utilizado, y de esta

manera sus niveles permanecen constantes.

Los contenidos de PHA alcanzados no corresponden a experimentos destinados a lograr

una maxima acumulacion del polimero, sino solo a verificar la cinética de su degradacion.

I11) SUPERVIVENCIA DE P. oleovorans GPol Y GPo500 EN MICROCOSMOS DE
AGUA DE RIO.

[11.A) CONDICIONES EXPERIMENTALES

Para el estudio de la supervivencia en agua de rio se utilizaron dos métodos diferentes. En
¢l primero se utilizo agua de rio estéril a fin de evaluar el efecto de la disponibilidad de nutrientes
en la supervivencia bacteriana; en el segundo, los experimentos se realizaron con agua de rio
conteniendo los microorganismos autdctonos con el objetivo de determinar la influencia de las
interacciones bioldgicas sobre la supervivencia. En este caso se utilizaron cepas resistentes a
kanamicina derivadas de P. oleovorans GPol y GPo500, para poder seguir la dindmica de la
poblacion bacteriana a lo largo del experimento mediante su siembra en un medio de seleccion,

evitando asi el crecimento de las bacterias autéctonas del rio.

A diferencia del experimento de supervivencia en E. c¢oli, donde las bacterias se cultivaron

hasta la fase exponencial, en el caso de este experimento las células fueron inoculadas a los
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microcosmos en condiciones de acumulacién de PHA, con ¢l objetivo de determinar si la

incapacidad para degradar el polimero resulta en una menor supervivencia.

I11.3) MICROCOSMOS DE AGUA DE RIiO ESTERIL

[1I.b.1) Supervivencia en condiciones de esterilidad

En la Figura 3 (A y B) se muestran los resultados obtenidos al comparar la supervivencia
de las cepas GPol y GPo500 en microcosmos de agua de rio estéril. De acuerdo con estos
resultados, la supervivencia de la cepa GPo500 incapaz de utilizar el PHA previamente acumulado
resultd menor que la de su cepa parental GPol. En las Figuras se observa que existe un incremento
micial en el numero de ufc/ml para ambas cepas. Aproximadamente 10 dias después del comienzo
del experimento, la mutante deficiente en la sintesis de depolimerasa mostré una gran disminucion
en su supervivencia, mientras que los recuentos de la cepa salvaje disminuyen mucho mas
lentamente (Figura 3A) o bien permanecen constantes (Figura 3B). Al finalizar los experimentos

la diferencia entre los recuentos para ambas cepas fue de aproximadamente un orden de magnitud.

Figura 3
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Figura 3 (A y B). Super%cia de P. oleovorans Gpol y Gpo500 en microcosmos d@iﬁiﬁua de rio estéril.
Los valores representan las medias de tres recuentos £ 1 SD. Se muestran los resultados obtenidos de dos

experimentos independientes.
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[11.b.2) Observacion de la morfologia celular

Como lo habiamos adelantado en la Introduccién, las bacterias cambian su forma
haciéndose mas pequenas y esféricas durante la entrada a la fase estacionaria. En E. coli, el gen
bolA que se encuentra regulado por rpoS seria el responsable de este cambio de forma (Aldea y
col., 1988) Debido a las condiciones que las bacterias encontrarian en los microcosmos, es

probable suponer que las mismas desarrollen un cambio en su morfologia celular.

En la Figura 4 (A y B) se puede observar el cambio gradual de forma que experimentan
las células de P. oleovorans GPol (Figura 4A) y GPo500 (Figura 4B) desde células largas y
cilindricas a células mas pequefias y redondeadas, durante su permanencia en los microcosmos. Las
fotos de la primera fila (a) muestran la morfologia celular antes de su inoculacion en los
microcosmos. En funcion de la intensidad de fluorescencia GPo500 (Figura 4B.a) parece acumular
mas PHA que GPol (Figura 4A.a). Esta observacion coincide con los resultados mostrados en la
Figura 2, donde el porcentaje de PHA acumulado por la mutante en la fase estacionaria, era mayor

que ¢l acumulado por su cepa parental.

Para ambos tipos de cepas, las células que se encontraban en los microcosmos al dia 3
(Figura 4A.b y 4B.b) presentaban una forma alargada y cilindrica, similar a la que adoptaban en
cultivo. Hacia el décimo dia del experimento la cepa GPo500 (Figura 4B.c) mostré un gran
cambio en su morfologia celular, pudiéndose observar mucho mas pequena y esférica, mientras que
la cepa salvaje parecio haber disminuido un poco su tamarfio, pero no experimentd un cambio tan
evidente en su morfologia (Figura 4A.c). Después de 21 dias, ambos tipos de células se veian
pequenias y redondeadas (Figura 4A.d y 4B.d). De acuerdo con estos resultados, el cambio gradual
que experimentan las células hasta hacerse mas pequefias y redondeadas ocurre mas

tempranamente en aquellas deficientes en la sintesis de depolimerasa.

Los resultados de las tinciones realizadas con Azul del Nilo mostraron que 24 horas
después de iniciado el experimento la cepa salvaje no tenia granulos de PHA. Las tinciones
realizadas en esta cepa dieron negativas durante todo el transcurso del experimento.

Como puede verse en la Figura 4B, de acuerdo con lo esperado, en la cepa mutante

siempre se observaron granulos de PHA.
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Figura 4A. Observacién microscépica de
los cambios en la morfologia celular en P.
oleovorans Gpol durante el experimento
de supervivencia en microcosmos de agua
de rio estéril.

Las células fueron tefiidas con Azul del Nilo y
observadas al microscopio a un aumento de
1000x.

a. Cultivos de P. oleovorans Gpol crecidos en
Caldo Nutritivo suplementado con 0,5% caprilato
de sodio antes de su inoculacion en los
microcosmos. A la izquierda se muestra el
preparado visto con luz blanca y a la derecha el
mismo preparado visto con luz ultravioleta con la
cual los granulos de PHA fluorescen,

b a d. Células después de 3 dias (b), 10 dias (¢) y

21 dias (d) de permanencia en los microcosmos.
En ninguno de estos casos se visualizaron
granulos dePHA.



Figura 4B. Observacion
microscopica de los cambios en la
morfologia celular de P
oleovorans Gpo500 durante el
experimento de supervivencia en
microcosmos de agua de rio
estéril.

Las células fueron teflidas con Azul del
Nilo y observadas al microscopio a un
aumento de 1000x. En la columna de la
izquierda se muestran los preparados
vistos con luz blanca y en la columna de
la derecha los preparados vistos con luz
ultravioleta, con la cual los granulos de
PHA fluorescen.

a. Cultivos de P. oleovorans Gpo500
crecidos en Caldo Nutritivo
suplementado con 0,5% caprilato de
sodio antes de su inoculacion en los
microcosmos.

b ad. Las células luego de 3 dias (b), 10
dias(c)y 21 dias (d) de permanenciaen
los microcosmos.
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I11.C) MICROCOSMOS DE AGUA DE RiO NO ESTERIL.

I1l.c.1) Obtencion de P. oleovorans transconjugantes de TnJ.

Las cepas de P. oleovorans marcadas con resistencia a antibidticos utilizadas en los
experimentos de supervivencia en agua de rio no estéril fueron obtenidas mediante conjugacion
con la cepa de £.coli S17-1 portadora del plasmido pSUP1021 segiin como se describi6 la seccion
IV en Materiales y Métodos. El plasmido pSUP1021 es incapaz de replicar en Pseudomonas y

contiene un Tn3j que confiere resistencia a kanamicina.

Se obtuvieron, aproximadamente, 700 transconjugantes para P.oleovorans GPol y 200
para P. oleovorans GPo500. Con el objetivo de seleccionar aquellas colonias que perdieron el
vector de transposicién, se eligieron al azar unas 20 transconjugantes de cada cepa y las mismas se
repicaron en medio EC conteniendo kanamicina 50 pg/ml y en placas de Agar Nutritivo mas
tetraciclina 20 pug/ml. Luego de seleccionar aquellas colonias que resultaron KmR Tet S, a cada
una de ellas se les realizé una curva de crecimiento en Caldo Nutritivo conteniendo kanamicina 50
tg/ml, y finalmente se eligieron dos transconjugantes (una para cada cepa) en base a la
comparacion de sus velocidades de crecimiento con las previamente obtenidas para GPol y
GPo500 en Caldo Nutritivo. Posteriormente, las mismas se utilizaron para inocular cultivos en
medio EC suplementado con kanamicina 50 pg/ml, que fueron incubados O.N. A continuacion se
realizaron extendidos de células que fueron tefiidos con Azul del Nilo y observados al microscopio
para verificar la presencia de inclusiones de PHA. Las transconjugantes de TnJ asi seleccionadas
fueron denominadas UBA 50-6 y UBA 50-7 derivadas de GPol y GPo500 respectivamente, y se

utilizaron para la realizacion del experimento de supervivencia en agua de rio no estéril.

I11.c.2) Supervivencia en presencia de las bacterias autoctonas del rio.

’ara determinar cudl era el medio de seleccion adecuado tal que impidiera el crecimiento
de la comunidad bacteriana natural del rio, permitiendo asi evaluar la supervivencia de las cepas
moculadas en los microcosmos, se sembraron 100 ul de las muestras del rio en distintos medios:
Agar Nutritivo, Agar Nutritivo conteniendo kanamicina 50 pg/ml y medio minimo EC mas
kanamicina 50 pg/ml. Los valores de ufc/ml obtenidos fueron: 5.104 para Agar Nutritivo, 6.102
para Agar Nutritivo mas el antibitico y no se observé ninguna colonia en medio minimo
suplementado con kanamicina. Por este motivo las muestras extraidas de los microcosmos fueron

sembradas en medio EC conteniendo kanamicina 50 pg/ml.
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En la Figura 5, se muestran los resultados obtenidos en cuanto a la supervivencia de las
cepas UBA 50-6 y UBA 50-7 en agua de rio.

Luego de 12 dias de incubacién en los microcosmos, se observaron grandes diferencias en
la supervivencia de la cepa salvaje y su correspondiente mutante deficiente en la sintesis de
depolimerasa. Estas diferencias eran ain mayores que las obtenidas para GPol y GPo500 en
microcosmos de agua de rio estéril (Figura3 A y B).

A diferencia de lo que ocurria en agua de rio estéril (Figura 3 Ay B), en este caso no se
observo un aumento en el recuento de células durante los primeros dias del experimento. Tanto la
cepa capaz de degradar PHA como su mutante mostraron menor supervivencia que la obtenida en

microcosmos de agua de rio estéril.

Figura 5
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Figura 5. Supervivencia de P. oleovorans UBA 50-6 y UBA 50-7 en microcosmos de agua de rio no
estéril. Los valores representan las medias de tres recuentos £ 1 S.D.

IV) RESISTENCIA A DISTINTOS AGENTES DE ESTRES EN P. oleovorans GPol Y
GPo500.

Considerando que en los microcosmos las bacterias se encuentran con condiciones de

escasez de nutrientes semejantes a la fase estacionaria de crecimiento, es de esperar que las mismas
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sean capaces de desarrollar mecanismos de proteccién cruzada contra distintos agentes de estrés,
como se describié previamente en la Introduccién de este trabajo. Con el objetivo de corroborar
esta suposicion, se decidié someter a las células de P. oleovorans GPol y GPo500 a los

tratamientos de shock térmico y exposicion al etanol.

IV.A.) EFECTOS DEL SHOCK TERMICO Y DE LA EXPOSICION AL ETANOL EN CULTIVOS DE P.
oleovorans EN FASE DE CRECIMIENTO EXPONENCIAL.

Las condiciones a utilizar en los experimentos de exposicion a los distintos agentes de
estrés, que serian posteriormente aplicadas a las células que se encontraban en los microcosmos y a
cultivos crecidos en condiciones de acumulacion de PHA, fueron establecidas sometiendo a
cultivos de ambas cepas en fase de crecimiento exponencial a una temperatura de 47°C y a etanol
20% durante distintos tiempos. Los tiempos de exposicion que fueron elegidos para realizar el
experimento fueron aquellos que causaban una notable disminucion en la supervivencia del cultivo
de células en crecimiento.

En las Figuras 6 y 7 se representan los resultados obtenidos luego de exponer a P.
oleovorans GPol (Figuras 6A y 7A) y GPo500 (Figuras 6B y 7B) en fase de crecimiento
exponencial a etanol 20% y a una temperatura de 47°C, respectivamente. En ambos casos existe
una rapida disminucion en el nimero de células viables tanto para la cepa salvaje como para la
mutante. Luego de 25 minutos de exposicion a etanol 20%, el porcentaje de supervivencia para
ambas cepas se encuentra alrededor del 0,4% (Figura 6 A y B). En el caso del shock térmico el
porcentaje de células viables luego de 30 minutos a 47°C resulté ser de, aproximadamente, 0,2 %

para ambas cepas (Figuras 7 A y B).

IV.B.) EFECTOS DEL SHOCK TERMICO Y DE LA EXPOSICION AL ETANOL EN CULTIVOS DE P.
oleovorans EN CONDICIONES DE ACUMULACION DE PHA.

Debido a que el desarrollo de los mecanismos de proteccion cruzada contra distintos
agentes de estrés tiene lugar durante la fase estacionaria del crecimiento, al igual que la
acumulacién de PHA y con el objetivo de determinar si la acumulacion del polimero tendria alguna
influencia en el desarrollo de estos mecanismos, se aplicaron tratamientos de exposicion al etanol y
a alta temperatura a cultivos de P. oleovorans GPol y GPo500 crecidos en condiciones de
acumulacion del polimero hasta comienzos de la fase estacionaria, seglin se describié en la seccion

[IA. en Materiales y Métodos.
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En la Figura 6 A y B se observa que ambas cepas desarrollaban resistencia al tratamiento
con etanol, ya que en ambos casos el porcentaje de supervivencia, luego de 25 minutos de
exposicion, se encontraba alrededor de 10%, es decir: mucho mayor que el obtenido para las
c¢lulas en fase de crecimiento exponencial. Sorprendentemente, para el estrés térmico (Figura 7),
los resultados para ambas cepas fueron diferentes. La cepa salvaje (Figura 7A) mostré un
incremento en la resistencia a la temperatura: el porcentaje de células viables luego de 30 minutos
a 47°C fue del 4%, mientras que para la mutante (Figura 7B) la curva de supervivencia es muy

similar a la obtenida para el cultivo en crecimiento exponencial.
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Figura 6. Resistencia al etanol de cultivos de P. oleovorans GPol (A) y GPo500 (B) en fase de
crecimiento exponencial ( ) y crecidos en condiciones de acumulacion de PHA hasta comienzos de
la fase estacionaria ( ) segun se describié en Materiales y Métodos. Las células fueron expuestas a
etanol 20% durante distintos tiempos luego de lo cual se determiné el nimero de células viables mediante la
siembra por triplicado en placas de Agar Nutritivo. El porcentaje de supervivencia se determiné como el
numero de células viables para cada tiempo de exposicion, dividido por el nimero de células viables antes de
la exposicion al etanol. Para cada caso, los datos representan las medias de dos experimentos independientes.
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Figura 7
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Figura 7. Resistencia al shock térmico de cultivos de P. oleovorans GPol (A) y GPo500 (B) en fase de
crecimiento exponencial ( ~, )y crecidos en condiciones de acumulacion de PHA hasta comienzos de
la fase estacionaria ( ~ , ) segun como se describio en Materiales y Métodos. Las células fueron
expuestas a una temperatura de 47°C durante distintos tiempos luego de lo cual se determiné el nimero de
células viables mediante la siembra por triplicado en placas de Agar Nutritivo. El porcentaje de supervivencia
se determind como el niimero de células viables para cada tiempo de exposicion, dividido por el nimero de
células viables antes de la exposicion a alta temperatura. Para cada caso, los datos representan las medias de
dos experimentos independientes.

IV.C.) EFECTOS DEL SHOCK TERMICO Y DE LA EXPOSICION AL ETANOL EN P. oleovorans Grol Y
GPoS00 EN MICROCOSMOS DE AGUA DE RIO ESTERIL.

En base a la observacion de los cambios producidos en la morfologia bacteriana para
ambas cepas de P. oleovorans (Figura 4), y suponiendo que dichos cambios podrian tener relacion
con el desarrollo de estados de resistencia al estrés, se realizaron los experimentos de shock
térmico y exposicion al etanol al tercer, décimo y vigésimo primer dia del experimento de
supervivencia.

Los resultados obtenidos luego de la exposicion al etanol de GPol y GPo500 a los dias 3,
10 y 21 del experimento de supervivencia en microcosmos de agua de rio estéril se muestran en la

pagina siguiente, en la Figura 8.



Figura 8
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Figura 8. Resistencia a etanol de P. oleovorans GPol (A) y GPo500 (B) al tercer, décimo y vigésimo
primer dia del comienzo del experimento de supervivencia en agua de rio estéril. Las células que se
encontraban en los microcosmos fueron expuestas a etanol 20% durante distintos tiempos, luego de lo cual se
determino el nimero de células viables mediante la siembra por triplicado en placas de Agar Nutritivo. En
ambos graficos también se representan los porcentajes de supervivencia obtenidos para el cultivo de celulas
en crecimiento expuestos al mismo tratamiento. El1 100% de supervivencia corresponde al numero de células
viables para los dias 3, 10 y 21 antes de la exposicion al etanol. Los datos representan las medias de dos
experimentos independientes.

Al tercer y décimo dia del experimento la cepa salvaje muestra una incrementada
resistencia al etanol con respecto al cultivo en crecimiento. Luego de 25 minutos de exposicion, el
porcentaje de células viables se encuentra alrededor del 10% (Figura 8A). Muy distinto es lo que
se observa con P. oleovorans GPo500. Los resultados de la Figura 8B indican que al tercer dia del
experimento las células todavia no habian desarrollado una resistencia al etanol, debido a que los
porcentajes de supervivencia obtenidos resultaron muy similares a los observados para el cultivo de
células en crecimiento.

La cepa mutante muestra resistencia al etanol recién al décimo dia del experimento. El
porcentaje de células viables a los 25 minutos de exposicion resulté igual al 4%, mucho mayor que
¢l obtenido al dia 3 (Figura 8B). Este incremento en la resistencia coincidié con el cambio

observado en su morfologia hacia células mas pequefias (Figura 4B.c).

Al dia 21 del experimento, tanto para la cepa salvaje como para la mutante, se observa un

aumento en la protecciéon desarrollada contra el etanol, con respecto a los dias anteriores. Los
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porcentajes de supervivencia luego de 25 minutos de exposicion fueron de 23 % para GPol y 9%

para GPo500 (Figura 8 A y B).

En la Figura 9 (A y B) que se muestra a continuacion, se observan los resultados de la
exposicion a 47°C para GPol y su correspondiente mutante deficiente en la sintesis de

depolimerasa a los dias 3, 10 y 21 del experimento de supervivencia.

Figura 9
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Figura 9. Resistencia al shock térmico de P. oleovorans GPol (A) y GPo500 (B) al tercer, décimo y
vigésimo primer dia del comienzo del experimento de supervivencia en agua de rio estéril. Las células
que se encontraban en los microcosmos fueron expuestas a una temperatura de 47°C durante distintos tiempos
luego de lo cual se determiné el nimero de células viables mediante la siembra por triplicado en placas de
Agar Nutritivo. En ambos graficos también se representan los porcentajes de supervivencia obtenidos para el
cultivo de células en crecimiento expuestos al mismo tratamiento. El1 100% de supervivencia corresponde al
nimero de células viables para los dias 3,10 y 21 antes de la exposicion a 47°C. Los datos representan la
media de dos experimentos independientes.

En el caso de la cepa salvaje se observa un incremento gradual de la resistencia al estrés
térmico conforme aumenta el tiempo de permanencia en los microcosmos. Para el tercer y décimo
dia del experimento el numero de ufc obtenidas respecto al inicial, luego de 30 minutos a 47°C se
encuentra alrededor del 2%, mientras que para el cultivo ese valor era de 0,2 %. Al dia 21 el

porcentaje de supervivencia se incrementa al 13%. (Figura 9 A).
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La cepa deficiente en la sintesis de depolimerasa no desarrolla proteccion contra el estrés
térmico durante el tercer y décimo dia, ya que el porcentaje de células viables luego de 30 minutos
de exposicion es menor del 1% (Figura 9 B), al igual que lo obtenido para el cultivo de células en
crecimiento. Finalmente, al dia 21 del experimento existe un leve incremento en la proteccion
contra el estrés térmico; luego de 30 minutos el porcentaje de supervivencia resultd

aproximadamente del 2% (Figura 9B).



DISCUSION




I. SUPERVIVENCIA DE P. oleovorans EN MICROCOSMOS DE AGUA DE RIO

Mediante la realizacion de diversos experimentos, y utilizando distintos enfoques, se han
intentado evaluar los factores determinantes de la supervivencia bacteriana en ¢l ambiente. En la
mayoria de estos experimentos, las bacterias se mantienen en condiciones limitantes de uno o mas
nutrientes esenciales para el crecimiento, con el objetivo de simular las condiciones que los
microorganismos encuentran en su ambiente natural. En un experimento de supervivencia realizado
en P. putida, se encontré que la misma permanecia totalmente viable luego de veinte dias en un
medio sin fuente de carbono. Después de seis meses, la viabilidad del cultivo habia disminuido dos
ordenes de magnitud (Givskov y col., 1994a). Resultados semejantes se encontraron en P.
fluorescens (van Overbeek y col., 1995). En cambio, tanto E. coli K-12 (Reeve y col., 1984) como
una cepa de S. typhimurium (Spector, 1992) sometidas a condiciones similares perdieron viabilidad

en el rango de 1 a 2 ordenes de magnitud durante la primera semana del experimento.

En este trabajo, a diferencia de los mencionados en el parrato anterior, no se intentan
simular las condiciones que la bacteria encuentra en el ambiente, sino que los experimentos son

realizados directamente en agua de rio, utilizando microcosmos.

En agua de rio estéril los recuentos de células viables de P. oleovorans disminuyen, como
maximo, casl dos ordenes de magnitud (para el caso de la cepa GP0500) luego de 25 dias en los
microcosmos. Lste resultado, al 1gual que los obtenidos para P. putida y P. fluorescens, demuestra
la capacidad que tienen las Pseudomonas fluorescentes para hacer frente a extensos periodos en
condiciones nutricionales desfavorables, particularmente a condiciones de escasez de carbono. En
base a estas observaciones, estos microorganismos resultan adecuados para el estudio de la

supervivencia en el ambiente.

La cepa de P. oleovorans incapaz de degradar el PHA acumulado muestra una capacidad
de supervivencia menor que su correspondiente cepa parental, tanto en microcosmos de agua de rio
estéril, como en aquellos que incluyen la comunidad bacteriana autdctona. Estos resultados
coinciden con los obtenidos con cepas salvajes y deficientes en la sintesis de PHB, de A. eutrophus
y B. megaterium (Lopez y col., 1995). Se ha demostrado que los polimeros de reserva, retrasan la
degradaciéon de RNA que es utilizado como fuente de energia en condiciones nutricionales
desfavorables (Hippe, 1967); por este motivo, debido a las condiciones de escasez de nutrientes
encontradas en los microcosmos (Lépez y col., 1995), la incapacidad para degradar el PHA

acumulado tiene un efecto negativo sobre la supervivencia.
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La tincidon con Azul del Nilo de las células de P. oleovorans GPol realizada 24 horas
después de iniciado el experimento de supervivencia en agua de rio estéril demostro que no se
evidenciaban granulos de PHA, es decir que el polimero ya habia sido degradado y utilizado
durante las primeras horas del experimento. Trabajos previos realizados con células de Vibrio
cholerae en microcosmos de agua artificial de mar demostraron que estas bacterias utilizaban sus
reservas enteras de PHB durante los primeros 7 dias. (Hood y col.,1986). De acuerdo con estos
resultados, los polimeros de reserva serian utilizados por la célula como fuente de energia durante

los estadios iniciales de los experimentos de supervivencia.

En las células de P. oleovorans GPo500 se evidenciaron granulos de PHA durante todo el
transcurso del experimento, indicando que en ausencia de la depolimerasa no existiria ninguna via
de degradacion alternativa.

Las diferencias encontradas en cuanto a la supervivencia en microcosmos estériles y no
estériles, probablemente se deban a la influencia de interacciones biolégicas, representadas por la
competencia con las bacterias del rio y otros microorganismos y la predacion. La marcada
disminucion en la viabilidad de la poblaciéon bacteriana en microcosmos no estériles para ambas
cepas también podria sugerir una desventaja en la supervivencia de microorganismos de
laboratorio, comparada con microorganismos autoctonos. Estos resultados coinciden con los
previamente obtenidos en el laboratorio en microcosmos de agua de rio (Lopez y col., 1995) y en

microcosmos de suelo (Lopez y col.,1998),

El patron de la curva de supervivencia en agua de rio no estéril, el cual muestra una rapida
disminucion en el recuento de células desde los primeros dias del experimento coincide con lo
encontrado para otros microorganismos cuando son sometidos a condiciones de escasez de

nutrientes (Morita, 1993).

1. CAMBIOS EN LA MORFOLOGIA CELULAR Y DESARROLLO DE
MECANISMOS DE RESISTENCIA EN P. oleovorans EN MICROCOSMOS DE AGUA
DE RIO ESTERIL.

L.a mayoria de las bacterias encontradas en el suelo y en el agua miden entre 0,4 y 0,8 umy
(Bae y col, 1972; Zimmerman y Meyer-Reil,1974) por este motivo son denominadas
ultramicrocélulas. En ambientes naturales, este tamaiio celular reducido tiene sus ventajas, ya que
proporciona a la bacteria mas superficie por unidad de volumen, de manera tal que la captacion de

sustratos resulta mas eficiente y disminuye la probabilidad de predacion.

Pag. 46



La observacion microscopica de las células de P. oleovorans demostrd que ambas cepas
experimentaban un cambio en su morfologia durante el transcurso del experimento, y que las
células se hacian mas pequenas conforme aumentaba el tiempo de permanencia en los
microcosmos. Novitsky y Morita (1976) observaron los mismos resultados cuando células de
Vibrio sp. se mantenian durante varias semanas en un medio salino sin nutrientes. De la misma
manera, estos cambios morfologicos también se encontraron en P. putida sometida a condiciones
de escasez de diversos nutrientes (Givskov y col., 1994a) y en P. fluorescens introducidas en

microcosmos de suelo (van Overbeek y col.,1995).

La disminucion en el tamano celular es consistente con el aumento observado en el nimero
de células viables durante los primeros dias del experimento, ya que el mismo podria ser el
resultado de una division reductiva (divisién celular sin un aumento concomitante de la biomasa
bacteriana), que daria como resultado células mas pequenias. Este incremento inicial en el recuento
de células fue observado previamente tanto para P. putida KT2442 (Givskov y col.,1994a) como
para algunas especies de Vibrio (Novitsky y Morita, 1977) en medios pobres en carbono, y para
cepas de Rhizobium sp. en microcosmos de suelo (Postma y col.,, 1991), y es considerada una

estrategia para la supervivencia de las especies.

S1 bien ambas cepas de P. oleovorans experimentan una disminucién en su tamaifio celular,
dicha disminucion se observo mas tempranamente en la cepa deficiente en la sintesis de
depolimerasa. Debido a que la incapacidad para degradar el PHA acumulado, impide que el mismo
sea utilizado como fuente de carbono y energia, la bacteria se veria obligada a desarrollar otros
mecanismos que le permitan hacer frente a las condiciones encontradas en los microcosmos. La
disminucion de tamafio y el cambio en la forma celular, le permitiria poder captar los sustratos en

forma mas eficiente.

Los resultados obtenidos al utilizar cultivos de P. oleovorans crecidos en condiciones de
acumulacién de PHA mostraron que ambas cepas desarrollaban una marcada resistencia al etanol.
Dado que los cultivos se hicieron crecer hasta comienzos de la fase estacionaria es de esperar que
los mismos desarrollen mecanismos de resistencia que estarian mediados por rpoS.
Sorprendentemente, cuando estos cultivos fueron sometidos a estrés térmico, a diferencia de la
cepa salvaje, la cepa deficiente en la sintesis de depolimerasa no mostré proteccion contra la
temperatura. De acuerdo con estos resultados, la capacidad de degradacion del polimero acumulado

influye de alguna forma en las respuestas de resistencia contra el estrés térmico.

ILas condiciones encontradas en los microcosmos son capaces de inducir en ambas cepas el

desarrollo de mecanismos de resistencia a estrés. Esto es particularmente evidente, para el caso de
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la proteccion desarrollada contra el etanol, que siempre resulté mayor que la desarrollada contra la
temperatura. Las resistencias desarrolladas contra el estrés térmico recién se hacen notorias al dia
21 del experimento. Estos resultados son similares a los obtenidos con una cepa de P. fluorescens
introducida en microcosmos de suelo. En este caso se demostré que las bacterias desarrollaban una
gran resistencia contra etanol, estrés osmotico y oxidativo, un dia después de ser inoculadas en los
microcosmos. Sin embargo, la resistencia a altas temperaturas recién se observé luego de cinco

dias (van Overbeek y col., 1995).

Para ambas cepas de P. oleovorans se evidencia un incremento en el grado de proteccién
cruzada contra el etanol y la temperatura conforme aumenta el tiempo de permanencia en los
microcosmos. Este incremento en el desarrollo de resistencias coincide con el cambio de
morfologia y la disminucién en el tamario celular. Para la cepa salvaje se observo un evidente
cambio de morfologia en el dia 21, lo que coincidid con un incremento en el desarrollo de
resistencias tanto para la temperatura como para el etanol. Igualmente, la cepa deficiente en la
sintesis de depolimerasa de PHA disminuy¢ significativamente su tamafio en el décimo dia del

experimento, incrementandose conjuntamente la resistencia contra el etanol.

Es posible asumir que también en P. oleovorans la regulacion de las formas de resistencia
de la fase estacionaria tengan lugar por mecanismos similares a los mediados por rpoS en
enterobacterias y en la especie altamente similar P. putida. Por lo tanto, debido a que la expresion
del gen rpoS seria necesaria para el desarrollo de mecanismos de resistencia y para el cambio en la

morfologia celular, es l6gico encontrar que estos efectos se desarrollen en forma coincidente.

Las resistencias desarrolladas contra el etanol por la cepa deficiente en la sintesis de
depolimerasa fueron siempre menores que las desarrolladas por su cepa parental durante todo el
transcurso del experimento en los microcosmos. La diferencia mas notoria se encontrd al tercer dia
del experimento, debido a que la cepa salvaje mosiré una marcada resistencia, mientras que su
correspondiente mutante resultd sensible a la exposicion al etanol. Al igual que los resultados
obtenidos al utilizar cultivos en condiciones de acumulacion, la cepa GPo500 es incapaz de
desarrollar proteccion contra el estrés térmico, a excepcion de una leve resistencia el dia 21. Estos
resultados indicarian que la deficiencia en la sintesis de depolimerasa de PHA modifica de alguna
manera el desarrollo de respuestas de resistencia a estrés, y en particular el desarrollo de proteccion
cruzada contra el estrés térmico.

Estos resultados podrian explicarse teniendo en cuenta una observacion realizada por
VanBolegelen y col. (1987) en un trabajo realizado en E. coli, sobre respuestas globales inducibles.

En ese trabajo se compararon las proteinas involucradas en dichas respuestas, que incluian la
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respuesta a shock térmico y a etanol. Las proteinas inducidas ante la exposicion a ambos agentes de
estrés eran las mismas; sin embargo, la tnica diferencia entre ambas respuestas era el nivel del
nucledtido guanosina tretrafosfato (ppGpp), que se encontraba més elevado en la respuesta al
etanol. Los niveles intracelulares de este nucledtido aumentan en respuesta a la limitaciéon de
aminodcidos u otros nutrientes, lo cual se correlaciona con cambios fisiologicos que forman parte
de la llamada “respuesta estricta” (Cashel y Rudd, 1987). Gentry y col. (1993) demostraron que el
ppGpp es esencial en la activacion de rpoS. Por lo tanto, teniendo en cuenta estos resultados es
probable que ambos tipos de agentes de estrés induzcan diferencialmente la expresion del gen rpoS
debido a la diferencia en los niveles de ppGpp intracelulares. Como - de acuerdo con lo observado
por estos autores - no existe acumulacion de este nucledtido en respuesta al estrés térmico, es de

esperar que exista una menor proteccion contra la temperatura que la encontrada contra el etanol.

Es posible considerar que la degradacion de PHA podria aportar parte de la energia
necesaria para la sintesis de proteinas intervinientes en los mecanismos de proteccion. Otra
posibilidad es que la energia proveniente de la degradacion del polimero sea utilizada para la
sintesis de nucleotidos, tales como el ppGpp que se encuentra involucrado en la induccidn del
factor sigma rpoS. Si esta hipotesis fuera cierta, aquellas células incapaces de degradar el polimero
de reserva, como la cepa de P. oleovorans GPo500, deberian tener niveles mas reducidos de
ppGpp. lo que resultaria en una menor supervivencia ante condiciones de escasez de nutrientes y
una mayor sensibilidad a los agentes de estrés, debido a una menor induccion de rpoS. De acuerdo
con lo mencionado anteriormente, el desarrollo de respuestas de proteccién contra el estrés térmico
se veria particularmente afectado.

Experimentos previos realizados con S. typhimurium (Spector y col.,1988) y E. coli
(Jenkins y col.,1988; Jenkins y col.,1990; Matin,1991), bacterias incapaces de sintetizar PHA,
indican que cuando las mismas son sometidas a condiciones de escasez de nutrientes desarrollan
resistencias contra estrés térmico, estrés oxidativo, estrés osmotico y etanol. A diferencia de esto,
los experimentos realizados con bacterias capaces de acumular y degradar PHA no muestran
resultados concluyentes. En P. putida se obtuvieron resultados similares a los encontrados en
enterobacterias (Givskov y col., 1994). Sin embargo en Vibrio vulnificus se demostré que existia
un efecto significativo de proteccion contra la exposicion al etanol, mientras que no se observo
desarrollo de resistencia contra el estrés oxidativo y el estrés térmico, cuando las células se
sometian a escasez de multiples nutrientes (Weichart y Kjelleberg, 1996). Por otro lado, P.

fluorescens mantenida en un medio sin fuente de carbono durante varias horas, desarrollé muy
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poca resistencia contra la alta temperatura, pero resulté muy resistente al etanol, estrés osmotico y
oxidativo.

Segun nuestros resultados, la capacidad para degradar el polimero acumulado influye en la
adquisicion de resistencias contra los distintos agentes de estrés. Por este motivo las diferencias
encontradas entre P. putida, V. vulnificus y P. fluorescens podrian deberse a la presencia o ausencia
del polimero en las células, que en ninguno de los experimentos realizados es tomada en

consideracion.

[TI. CONCLUSIONES

En vista de los resultados obtenidos, podemos concluir:

+ Las cepas de Pseudomonas oleovorans utilizadas poseen una gran capacidad para sobrevivir
largos periodos ante las condiciones de escasez de nutrientes encontradas en los microcosmos.

+ [Estas cepas constituyen un sistema adecuado para el estudio de la supervivencia en el ambiente
mediante métodos de expresion in vivo. Ademds, resultan mas adecuadas que las cepas de 4.
eutrophus y B. megaterium deficientes en la sintesis de PHA anteriormente utilizadas en los
estudios de supervivencia, debido a que en este caso se pueden controlar las condiciones que
llevarian a la acumulacion de PHA.

¢ La supervivencia de ambas cepas es menor cuando se incluye la comunidad bacteriana natural
del rio, probablemente debido a los efectos de la competencia con otros microorganismos y la
predacion.

¢ La incapacidad para degradar el PHA acumulado constituiria una desventaja en la
supervivencia tanto en los microcosmos de agua de rio estéril, como en aquellos de agua de rio
con los microorganismos autoctonos.

+ Las condiciones encontradas en los microcosmos de agua de rio son capaces de inducir en
ambas cepas de P. oleovorans el desarrollo de mecanismos de resistencia a etanol y estrés
térmico. Dichas resistencias se incrementan conforme aumenta el tiempo de permanencia en
los microcosmos y los recursos se vuelven mas limitantes. Este incremento en el desarrollo de
resistencias coincide con un cambio en la morfologia celular hacia células mas pequeiias y
redondeadas,

+ La deficiencia en la sintesis de depolimerasa de PHA disminuye el desarrollo de resistencias
contra el estrés en respuesta a condiciones de escasez de nutrientes, en particular el desarrollo

de respuestas de proteccion contra el estrés térmico.
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IV. INVESTIGACIONES FUTURAS

Los resultados obtenidos aqui indican que la deficiencia en la sintesis de depolimerasa de
PHA disminuye tanto la supervivencia bacteriana como el desarrollo de respuestas de proteccion.
Una estrategia que permitiria continuar con estos estudios consistiria en restaurar el fenotipo de la
cepa mutante en la sintesis de depolimerasa, mediante la complementacion de dicha mutacion y

verificar si se obtienen resultados similares a los encontrados para la cepa salvaje.

Asimismo, con el objetivo de determinar la influencia de rpoS en los resultados obtenidos,
se podria mutar el gen homologo al gen rpoS de E. coli en P. oleovorans GPol y GPo500 y, una
vez hecho esto, observar si existen cambios en cuanto a la supervivencia y la resistencia al estrés

de las mutantes rpoS con respecto a sus cepas parentales.

Para investigar mas profundamente la influencia de la capacidad de degradacion de PHA
sobre las respuestas de resistencia desarrolladas ante condiciones de deficiencias nutricionales,
seria conveniente también determinar cuales serian las respuestas desarrolladas por la cepa salvaje
y la deficiente en la sintesis de depolimerasa cuando son expuestas a otras condiciones de estrés,

como por ejemplo estrés oxidativo o estrés osmotico.
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