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INTRODUCCION



l. LOS I’()|,H HDROXIAIÁ 'ANUA'I'OS

I.n. I-ÉtI‘I IR. un polímero de reserva

los animales y plantas poseen materiales de reserva de distinta naturaleza quimica

que |o-: pl'mfccn de materia y energía para la realización de numerosas fllnciones.

t-ïrlos-materiales de reserva también existen cn los ¡microorganismos y los proveen

emlt'ugenamenle de energía y carbono para procesos especificos como el

manlenimienlo del pll interno, regulacion osmótica y esponllacit'nn (Dawes _\-'Senior.
[071"

¡[un ele estos materiales de reserva, el poli-3-hidroxibut¡rato (I’IIB) se encuentra

ennm un homopolímcro lineal de I)(-)-3-hidroxil)utirato. cuya tormula general se

muestra a continuacion. en diversos mieroorganisnms.

()Il-—t'll-t'lll-(f 't) —CII—CH2—C 0 — CII-CHZ‘COOH
I

(.'I|1 (I) CIB O CIB

¡"l t’IIll tin: aislado y caracterizado en 1925 (Lemoigne). Fue detectado por primera

wz. en Ibn-¡lliu- megan-wm". encontrz'mdosc luego en distintas especies de varios

¿uf-mmmhaeleiianos. entre los que sc encuentran Azotuhack’r. Facil/us, Alea/¡ganan

Ithndmmï 1my ¡iwmlnmonax (Steinhüchel. |99l ).

LI). Otros poliluidroxinlcnnontos

l'n rastreo intenso de, microorganismos productores de PHB o poliésteres similares

permitió detectar distintas unidades 3-hidroxialcanoa|os. Hasta el presente se han
descrito casi 35 diferentes ácidos saturados de cadena lineal comprendida entre 3 y

Il (': .ï-hidroxiz'leidos no saturados de longitud de cadena entre 5 y ¡4 C. así Como

acido-4 ramilicados. entre otros componentes (Steinbüchcl, ¡991). De esta manera.

adunas (IL‘II‘t II}. se han descrito diferentes 3-polihidroxialcanoalos (I’IMs) .

l'n la mayor parte de las especies bacterianas los I’HAs están localizados en gránulos
que se \ir<ua|i/an al microscopio por tinción con los colorantes específicos Negro

Sudan (Ñmihert y Iirieg. |98|) y Azul del Nilo (Ostle y lÍoIL ¡933).



l.c. Importancia blotecnológica

Los l’llAs poseen propiedades biotecnológicas de interés pues a partir de estos

polimcros pueden claborarse plasticos rígidos o flexibles. De acuerdo al número de

C de las unidades que lo componen, varían las propiedades de flexibilidad y

solubilidad de los plasticos y por lo tanto su aplicaciónlcomercial. El poli(3HB-co

3| IW es actualmente producido por la compañia inglesa ICl a escala industrial bajo el

nombre comercial Biopol y se utiliza para la fabricación de películas y envases.

la ventaja que tienen estos materiales con respecto de los plasticos obtenidos por

síntesis química, a excepción del polilactico, es que pueden ser completamente

degradado por bacterias, hongos y algas, y se producen a partir de sustratos
remwables.

l’or ser estos poliésteres biodegradables y carecer de toxicidad son adecuados para

varias aplicaciones en el campo dc la medicina. Ejemplos de estas aplicaciones son la

lubricación de capsulas para la liberación controlada de drogas, suturas quirúrgicas,

vendast y lubricantes para guantes de cirugía.( Malm ct al ¡992)

I.«l.t 'nndiciones en las que se produce la acumulación

lïl l'l lll. así como la mayoría dc los PllAs, se sintetimn y acumulan en las células si

se les provee de un exceso de fuente de carbono pero se restringe la proliferación
celular mediante la limitación de nutrientes esenciales para el crecimiento como

nitrógeno, sulfato. fósforo. hien'o, magnesio o potasio. lïn muchas bacterias aerobias.

la sintesis de l’llB también se inicia si no se puede alcanzar el máximo grado de

crecimiento debido a una limitada disponibilidad de oxígeno.

lïn ¡facil/us nmgaterium la acumulación de PUB se produce en condiciones de

crecimiento limitadas en nitrógeno. con exceso de fuente dc carbono (Macrae y
Wilkinson, 1958).

Si las Condiciones ambientales cambian, permitiendo nuevamente la proliferación, o si

la fuente de carbono exlema se agota, los poliésteres se movilimn, proveyendo a la

célula de carbono y energía.

Ademas de este rol, que aumenta la sobrevida en condiciones extremas en numerosas

especies bacterianas, el biopolímero provee energía para el proceso de esponllación

en [turf/lux (Slepeeky, |96|) y para la formación de cistos en Azolohucter (Lemoigne

y ( iirard. I943).



l.e. ( 'nmllms biosintétleos de Pl lAs en diferentes microm'ganlslnos

Los caminos metabólicos de síntesis y degradación de Pl-lB han sido analizados

bioquímicamente en varios microorganismos, entre ellos A.eulr0phu.r (Oeding y
Sclrlegcl. l‘)73).

I'Íuesta especie bacteriana. la biosíntesis de l’HB consta de tres pasos. En el primer

paso una ll-eetotiolasa biosinlética produce la condensación de 2 moléculas de acetil

CoA l'ormando acetoacetil-CoA. Luego una acetoacetil-CoA reductasa NADPII

dependiente reduce de manera estereoespecífica al compuesto anterior, produciendo

I)(-)-3-hidroxibutiril-CoA. La polimerización es entonces producida por una l’lIB

sintasa. que transfiere el grupo acilo a un primer del polímero .

l'Ïste camino metabólico también se encontró en Azotnbacrer beijerinckii y Zonglea

rumigpm. y es el más utili7ado entre los microorganismos estudiados.

lín Rhm/nspirihmt ruhrum este camino biosintético tiene cinco pasos (Moskowitz y

Merr'ick. ¡969). El acetoacetyl-CoA formado por acción (le la B-cetotiolasa es

reducido por una r'eductasa NM)” dependiente a L(|-)-3-hidroxibutiril-CoA, que se

transforma en su cnantiómero, sustrato de la polimerasa, por acción de dos enolil
CHA hidratasas.

Otro camino biosintético de l’llA es el que reali7a P. oleovoram' y otras

Pseudomonas que pertenecen al grupo l de homología de rRNA, que da poli 3
bidroxialcanoatos de cadena media cuando se cultiva en un medio con alcanos,

aleanoles o acidos alcanoicos como fuente de carbono. (Brand et al, 1988)

lïs probable que en estas bacterias productos intermedios de la ll-oxidación de ácidos

grasos se deriven hacia la bioslntesis de PHA.

l’. aeruginosa y otras Pseudomonas del grupo I, pero no P. oleovoram sintetizan

¡wli-3-hidroxialcanoatos (le cadena media a partir de sustratos simples como glucosa

('l'imm y Steinlwtlchel, ¡990) utili7ando una vía metabólica diferente.

H. Regulación de la síntesis de PILA

l,a regulación de Ia biosíntesis de estos polímeros se ha estudiado cn detalle en dos

especies bacterianas. Dawes y Senior la estudiaron en Azotobacler begjerinckii, y
Sclrlegel y sus colaboradores en ¡teu/rophux.

líu Azurubuck’r beijerinckr'i se demostró que el factor iniciador (le la acumulación de

l’lll). en células crecidas en exceso de glucosa fijando nitrógeno atmosférico es la

limitación de oxígeno. (Senior el al ¡972). Se observó que varias enzimas

ll



im-‘olucradas en reacciones de oxido-reducción del metabolismo de la glucosa, era

común la inhibición por NAl)(l’)ll2, en particular dos enzimas intervinientes en el

ciclo de los acidos lricarboxílicos, citrato sintetasa, inliibida por NADHz, e isocitrato

deshidrogenasa. inhibida por NADHZ y NADPl-lz.

Se propuso que cuando la bacteria se halla en condiciones de oxígeno limitante.

disminuía la velocidad de oxidación de NADPI‘Iz, produciéndose acumulación de
cslc compuesto. listo inhibiría las enzimas del ciclo de Krebs. En este caso, el acelil

Co.=\ no podria ser oxidado rapidamente en esta vía, por lo que se produciría su

acumulación. pudiendo ser utilizado en la biosíntesis de Pl'lB.

l)e esta manera las células se adaptan a las condiciones ambientales, reoxidando el

exceso de poder reductor en el proceso de síntesis (le PHB. En este caso el l’llB se

componaría como un "reservorio de electrones"

I'Éncondiciones de crecimiento no restringido, con oxigeno en exceso. se esperaría que

la concentración de CoA-Sll fuese alta, y la de Acetil-CoA baja, debido a la

actividad de la citrato sintetasa, que libera CoA-Sll y utiliza los grupos acetilo para
liumar citrato.

l,a ll-ccloliolasa es la primera enzima en el metabolismo del Pl ll}. Su actividad en la

dirección de la condensación es inliibida por CoA-Sll, y de este modo se inhibe la

sintesis (le polímero.

¡"n condiciones en que se oxidara el NADl’l-lz, aumentaría la concentración de COA

Sll por acción (le la citrato sintetasa, inhibiéndose la actividad de la B-cetotiolasa, y,

por ende, la síntesis de I’llB.

lín .’l.(’llll'()[.‘/ltl.t'se ha demostrado que las tres enzimas involucradas en la bíosíntesis

de l’Illl se expresan en forma constitutiva ( Haywood et al l988a y b), y se

encuentran en condiciones de crecimiento no restrictivas, por lo que no hay indicios

(le que la expresión de los genes PHB se regulen a nivel transcripcional o

traduccional. La regulación se produce a nivel enzimático.

la B-eetoliolasa de A.eutrophus, al igual que la de Azotobucler beíierincla'i, es

inhibida por altas concentraciones de CoA-SH.

lin organismos que acumulan l’llAs bajo condiciones de crecimiento limitante
diferentes a la limitación en la disponibilidad de oxígeno, como Emegalerium en

condiciones limitantes (le nitrógeno, azufre y potasio, o Aeulrophus en condiciones

(le.nitrógeno limitante, pueden aplicarse consideraciones similares a las hechas para
Automotor beíjerinckii, pues en estos casos también aumentaría la concentración de

N.’\l)(l’)l lz, desencadenamlo el proceso ya descripto.



Lg. Estrategias utilizadas en el clonado de los genes PIIA

Hasta el momento se han empleado cinco diferentes estrategias para el clonado de los

genes intervinientes en la biosíntesis de los l’l-lAs en diferentes microorganismos.

listrategia l : rastreo enzimático.

lista estrategia de clonado se basa en la identificación, en bibliotecas genómicas, de
clones que expresen la actividad de la enzima que se desea rastrear. Para ello

generalmente se realizan determinaciones enzimáticas de grupos de clones, y la

enzima (le elección es habitualmente la B-cetotiolasa, que se detennina de manera

relativamente sencilla y sensible.

l)c esta manera se detectaron los genes biosintéticos del PHB en Aeutroplms, ya que

algunos clones con actividad de B-cetotiolasa también contenía los genes (le las otras
(los enzimas involucradas en la síntesis de PUB.

líslratcgia 2: utilización de sondas homólogas de DNA.

l,a utilizacion de esta metodología requiere la disponibilidad de fragmentos de DNA

que contengan los genes (le interés marcados con algún marcador genético fácilmente

reconocible. y en lo posible, seleccionable, como por ejemplo un transposón.

Disponicndo (le mutantes I’llB' generadas por inserción de un transposón, es posible
clonar la region de la inserción y utilizarla luego para rastrear los genes salvajes

cot‘l‘cspontlicnlcs en una biblioteca genómica. Esta estrategia se utilizó con éxito en

,11.“¡Imp/mx.

listrategia 3: utilización de sondas heterólogas de DNA.

lín algunas bacterias no se han desarrollado aún técnicas que permitan el aislamiento

dc mutantes que contengan un marcador fácilmente detectable, por lo que no es

posible obtener las sondas homólogas requeridas en la estrategia anterior. Las l’llA

sintasas descriptas hasta el momento presentan una alta homología entre sí. Debido a
esta característica es posible utilizar los genes de las PllA sintasas ya clonados como

sondas heterólogas para detectar los genes de las sintasas de organismos con
contenido similar de (l t- C. Los genes de la biosíntesis de PHA de Aeulrophus

literon utilizados para detectar fragmentos genómicos (le las bacterias Chroman'um



t'mm'um y 'I7iio(¿v.rli.rviolucea, que contenían los genes involucrados en la biosíntesis
(le l’l IA.

listrategia 4: utilización de oligomtcleótidos como sondas.

A partir del estudio de las secuencias de las l’llA sintetasas se han detectado Zonas

altamente conservadas. En base a esos estudios se diseñó un oligonuclcótido sintético

de 30-mer, que se utilizó para detectar el locus PIIA de Psemínmomis aeruginosa y
utrm' microorganismos.

lïstrategia 5: complementación fenotlpica de mutantes PHA'.

Para pndct' utilizar esta estrategia es necesaria la expresión beteróloga de los genes
l’ll/\ empleados en el hospedador elegido, en el cual se introduce el DNA de la
especie en estudio mediante un método adecuado.

Si se cultivan las células en condiciones óptimas para la acumulación de PllAs es

posible distinguir, mediante la diferente opacidad de las colonias, cepas de

¡teu/mplmx. 11'.coli o Roleovoram que acumulan l’l-lAs de aquellas que no lo hacen.

De esta manera se pueden identilicar los clones en los cuales los genes introducidos

permiten la acumulación de polímero.

Mediante esta metodologia se detectaron los locus l’llA de Rhodohucrer

.rplmamidex. RImdoSpiril/um rubrum y Met/gvlobaclerium exturquem. utilizando

plúsmidos coniugativos como vectores y una mutante PIIB‘ de A.eutr0¡>lms como

lws¡w.(latlor.

l.h. Organizaeit'mgenetica de los genes PHA en varias especies bacterianas

Si bien las características principales de los caminos biosintéticos de los

polibidroxialcanoatos en distintas especies bacterianas son conocidos desde 1960, las

primeras publicaciones sobre la organización genética de los mismos son de reciente

data (Schubert et al, 1988; Slater el al, 1988; Pcoples y Sinskey, l989a), y sólo se

tienen datos desde el punto de vista molecular (le A.eulroplms, Zooglea ramigera y
I’wuu’on10mmoleo voram.

l-‘n A. vurmplms, los genes estructurales que codifican para las tres enzimas

inlet'\-'inientcsen el camino biosintótico de PHB están ubicadas en un operón, donde el

primero de los genes es el de la polimerasa, denominado phaC, seguido por plum,

correspondiente a la B-cetotiolasa, y phuB, que codifica para una acetoacetil-CoA
reductasa N/\l)(l’)ll dependiente.



Se localizó el sitio de iniciación de la transcripck’m, precedido por una región que

presenta bomología con la secuencia consenso de los promotores dependientes dc

67‘). y un sitio potencial de tenninación de la transcripción a continuación del gen

phull (Schubert et al, ¡991) .

listos genes se Iransfirieron a Ecoli y varias especies de Pseudomonas, donde se

obtuvo expresión de los mismos y slntcsis de HLB. ( Janes et al 1990) ('l'imm y

Steinbüehel. l‘)9()) (Steinbüehcl y Scuben 1989).

l’aralelement e se logró identificar y clonar el gen responsable de la síntesis de otra B

celntiolasa. que intewendría principalmente en el catabolismo de los ácidos grasos.

aunque cn sistemas enzimáticos reconslituidos se mostró casi tan eficiente como la
enxima biosintótica en la síntesis de l’IlB.

I-InZnngloeu rumigera se han identificado sólo los genes que codifican para la l}

cetotiolasa y la (NADI’H) reductasa. que estan organizados en un operen. Los genes
estan precedidos por un promotor del tipoG 70, y se ha identificado un posible sitio
de lenninacion de la transcripción a continuación dephaB.( Peoples y Sinskey,

198%). Aún no se lia logrado localizar el gen de la sintasa.

I'ÍnI’wudrmnmuxoleoromm y P. aeruginosa, se identificaron tres marcos de lectura

abierta (()Rl") en un li'agmento (le DNA que complementaba una mutante (le P.¡mrida

del’eetiva en la sinlesis (le l’llA. |)os de ellos presentan un alto porcentaje de
identidad en sus secuencias aminoacídicas deducidas con la l’HA sintasa de

/i.(’tllr'()[’Ím.\',por lo que se cree que codifican para dos polimerasas. En ambas

especies otro marco de lectura abierta, intercalado entre los anteriores, probablemente

codiliquc para una l’llB depolimerasa (Iluisman et al, 1991; 'l‘imm y Steinbt’lchel,
|99|).

Recientemente, se han clonado las PHB sintasas provenientes de los

microorganisnios l‘otosintéticos Rhodospirillum rubrum y Rhodnbac/er spliaernides
(Ilustcde ct al. |992b) y de la especie gram positiva Rhodococcux ruber (Pieper y
Steinbücbel, ¡992).

l‘Ïn( 'hmmnlium vinnsum se han identificado ORFs que codifican para las distintas

enzimas in\-'olucradas en el metabolismo de PIIA. En esta especie se ha descripto un

nuevo gen involucrado en la biosíntesis de PHB, el gen phaE, cuya presencia se

requiere para la expresión de la actividad de l’llA sintetasa.(l,iebergesell et
al. l 993:!)

lïn “¡incum- violacea se ha clonado la región PIIA. donde se encontraron cinco
ORI’s. entre los cuales se encuentran los genes que codifican para una B-cetotiolasa y

¡5



unn sinlasa. y un gen que presenta gran homología con el gen phalï (le ('hmmulimn
rimuum (I,iehergcscll cl al.l993l)).

l,a< ¡mlimernszw (le estos (los úllimos microorganismos tienen un peso molecular un

35 a -'l()".6menor que el (le las polimcrasas (le las (lemas especies estudiadas. I‘h

ambos: casos se observa la presencia del gen phali "upslrcam" (lel gen que codifica

para la sinlasa. y se cree que probablemente constituyan un operón. Se podría

especular que el produclo (le este gen cumple una función determinada en el proceso

(le ¡mlimerizacióm que las polimerasas (le mayor peso molecular son capaces de
cumplir por si mismas.(Steinbüchcl. ¡992)

lïn la figura l se muestra la organización molecular (le los genes phu (le varias (le las
especies mencionadas.
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l l Bucillus "regata-¡1m!

¡{mega/win": es un hacilo de gran tamaño, que alcanza entre 1.5 y 3 pm de diámetro

y hasta 5 ¡un de longitud, que se encuentra nomialmente en el suelo ( Bergey’s

Manual ol‘Determinative Bacteriology). lla sido utili7ado en la producción industrial

de varias en7.imas y productos químicos. como amilasas, vitamina [312. penicilina

amidasa y glucosa dehidrogenasa.

lil compuesto dc reserva mas importante en esta especie es el l’lll), que se acumula

en condiciones limitantes de nitrógeno , fosfatos, azufre y potasio. El polímero actúa

como fuente de energía durante el proceso de esponllación.(Slepecky. |96|)

¡3.riiegurer'iimi,como la mayoría de las especies del género Bad/hu, tiene una gran

variedad de exocnzimas , que lo hacen capaz de utilizar numerosas fuentes (le

¡nutrientes en diferentes ambientes. Estas caracteristicas lo hacen capaz de crecer en

sustratos simples y económicos, lo que aumenta su atractivo desde el punto de vista
de la utilización industrial.

I‘Ïnlos ultimos años se han desarrollado mucho los métodos genéticos que penniten

realizar manipulaciones en este microorganismo.

¡hummer/mn no posee un estado de competencia natural, pero se pueden introducir

una ¿yan variedad de plásmiclos en esta especie mediante transformación de

pt'oloplaslos. que son facilmente obtenidos por tratamiento con lisozima.

Se han aislado una variedad de fagos capaces de infectar a B.megalerium, entre los

cuales el mas estudiado es Ml'l3, específico para esta especie, que se utiliza para

realizar trausducciones, y se ha empleado en el mapeo del genoma de este

microorganismo .(Vary 1982).

lil transposón 'l'n9l 7, originario de Streptococalsfaecalis, se ha introducido y ha sido

capaz de transponer al azar en este microorganismo, sin el sitio preferencial en el

locus gli que presenta en [facil/us subtilis (Bohall 1986). Este transposón es una

herramienta de trabajo en la genética de B.megaterium debido a la existencia de

varios derivados que posibilitan la obtención de fusiones de promotores a genes

lactosa (Youngman 1987). Uno de estos derivados, el plásmido pTV54, utilizado en
este trabajo de tesis. contiene los genes Iac Z y el gen de resistencia a cloramfenicol

del plasmido pCl94 en tandem, sin promotor. Estas fusiones posibilitan estudios de

expresion y regulación génica.

'I'amhién se ha logrado transferir a esta especie el transposón conjugativo 'l‘n916, que

permite la transferencia de material genético interespecies.( Floccari y Méndez ¡994)



(HH l‘I'l'lVOS

Debido a sus particulares características, como su capacidad de utilizar diversas

luentes (le carbono y su gran tamaño, B.megaferium es un microorganismo adecuado

para ser utilizado en la producción industrial de PHB.

lil conocimiento de la estructura y organización de los genes pila es indispensable

para poder llevar a cabo manipulaciones genéticas que permitan variar la

especificidad y afinidad (le las enzimas del camino biosintético por sus

Correspondientes siitratos, alterar su regulación, transferir los genes a otras bacterias

en las cuales sc pueda acceder a un mejor análisis de los mismos. y eventualmente

lograr una mayor producck’m del polímero.

Para ello es necesario conocer el número de genes involucrados, la manera en que

estan organizados y la relación de este camino biosintético con procesos de

respuestas globales.

/\ diferencia de lo que ocurre en Aeutroplms, actualmente utilizada en la producción

industrial de l’llA, en Bmegalerium existen todas las herramientas genéticas

necesarias para llevar a cabo este tipo de estudios. Como se indicó anterionnente, es

posible transferir material genético mediante transformación de protoplastos y

plasmidos conjugativos (resultados no publicados de nuestro laboratorio), existe un

lago transductor generalizado para esta especie y existen mutantes auxótrolas que
posibilitan cl mapeo genético. Existen asimismo diversos plásmidos "shuttle" capaces

de replicarse en este microorganismo y en Ecoli, y un transposón, 'l'n9l7. que

trans-ponedentro del genoma de Rmegaterium .

I’ara cumplir con los objetivos mencionados es necesario el aislamiento y análisis

molecular de genes involucrados en la síntesis de PllB en B.m€galerium. En este

trabajo se describe el clonado del gen de la B-cetotiolasa.



MATERIALES Y METODOS



l MEDIOS DICCULTIVO y BUFFERS UTILIZADOS

Para preparar los medios dc cultivo se utilizaron generalmente reactivos Merck.

LB (por litro)
l,c\'iuc ¡957

'I'Iiptnna lOgr
('lNa ..................................... .. lOgr
ixlracto dc levadura ......... .. Sgr

Agua destilada c.s.p ............. .. l l

I,B(:

LI}conteniendo gluconalo de sodio l% concentración final

SNR (por litro)

linglish and .l_(Ï.Var_v( 1986)

Solución A

(‘aldo nutritiVo 8 gr
1 | tk 'Sales SNB 8 ml

Agua destilada c.s.p 900 ml

Solución ll

glucosa.................................... .. l gr
('I3 ('a .................................... .. lO mM
agua destilada c.s.p ..................... .. l00 ml

Las soluciones A y B se autoclavaron por separado y combinaron

“‘Salcs SNB

CIK..................................... .. ¡.25 %

804 Fc................................. .. 0.125 mM
80,; Mg................................. .. 0.125 M
l\-1n(.‘|2.................................. .. 2.5 mM
Agua destilada c.s.p ..................... .. .80 ml
Sc autoclavó y mantuvo a 4"C



SNA

lis medio SNI! con el agregado dc 15 g/l de agar.

Medio Minimo para B. megaterlum (M2)
Lammi and Vaiy ¡972

t’()4|| Na; 6 gr

l’()4H2 K 3 gr

Citrato trisódieo dihidratado l gr

(.‘Iz Fc 3.6 JIM

(.‘Ig Mn 2 gr

(NI t4)2S()4 2 gr*

agua destilada c.s.p l l

pli 7.2

Luego de autoelavar se agregaron

804 Mg 0.2 gr

CIZ Ca 0.l mM

(iithOStl. 15 gr

Para preparar medio mínimo con bajo contenido de nitrógeno sc agregaron 0.2 gr de

(NI l--t)ZS()4 por litro.

Medio Mímino (le transducción (MM'I')
Callahan et al ¡983

|’()_¡II Naz 6 gr

POJHZ K 3 gr

Citrato trisódico (lihidratado I gr

(NI I.1)gS()4 2 gr

agua destilada c.s.p l l

pll 7.2
Luego de autoclavar se agregaron

804 Mg 0.2 gr
glucosa. 15 gr

Medios sólidos

Se agregaron a los medios anteriormente descriptos 15 gr. dc agar por cada litro de
medio.



lutTer de.protoplastizncíón para ¡{magma-¡um (HAF)
I-"odoret al (¡975)

Has-e 'l'ri7ma

Saearosa

Sales ll.\|"”‘

Agua destilada c.s.p

l)” 7.5

Luego de autoclavar sc agregaron

Mg (.‘¡2 2M

"Sales IIAF

ll ('l

Na ('I

Na; .904

NH; (V'I

Agua destilada c.s.p

2 g

68.5 g
10 ml

980 ml

lO ml

.35 g

.58 g

¡.3 g

lO g
¡00 ml

Rl Ml" Medio de regeneración para ¡{megaterium
\"on 'l'crsch and Carlton (¡881)

Snlución A

'I'i iptona

Iï':traeto de levadura

Agua des-‘tiladaesp

Solución ll

'I'ri/ma base

Glucosa

Saearosa

l’t) ¡I tz K
Sales |l.’\l"*

Arguadestilada c.s.p

pll 75

5 gr

5 gr
500 ml

12 g

2 g

68.5 g

0.14 g
10 ml

470ml

Luego de autoelavar por separado y combinar, sc agregaron

Mg (.‘Iz .2 “20 lO ml



AN'I'IHIO'I'K'08

Sc ngzrcgzn'nna los medios con‘cspondicnles a las concenlrncinnes siguientes

Ampicilinn (Amp) ¡00 ¡lg/ml

(‘Im'mnlbniml (Cm) IO ¡Ig/ml

I-Ïrilmmicinzl (I’m)

para B..mhtili.v l pg/ml

para B.megalm'ium 5 ugjml

Lincnmicinn (I ,m)

para B.subfilis 50 pg/ml

para B.megalerium 250 pyml

líunzunicinu (Km) 50 pg/ml

'l'clmciclina (Tel)

para B..mhlilis lO ¡lg/ml

para B.megaferium lO pg/ml

para licoli 20-25 pg/ml

OTROS AGREGADOS A LOS MEDIOS DE CULTIVO

5-I3mnm-4-CIm‘o-3-In(lolil-B-D-Galaclopiranósido ( XGaI)

solución slock: 20 ¡ng/ml en N-N-(Iimetilfonnamicla

Se cunscwó la solución slock a -20”C, y se ulilimron 2 pl (le solución stock por ml
(lc medio.

Is!vprnpiHS-IhiogaIaclopiranósido (ÏPTG)

s-nlución Slnck: 0.0| M en agua (lcslilnda

Se conservó la solución stock a -20"C, y sc utilimron 10 ¡1| (lc solución stock por ml
(lc medio.

BI "¡FICRS

Para las purificacioncs (le ácidos nucleicos y las técnicas de biología molecular sc

mili/(¡unn ¡cautivos Signm grado biología molecular.



'I'AIC Solución concentrada (50x)

por l:

liasc 'l'rizma 242 g

Acido acélico glacial 57,1 ml

I'ïl)'l'/\ USM (pll"—'8) ¡00 ml

BulTor (lo siembra (6x)

0.25% (p/v)a7.ul (lc bromol'enol

<l(,¡°í)(_p/v)sacarosa cn agua.

sm ' (20x)

por l:

ClNa 175,3 g

(‘ilralo (lc sodio (lihidralado 88,2 g

pll 7.

'I‘l",

'I‘ris-llL‘l IO mM pll 8
lil)'|'/\ l mM

SOLVEN'I'ICS Y ACIDOS

Sc ulili7aron solventes y ácidos grado analítico de Merck, salvo el etanol utilizado

para las coloraciones con negro sudán, donde se utilizó etanol marca Douglas o
similar.



ll.(_'ICI‘/\S‘BACTERIANAS PLASMIDOS Y FAGOS

( 'cpn Características relevanles Referencia

¡1.curro; ilum

Illó
lllól’IIB-4

R.nu'gurw'mm

UMIJI 55!
I’V44

HIMNO-20

l.'|i/\3()-21

Iï. .m/in/is

salvaje, prolólrofa
Pl IB'

salvaje

p'7 Inc-3 ¡ac-6

l’IIB'

I’IIBA PUB lea/(yzejlzz'l'n9l7

l’Y334 trp C2 ¡Iv-S / pTV54

[ica/i

[IBI OI Im/SZO (I'B'mn') reo/1]

.mplï44Iach proAZ aral4
¡za/¡{2 xylS mln rpsLZO

(HIM-36 HBIOI IpBME3
[JDM-37 llBlOl lpBMl42
“¡Ml-38 IlBlOl lpMBSG

ATCC 17699

Schlegel el al 1970

J.C.Vary 1972

P.S.Vary and
Y.P.Ta0 1988
Floccari el al |99|

Este trabajo

Youngman P. ¡979

Bolivar and [Jackman

1979

Este trabajo
Este trabajo

Este trabajo ,



I‘liismiilos

p'I'VM 'I'elR CmR IïmR LmR
'l'an 7-Iac

replicación lennoscnsiblc Sluler el al 1988

pi [VM AmpR 'I'elR CmR Primrose and FIhrlich

shulllc Bucillus- 11'.coli (l 98]).

¡mmm 'I‘eiR

pi ¡V33 que conliene un inscflo

Con el gen (le la B-cctotiolasa Este trabajo

(lc B.megarerium

¡»VKI02 cósmido KmR TelR Knaui‘and Nestor
l 982

pBMHZ pVKIOZ con un inseflo de 25 kb

del genoma (le Iirnegaterium UBA30-2]
con actividad de

B-ccloliolasa, CmR Esle lrabajo

¡»UCIO AmpR Yanisch-I’enon ¡985

pBMSG pUCl9 con un inseflo de 6 kb

proveniente (le pBM ¡.42 con actividad

(le B-cclotiolasa [Éstetrabajo

Bnctcriófngos

Ml 3 Vnry el al ¡982



Ill. l‘RlCl-‘ARM‘IONDE CULTIVOS de B.megaten'mn

lll.a.( 'ultívos exponenclnles en medio liquido

l’ara preparar cultivos exponenciales se utilizó el siguiente procedimiento.
A partir de un gliccrolado se sembró haciendo estrías cruzadas con un ansa, (le

manera de tener crecimiento uniforme, una placa de LB que se incubó a 32°C

overnight. l'In los casos de cepas con genes de resistencia, se utilizaron placas a las

que sc agregaron los antibióticos correspondientes .

AI dia siguiente se inundó la placa con aproximadamente 3 ml de medio llquido, y se

resuspemlieron con rastrillo las colonias crecidas. Esta suspensión se homogeinizó

con vortex y sc utilizó como inóculo de un cultivo en medio líquido de manera tal que

la 006mm," inicial fuese ¿0.1. Luego se incubaron los cultivos con agitación hasta
ohtener el crecimiento deseado.

lll.l).( ‘onservación de los cultivos

Las cepas de Rmegaterium se conservaron congeladas con glicerol o como

suspensiones de esporas en agua destilada.

(ilicerolmlns: se agregó glicerol a un cultivo líquido hasta una concentración de 15%

a 20% linal y se guardaron a -20 o -70°C en tubos de vidrio con tapa a rosca o en i

tubos lippcndorl'.

Para tomar una alícuota de un cultivo congelado no es necesario descongelarlo

completamente, puede tomarse una muestra introduciendo directamente en el tubo un

ansa caliente, provocando el (lescongelamiento de una pequeña parte del glicerolado

que se utiliza como inoculo.

Suspension de esporas: se rcsuspendió una colonia de una placa de SNA, medio en el

que Rincgulerium esponllu eficientemente, incubada al menos durante 48 hs para

asegurar una buena cantidad de esporas, en 0.5 ml de agua destilada estéril con 0.2

¡ng/ml de lisozima (Sigma) . Luego de incubar la suspensión 30 minutos a 37°C , se

lavo tres veces centrilïlgando y resuspendiendo el precipitado en agua destilada

estéril. l,a suspensión se conservó a 4”C.



lILc.Preparación de pellets para mediciones enzimúttcns.

l’ara preparar los pellets para realizar las mediciones enzimáticas se utilizaron

CllllthN en fase exponencial (l)() 600 nm aprox. 0.6).
l ns pellets se conservaron a -2() "C hasta el momento de ser utilizados.

l\<'.ENSAYOS('0LORIMETRICOS PARA DETERMINAR PRESENCIA DE
IN( ‘LUSIONES DE PIIB

I\’.n. t 'oloruclt’m fluorescente con Azul del Nilo A (Nile Blue A)

lïl colorante Azul del Nilo A es una oxazina básica soluble en agua y en alcohol

clílicn. l,a l'onna oxazona (Nilc pink) se forma por la espontánea oxidación del Azul

del Nilo A en solución acuosa, y es soluble en lípidos neutros que se encuentran en

estado liquido a la temperatura de coloración. Ostlc y Ilolt.l982.

Procedimiento

Se Coloreo con una solución acuosa al 1% de Azul del Nilo A (Sigma) un extendido

de células. sumergiendo el portaobjeto en jarritos "coplin" con el colorante a 55°C
durante lt) min.

Luego de eliminar con agua corriente el exceso de colorante se lavó con solución

acuosa de acido acético al 8 % durante l minuto y se dejó secar.

Se observo el preparado rehidratado y cubieito con cubreobjeto al microscopio bajo

una longitud de onda (le 460 nm.

Los granulos de I’llli se observaron como paiticulas fluorescentes de color naranja
brillante.



IV.I). (.‘oloración con Negro Sudán B
Schlcgcl ct al. ¡970.

'I'inción en portnobjeto

Se cnhrio con una solución de Negro Sudán B (Sigma) al 0.3 % en alcohol 70 96 un

extendido de células por 10 minutos a temperatura ambiente.

Luego de decolorar con xilol se cubrió con safranina 0.5 % , 1 minuto y se lavo con
agua con'iente.

los granulos de Pili} se observaron al microscopio de color azul oscuro, dentro de
las células teñidas de color rosa con safranina.

'l'inción dc colonias en placa

Se cubrieron las colonias con una solución de Negro Sudán B al 0.02 % en
ateoliol 96 06 durante 20 minutos.

Luego dc remover el colorante se lavaron con lO ml de etanol 96% por l minuto.

Las colonias dc células ricas en l’llB, mantuvieron el colorante y sc vieron azul

oscuras. |,os colonias deficientes en PHB, se vieron de color gris pálido por haber
perdido el colorante.

V. ('UAN'I‘IFIL‘ACION DE PIIB

La cuantificación se realizó mediante un método espectrofotométrico y uno
cromatográlico.

Ambos métodos se basan en la descomposición del polímero y la posterior

conversion del ÍS-hidroxibutiratoen compuestos cuya concentración en la muestra se
cuantilica.

lil método cspcctrofotométrico. que se realiza utilizando filtros dc lana de vidrio

como sopoite. se basa en la conversión del B-hidroxibutirato en acido crotónico, cuya
detcnninacion se realiza midiendo la absorbancia a 235 nm.

Para la determinación cromatografica, la muestra acidificada se somete a metanólisis

para t'onnar el estcr metílico del B-hidroxibutirato. que luego se detennina por

cromatografia gaseosa.
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\'.n. ('l l¡\N'l'll¡I(Í/\(.'I()N ESI’E(ZÏTR()F()TOMETR¡(7ADE PHB

Ward y Dawcs; ¡973

líl l’l ll) y otros l’l lAs pueden ser extraídos de los microorganisnms que los producen
por liidrncai'lmros clorados como el clorol'onno.

Se trato un disco de fibra dc vidrio impregnado con una muestra de cultivo primero

con liipoelni'ito de sodio para degradar la mayor parte (le los compuestos orgánicos, y

luego con Llorolbflllo, quedando el l’llB adherido al disco. Luego se deshidrató el

polímero cn presencia de ácido sull‘úrico a ácidos insaturados 2,3, (en cl caso del

I’llll. acido crotónico), cuya concentración se dctcnninó cspcctrototomótricamente

midiendo la absorbancia del pico característico (para el ácido crotonico es 235 nm).

por Comparacion de áreas entre los picos obtenidos en la muestra y picos obtenidos
con soluciones de concentraciones conocidas.

A I’rcparncir’m de los discos

Se utilizaron filtros de fibra de vidrio dc 2 cm de diámetro, Whatman (‘iF/(ï.

Los filtros se colocaron dentro dc un recipiente con “2804 puro sumergido en un

baño de agua hirviendo. Se usaron IOOml de ácido para 50 discos. reemplazando el

acido usado por nuevo a los 40 y 80 minutos. Luego de 2 lis., se decantó el ácido y

se lavaron los filtros varias veces con agua destilada, dos veces con etanol y luego

con elcr etílico . y se secaron a temperatura ambiente. Los discos así preparados se
guardaron hasta el momento de usar.

ll Armado de los filtros

Se montaron los filtros :lll'ïlVCSátKlOlOScon dos alfileres de acero recubiertos con

capilares de vidrio, pinchados en un soporte.

t ' I’rcpnrnclr'm dc las muestras

Se utilizaron cultivos en l'ase exponencial tardía, crecidos a 32"C en medio LBG. Se

tomaron muestras de l ml, se sedimentaron las células por centril'ugación en una

microcentrífiiga y sc lavaron los pellcts con solución fisiológica. Posteriormente, se

los seco en estul'a a 55"(_‘hasta peso seco constante.

Las muestras secadas se resuspendieron en 0.1 ml de solución fisiológica y 0.] ml

Iiipoclorito de sodio, se colocó la suspensión bacteriana en los discos montados sobre

el sopoi1c y se secaron de 5 a 10minutos a 80°C .
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Luego se agregaron 0.2 ml (le hipoclorito de sodio ¡0%, se incubaron a 37”C durante

l hora y se secaron de 5 a lO minutos a 80°C.

Se agrcgt" varias veces 0.] ml de clorol'ormo caliente (50-60“L‘),para lijar el PIIB al

disco. y se dejo secar.

los discos se sacaron del soporte y sc sumergieron en hipoclorito dc sodio dentro

de un vaso de precipitado a 37°C l hora. Luego se lavaron sucesivamente (los veces

eon agua destilada, etanol, acetona y eter dietílico y se sccaron a temperatura
ambiente

(.‘ada tiltro se colocó cn un tubo dc ensayo limpio agregando 5 ml de “2804

concentrado, se incubaron en baño (le agua hirviendo durante 10 minutos y se dejaron
enli'iar.

I’or ultimo se midió la absorbancia (le la suspensión a 235 nm contra un blanco de

I[7504 concentrado.

l’ara cnantilicar la cantidad de polímero presente en las muestras se realizó una cuwa
patron determinando la absorhancia obtenida al utilizar soluciones de cantidades

conocidas de polímero disueltas en clorolbnno caliente y aplicadas a los filtros

\-'.h.( 'l b\N'|'Il"I(L'A('I()N DF, l’llB I’OR CROMATOGRAFIA GASEOSA

A I’l'cpm'm‘it'uly metam'ilisis de las muestras

Se prepararon pellets de cultivos de las cepas a analimr de la misma forma que para

la (lClCl'tlllllilClÓllcspcctrofotométrica de l’llB. Los pellets fueron luego liolili7ados.

A las muestras preparadas de esta fonna se les agregó lml (le una solución de ¡5%

(le “280.; concentrado en metanol y luego lml de clorol'onno. Esta mezcla se incubó

durante HH minutos a ¡00"C, se agregaron 0.5 ml de agua destilada y se mezcló bien

agitandose vigorosamente durante 20 segundos. Se dejó en reposo hasta que se

separaron las fases y se pasó la fase orgánica a otro tubo. que sc guardó a -20"C

hasta el momento dc la con‘ida cromatografica.

¡{ste tratamiento degrada completamente el biopolimero fonnandose ésteres del acido

É-hidroxihulírico.(Brauncgg et al; 1978)

B Anílisis por cromatografía gaseosa

Los productos de la mctanólisis l'ueron analizados por separación isoténnica en
columna de vidrio de ¡.80 m rellena con ¡0% Carbowax 20M-TPA en Chromosorb
\’\’-:\\\" de malla 80/100.
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Se utilizó un cromatógralb (low-Mac serie 550, equipado con ionizador de llama.

(,‘omo gas transportador se empleó nitrógeno a un flujo de 20 ¡nl/min. siendo las

temperaturas del inyector, columna y detector 180"C, lSO°C y 2l0°C

respectivamente. [,os datos fueron analizados mediante un integrador Spectraphysics.

la cuantificación se realizó por comparación de las areas de los picos obtenidos en

las muestras y en soluciones patrón de concentraciones conocidas.

\’I.l\'1l‘ll')l('l()N DE ENZIMAS DEL METABOLISMO BIOSINTETICO DE
l’llll

\"|.a. MEDIf'ION DE ll-CETOTIOLASA EN EXTRACTOS CELULARES
('RUI)()S

Slem..loseph ll. (l 955)

l,a enzima ll-cetoliolasa catali7a en l'onua reversible la reacción de condensación de

dos moléculas de Acelilcoenzima A (acetil-S-CoA) para formar Acetoacetilcoenzima

A (acctoacctil-S-CoA) y coenzima A (CoA-SII).

2 Acetil-S-CoA (--------> Acetoacetil-S-CoA -I CoA-Sl-l

lil ensayo enzimático se basa en la propiedad de los aceloacetil tioesteres, como el

acetoacetil-S-CoA, de exhibir una absorbancia característica en el rango de 280 a

320 mp a pl I alcalino, debido a la formación de un enolalo, favorecida en presencia

de iones Mgt I . Al clivarse el acetoacetil-S-CoA por acción de la enzima, disminuye

la absorbancia de la muestra en forma proporcional.

A l‘repnracir’mdel extracto crudo

Se utilizaron pellets provenientes (le la centrifugación de 10 ml de cultivos

exponencialcs de las cepas crecidas cn LB o LBG.

El pellet se lavo con agua destilada estéril y luego se resuspendió en l ml de bufTer

de reacción :‘l'ris-llCl lO mM. Mg Cl2 40 mM, D'l'T (Signa) l mM.

las células se rompieron por ultrasonido utilizando un desintegrador ultrasónico

(Soniprcp ¡50 MSR), con una punta de 9.5 mm.

I’ara ello se sometió la muestra sumergida en hielo a 2 pulsos de lS segundos cada

uno (amplitud aproximada: lO micrones ). Luego se centrifugaron las muestras en frío
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a ltl.()t)tl rpm , ti'ansliriéndose el sobrenadanle a un tubo limpio que se conservó en
hielo hasta cl momento de la determinación .

l! Determimwii'm de la actividad (le fl-cetotiolasa

Si: colocaron cn tubos de vidrio limpios las siguiente soluciones:

MUESTRA BLANCO

Muller de reacción 1.5 ml 1.5 ml

Acctoacctil-S-(.‘o/\ 8 mM 10 ul 

l‘ïtracto cuido lO pl 
Aqua destilada 1.43 ml 1.44 ml

Se incubaron 2 minutos a 30°C y se midió la absorbancia a 303 nm (inicial)

Luego se agrego

(‘nA-Sll ¡xl-l mM 50 ul 50 ul

Inmediatamente se midió la absorbancia a 303 nm. y sc continuó midiendo a

intervalos de unos IS a 30 segundos , durante un total de 5 minutos o hasta observar
evtalvili/aeión de la absorbancia.

Las: unidades dc enzima se calcularon considerando que l unidad causa una

(llSlllltIllclÓllde 0.0] cn Ia absorbancia a 303 nm por minuto a 25°C.

¡"I acetoacctil-S-CoA y la cocnzima A se adquirieron en Sigma.

VU). l\=ll",l)|('l()N DE /\(_‘E'I‘()/\C_ÏE'I‘IL-COAREDUCTASA EN EXTRACTOS
('I'ZIJ lLARICS (‘RI ¡DOS

la enzima Acetoacctil-CoA rcductasa calalim en forma reversible la reaccion de

iixidm;ión-reducción de Acctoacctilcoenzima A (AcetoacetiI-S-CoA) y NADPH para

l'ormar |)-(-)-3-hidroxil)utiril-CoA .

Accionectil-S-(ÏoA -t NADPH (--------> l)-(-)-3-hidroxibutiril-CoA I NAD(P)'*
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liste metodo es una modificacion del método descripto por I,ynen and Wicland

(l 05‘). propuesta por Schubert et al (l 988).

l‘Ïoel ensayo utilizado se detennina Ia velocidad de desaparición del NADPH. lïste

presenta un pieo de absorbaneia a 340 nm, cuyo valor disminuye proporcionalmente
al (ir-(¡darse a NADP.

A Preparación del extracto crudo

Se utilizaron pellcts provenientes de la centril'ugación de 100 ml de cultivos de las

cepas crecidas en LB ( cuyos extractos crudos contenían aproximadamente 5 mg

proteína fnil).

Los pellets se conservaron a -20“C hasta el momento de ser utili7ados.

l'ai a soniear las muestras se resuspendieron en buchr fosfato de potasio 100 nlM, plI

7. ( Sehuheit ¡988) al que se agregaron DTT l mM, EDTA l mM, y PMSF l inM

para evitar la oxidación y la acción de proteasas presentes en la nulcstra.(l’coples and

Sinskcy ¡989:1)

las celulas sc rompieron por ultrasonido utilizando un desintegrador ultrasónico

(Soniprep ¡50 MSIÉ), con una punta de 9.5 mm.

l’ara ello se sometió la muestra sumergida en hielo a 2 pulsos de l5 segundos cada

uno (amplitud aproximada: lO micrones). Luego se centrifugaron las muestras en l'rio

a 100.000 g durante l h ( se utilizo un rotor Beckman SW55 Ti a 38000 rpm).

completando el Volumen de muestra a 5 ml con aceite mineral.

La suspension elarilicada obtenida se transfirió a un tubo limpio, que se conservó en
hielo hasta el momento de la determinación .

I} Heterminneir'm de la actividad de AcetoacetlI-COA reductasa

la mezcla de reaccion utilizada contenía los siguientes componentes:

'l‘i'is-l lCl ¡00 mM pll 7.8 .98 ml

NADI’II 25 MM 2.5 pl

li‘draeto eiudo lO a 20 pl

Se midio la ahsorhancia a 340 nm contra un blanco de bulÏer 'l'ris-l lCl ¡00 mM hasta

observar la estabilimción de la lectura, y luego se comenzó la reacción mediante cl
agregado de
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AcetoaceliI-S-CoA R mM IO pl

Inmediatamente se midió la almorlmneia a 340 nm, y se continuó midiendo a

intervalos de unos ¡5 a 30 segundos . durante un total (le 5 minutos o hasta observar
cïltll‘lilltlclóll de la absorbancia.

las unidades de enzima se calcularon considerando que l unidad causa una

disminución de 0.00] en la ahsorbancia a 340 nm por minuto a 2()"C.

'I'odns los reactivos utilizados se adquirieron en Sigma.

\"I.c. DE'I'ERMIN/\(.'I()N DE LA (_'()N(Ï,'ENTRA(’ÏI()NI)E PRO'I'EINAS

Se realizo segun el metodo de Bradford modificado, o el método de Lowry.

Método de Bradford (Bradford, |976)

I"nlie <0 y ¡50 ul de extracto crudo se incubarou por 15 minutos con 0.5 ml de

reactivo de llradlord y agua destilada hasta completar lml. La cantidad de proteínas

se estimo de acuerdo a una cun/a dc calibración hecha con BSA (Sigma fracción V).

Mótmlu de Lun-"ly (Lowry, l‘)5]) (Folin. 1927)

Se utilizaron entre If) y ¡00 ul de extracto crudo, a los que se agregó agua destilada

para completar 0.5 ml, y los reactivos empleados para este ensayo, utilizando un
volumen linal de 3.25 ml.

la cantidad de proteínas se estimó de acuerdo a una curva de calibración hecha con

USA (Signal Ii'acción V).

VII. I’UES'I'A A PUNTO DEL RASTREO DE CLONES CON ACTIVIDAD

DE ll ('E'I'O'I'IOLASA DE BIBLIOTECAS GENOMICAS DE BJncgateríum
EN ÍÏJ'HIÍ

Iin los rastreos por actividad enzimática dc bibliotecas genómicas, normalmente no se

hacen ensayos imlividuales sino que se procesan los clones por grupos . Se analizó la



posibilidad dt aumentar la cantidad de clones por grupo que se utiliza habitualmente,

para disminuir el tiempo empleado en el rastreo.

Se mwclaron celulas de ¡{mega/erium y 11'.coli, utilizando distintas proporciones de

cultivos congelados cuya cantidad de células por ml se habia detenninado

previamente. y se procesaron las mezclas para medir la actividad enzimática de

manera idéntica a la utilizada para los cultivos de una sola cepa.

\'l||. RAS'I'REO DE CLONES (“ON ACTIVIDAD DE ll-(‘E'I'OTIOLASA DE

Ill |l|,l()'l'l".( ‘AS(lENOMK'AS DE Rmegaten'wn EN Ecalí

Se disponía de bibliotecas genómicas obtenidas por digestión del cromosoma de

ÍiJNé’gNIH’ÍlImcon las enzimas de restricción Pst l y BamH l, y posterior ligado de los

ti'agmentos obtenidos con el plásmido pllV33 cortado con las mismas enzimas.
Dichas bibliotecas l'ueron gentilmente facilitadas por la Dra. l’atricia Vary de la
Universidad de Illinois, EEUU.

l’ara el rastreo se utilizaron las bibliotecas obtenidas por digestión con la enzima l’stl.

que se describen a continuación.

Biblioteca clones 'l'etR clones TctR AmpS % inserción

BMpB-H 3155 2841 90
BMpÏÚ-ZO 3760 3283 90

liMpÏl-Zl 3381 3014 89

Se hicieron diluciones seriadas de cada una de las bibliotecas genómicas que se

deseaban rastrear, y se sembraron en placas de LB tetraciclina 20 pg/ml para realizar
el recuento de células.

l'na vez tituladas, se sembraron alícuotas de las bibliotecas en placas del mismo

medio de manera de obtener aproximadamente 100 colonias.

lín cada caso se sembró un número de placas que pennitiera obtener un número de

colonias entre 20 y 50 % mayor al número de clones total de cada biblioteca.

Se hicieron réplicas con terciopelo de todas las placas, se resuspendieron las colonias
de cada una . y las suspensiones se ccntrifugaron y se procesaron para medir la
actividad de ll-cetotiolasa.

Al detectar una muestra con actividad enzimática, se buscó la réplica de la placa

enITespnndienlc. y se procesaron las colonias en grupos de lO.

I’inalmente se realizaron cultivos individuales de cada una de las colonias integrantes

del grupo que presentaba actividad, para identificar el clon productor de B
cctnliolasa.
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IX. 'I‘RANSI'T)Rl\'l¡\('l()N DICI‘RO'I‘OI’LAS'I'OS DE LA ('ICI‘A I’V447

|.\.a. ()B'I‘l".N(‘ION DE I’RO'I‘OPIJAS'I‘OS

l‘n cultivo overnight dc la cepa en placa dc medio RHAF se utilizó como inóculo

para un cultivo exponencial en el mismo medio líquido.

I)i|ucinnes seriadas al décimo del mismo se sembraron en medio SNA para hacer el

recuento de células totales, y luego se centrilirgaron 10 ml del cultiw

I'csuspcrtdicndo las celulas en 0.8 ml de bulTer HAF con el agregado de lisozima 200

¡rgs'rnl Luego de incuhar durante ¡5 minutos a temperatura ambiente se diluyó la

mezcla agregando 4 ml dc RHAF.

Se sembraron alícuotas de la suspensión de protoplastos en medio selectivo para el

Control de sensibilidad a antibióticos; en medio SNA, para determinar la cantidad de

celulas no protoplastizadas. y por último se sembraron diluciones en medio de

regeneración. para determinar la eficiencia de protoplastización.
IXJ). ’I'RANSI‘ORR-IACION

Se inculmron 0.5 ml de los protoplastos obtenidos en el paso anterior con 50 a ¡00 ul

de DNA plasmídico disuelto en buller TE y 1.5 ml de PEG (PM=‘8000) (Sigma) 30%

en IMF durante 4 minutos a 37"C, y luego se diluyeron agregando 4 ml de RI lAF.

la suspension se ccnlrifltgó, resusperuliendo el pellet en l ml de RllAF. que se
incuho durante 2 lis a 37”C con agitación.Se sembraron alícuotas de la suspensión

directamente cn medio Rl IAF con el agregado de antibióticos.

Para la transl'ormacir'mcon el plásmido pTV54 se utilizó como medio selectivo RHAF

lrxlraciczlinzt ll) ttg/ ml

X. Ull'l'lrth‘ION DIC INSER("I()NES DEL TRANSPOSON Tn9l7 EN El,

( ‘RUMOSOMA DE BJnegaterimn PV447

X.a. Introducción de pTV54 en BJncgaterium

(.‘omo vector de transposición se utilizó el plasmido p'l'VStl, que sc introdujo en

Iinwgutw'mm mediante transformación de protoplastos.

Se transformó la cepa PV447 con una preparación de este plásmido. seleccionando
los trarrsl‘ormantes en LI} tetraciclina.

l,os transl'ormantes se rccstriaron dos veces en el mismo medio y se utilizaron para

inocular cultivos en medio liquido. A partir de estos cultivos se realizaron

extracciones de plasmido que se analizaron por electroforesis en geles de agarosa.



XJ). I'lliminacii'mdel vector de transposición

’ara eliminar cl plasmido pT\-"54 se utilizaron dos métodos basados en la pérdida del

plasmido por crecimiento a temperatura restrictiva: sucesivas incubaciones en medio

líquido. y réplicas en medio sólido. Ambos métodos son adaptaciones de un

protocolo diseñado para eliminar el plásmido p'l'Vl de B..mblilis.('Youngman P..
l‘)87)(l}ohall N., l986)

XI). l. Eliminación en medio liquido

Se sembró una placa de LB conteniendo tctraciclina, lincomicina y eritromicina (LB

l'ÏIÍl') con un "glicerolado" de BJnegarerium I’V447 transformado con pTVS4, que se

incubo durante toda la noche a 30°C. Esta placa se utilizó como inóculo para un

cultivo de 25 ml en medio LB con los mismos antibióticos, que sc incubó a 30°C con

agitación hasta una [10.600nm -»0.7. Se agregaron 2.5 ml de este cultivo a 50 ml de

ll} con eritromicina y lincomicina ( LBEL), que se incubaron a 44°C durante 4 hs.

Finalmente se utilizaron lO mi de este cultivo para inocular lOO ml del mismo medio,

que se incubaron durante toda la noche a 44°C.

De cada uno de los cultivos se tomaron muestras que se utilizaron para medir la

l).().(,00nm y hacer recuentos de células.

Sc realizaron diluciones seriadas al décimo de las muestras, que se sembraron en LB,

para dctcnninar el número de células totales, y en LB tctraciclina (LBT) y LBliL ,

para calcular la proporción de células con plásmido y con transposón
respect ivamcnte.

X.b.2. Eliminación en medio sólido.

Se preparó un cultivo exponencial (l).0.600nm = 0.7) en LBELT (le la misma manera

que para la eliminación en medio líquido. Este cultivo se congeló a -20"C con el

agregado de glicerol 15%. Se hicieron diluciones del cultivo congelado, que se

sembraron en placas de LBl‘Ïl, incubadas a 43°C, para detenninar la cantidad de

inóculo necesaria para obtener el número de colonias deseado. Se sembraron 300

placas de l,lil€l, con una cantidad de cultivo tal que pcnniticra obtener unas 400

colonias por placa, y sc incubaron a 43°C durante 48 hs.

Se hicieron replicas con terciopelo de todas las placas a placas del mismo medio, que
se incubaron cn las mismas condiciones.Paralelamente se hicieron réplicas de ¡5 de

las placas iniciales a l,l3l€l, y LBlíLT, que se incubaron a 43”C. para calcular el

porcentaje de pérdida de plásmido.
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.\'.c.. Rastreo de mutantes Pl IB entre los transpuestos

Se tiñcron mediante coloración de negro sudan las réplicas de las placas originales, y

se pasaron las colonias que dieron coloración más clara a placas de LBIÉL, que se
incubaron a 32‘17. Muchas dc las colonias transferidas no crecieron. ¡Enestos casos

se buscaron las colonias correspomlienles en las placas originales, y se ti'anslirieron a

nuovas placas (lc LBlïL.

listas colonias sc sembraron por réplicas en LBEL y a MM con bajo contenido de N

suplementado con glucosa. Todas las placas fueron incubadas a 32°C, y luego de ser

tcñidas con negro sudan se transfirieron las colonias que dieron coloración mas clara.

nuevamente a l,|3l5l, , y se incubaron 48 hs a 32°C.

Para finalizar Ia caracterimción del contenido de I’I-IB por tinciones se hicieron

coloracioncs dc negro sudan cn podaobjctos de todas las colonias crecidas en esta

placa .

Para asegurar la pérdida del plásmido se hicieron nuevos pasajes de las colonias con

inserciones que aparentemente producían poco Pl ll) en placas de LBEL a 43°C, y se

conlirmó la pérdida del plámido por ausencia de crecimiento en réplicas a placas con
letraciclina.

XI. ()B'l'l€N( 'ION DE LISADOS DEL FAGO MP1.)

las copas utilizadas para la infección fueron crecidas en SNB a 32°C con agitación

fuerte. hasta alcanzar la fase exponencial.

’ara obtener un lisado se tomaron alícuotas de 2 ml de cultivo a los que se agregaron

0.2 ml de diluciones decimales (le un lisado de fago MPH proveniente de la

inlección de la cepa l’V447 . Las suspensiones de fagos y bacterias se incubaron a

32”C con agitación lenta (45 RPM) durante la noche (16 a 18 hs). Se eliminaron las

bacterias de los lisados por filtración a través de filtros Milipore (poro 0.45 pm). Los

lisados obtenidos se tilularon y se conservaron a 4°C con el agregado de glicerol 7%

p/v. (Vary; ¡979)

Xll. 'I'I'I‘UIJMÏION DE LISADOS DEL FAGO MPlJ

Los lisados de lago obtenidos se tilularon por el método de gotas en placas

utilizando la cepa PV447 crecida hasta llegar a fase exponencial en medio SNB como
bacteria sensible.
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l’ara ello se sembraron gotas de 5 ul de diluciones seriadas al décimo del lisado

sobre un césped de bacterias sensibles, se incubaron las placas en estufa a 32"C

durante toda Ia noche y se contaron las playas de lisis en el lugar donde se depositó

cada gota. liiualmenle se calculo el título de la suspensión de Iago teniendo en cuenta

el volumen y la dilución dc la suspensión sembrada en cada gota que permitía contar

el numero de playas de lisis.

XIII. 'I'RANSlHKT 'l()N DF, LA ('EPA UBA 30-2! A LA ('EPA PV447

Se creció la cepa receptora hasta la fase exponencial en medio mímimo de
transduceit'm (MM'I‘).

lil lisado transductor. un lisado obtenido por infección (le la cepa UBA 30-2] de

título '10”. se trató eon luz ultravioleta a una intensidad de 5.2 Joulc/mZ por s,

durante l5 segundos.

Se mezclaron en un tubo de ensayo 0.3 ml del ClllllVOde la cepa receptora con 0.3

ml de tina dilución al décimo del lisado tratado en la forma descripta para obtener una

Inulliplicidad de infección de aproximadamente l. Se dejó adsorber el l‘agodurante lO

minutos a temperatura ambiente y luego se plaqueó la mezcla en el medio de

seleccion: placas de MM'I' suplemenladas con los antibióticos erilromicina (5 pgi'ml)

y lincomieina (250 ug/ml). Se incubaron las placas a 32”C en estufa. Los

ll';lr<(lllcl:lltlcscomenzaron a aparecer a las 24 hs y se contaron luego de 3 dias .

(Vary; ¡079)

AIlernalivamente se sembraron juntos directamente sobre la placa de medio selectivo

los 0.3 ml de cultivo y (le suspension de lago , y luego se procedió como se indicó
antcrionnenl e.

XIV. CX’I'RACC'IONDE PLASMIDOS

Se utilizaron protocolos basados en el método dc Bimboim y l)oly.

.‘\'l\".a. I’RO'I'OFOLO l (utilizado para extraer plasmidos (le cepas de RMN/lis.
Iinn'gulw'ium y Eco/i )

Para las especies de Bud/lux los pellets provinicron de cultivos exponenciales y (le

cultivos overnight para E.coli. Los mismos se conservaron a -20°C hasta el momento
(le ser utilizados.



I-Ilsiguiente protocolo tiene las cantidades de reactivos para un pellet proveniente de

5 ml (le cultivo. Para obtener mayores cantidades (le DNA se utilizaron pellcts

provenientes de 50 hasta 500 ml de cultivo, aumentando las cantidades de reactivos

¡u-nporciona lmente.

tin pellct de 5 ml de cultivo sc resuspcndió en 200 ul de solución l (sacarosa 20%.

'l'ris-llCl 25 mM pll 8, EDTA lO mM pII 7.5) con el agregado de lisozima 200

ing/ml, y se incubó a 37°C durante 30 minutos.

Luego (le dejar reposar 5 minutos a temperatura ambiente se agregaron 400 ul de

solucion II ( NaOll 0.2 N. SDS 1% ), se incuhó 5 minutos en hielo, se agregaron 300

ul de solución lll ( AcOK 3M pl-l 4.5-4.8 ) , se incubó nuevamente en hielo 15

minutos, y se centrifugó a l 1000-12000 g durante lO minutos.

Se pasó el sohrenadanle a un tubo limpio, se agregaron 600 pl de isopropanol y se
ineubó a -20 "C durante l a 2 hs

Se cenlril'ugo (le la misma manera que antes, descartando el sobrenadanle. El pellet

bien escun'ido se resuspendió en 200 ul de buffer TE, y se agregaron 6 ul de AcONa

3M pll 6 y 400 ul de etanol absoluto. La mezcla se incubó desde 2 hs a toda Ia noche

a -20"C y luego se ccntrilïtgó nuevamente en las condiciones antes descriptas.

Altemativamente se hizo un tratamiento para eliminar el RNA antes de agregar el

¡\c()Na y el etanol.

lïl pellet obtenido se resuspendió finalmente en lO a 20 ill de bulÏer 'I'E.

Para eliminar el RNA se incubó el DNA resuspendido en buffer 'I‘E luego de la

precipitación con isopropanol con RNAsa A con una concentración final de 50 ing/ml
a 37"(7 durante 30 minutos.

Para eliminar la RNAsa y las demás proteínas presentes en la preparación se hizo una

extracción con l‘enol:clorofonno:isoamílico 25:24:] (el fenol saturado con 'l'ris llCl

pll 8). y luego con clorol'onno:isoamílico 24:1.

Luego se precipitó la fase acuosa agregando AcONa y etanol como se indica
anteriormente.

XIVJ). PR()'I'()(.'()I,() 2 (utilizado para extraer el cósmido pVKl 02 y sus derivados)

A partir de una placa de 24 hs se hizo un cultivo overnight de Ecoli conteniendo el

cósmido en LB con antibióticos, y éste a su vez se utilizó para inocular l litro del

mismo medio que se incuhó overnight.

lil cultivo se centrífugo a 3000 mm y el pellet obtenido se resuspendió en 36 ml (le

solucion l ( ghICosa 50 mM, Tris-llCl 25 mM pll 8, FDTA IO mM ), a los que se
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agregaron 4 ml de lisozima a una concentración de 4 ing/ml disuelta en la misma

solución. La mezcla se ineubó dumnte 10 minutos a temperatura ambiente.

Seguidamente se agregaron 80 ml de solución II ( NaOl-I 0.2 N, SDS 1% ), se mezcló

por inversión y se ineubó en hielo durante 10 minutos.

Luego sc iltcm‘pot'arun40 ml de solución de AcONa 3M pH 4.8 ti'ía, mezclando por

inversion y se dejó reposar en hielo al menos durante ¡5 minutos.

Se eenlrilitgo la mezcla a 12000 ¡pm durante 30 minutos y se filtro cl sobrenadante

utilizando un trozo de gasa estéril.

A partir de aquí se utilizaron dos variantes.

Variante A: se utilizó para las extracciones dc cósmido utilizadas para los analisis de

restricción y la visualización en geles.

\='ariante B: se utilizó para extraer el cósmido pVKlOZ para sr utilizado en

experimentos de clonado.

Variante A

AI sobremdante obtenido anteriormente se agregaron 0.7 volúmenes de isopropanol a

-20"(.'. que se mezclaron por inversion.

Se dejo reposar a temperatura ambiente durante 15 minutos, y se centriñlgó a 10.000

¡pm a temperatura ambiente durante 30 minutos.

lil pellet obtenido se dejó secar al aire y se resuspendió en 10 a 20 ml de buffer TE.

Se extrajo la muestra una vez con un volumen de fenol ácido ( fenol saturado con

Ac()Na 50 mM pH 4 ) y una vez con un volumen de clorofonno isoamílico 24:1.

Dos Voh'nnenes de etanol absoluto se agregaron a la fase acuosa, se incubó 2 hs a 

20"C o 15 minutos a -70 °C y se centrifugó a 10.000 rpm durante lO minutos.

l'ïl pellct obtenido se escurrió, se lavo con etanol 70%, se secó y se resuspendió en 2
ml de butÏcr 'I’Ii.

Para eliminar el RNA se ineubó la muestra I'esuspendida en TISdurante 30 minutos a

37"C con RNAsa concentración final 50 ¡tg/ml. Se conservó la preparación a 4 grados

Variante B

Se extrajo el sonbrenadanle obtenido anterionnente una vez con un volumen de fenol

acido ( I‘cnol saturado con AcONa 50 mM pH 4 ) y una vez con un volumen de

clorot'onno isoamilico 24:]. La fase acuosa se precipitó agregando 0.7 volúmenes de

¡Supl'ttptllmia -20"C, que se mezclaron por inversión. Se dejó reposar a temperatura

ambiente durante IS minutos, y se centrililgó a 10.000 mm a temperatura ambiente
durante 30 minutos.



lïl pellet ohleuido se resuspendió en 7 ml de TF, conteniendo NaCl 100 mM. y se

paso por una columna de Sepharosa Cl, 4B (Phamiacia) equilibrada con el mismo

hull'er. Se recogieron fracciones de l ml.

Se analizaron las fracciones mediante electroforesis en gel de agarosa 0.8% en buffer

'l'.=\l'I.y se eligieron las fracciones con mayor contenido plasmídico, que se incuharon

2 hs a 37"C con cl agregado de RNAsa 50 ¡tg/ml. Se conservó la preparación a lt
grados.

.\\". lCX'fRM '(V'lONDE DNA GENOMICO de B.megaten'um
llull ct al l93]

Se centrifugo un cultivo exponencial crecido en l litro de LB. el pellet se lavo con

'l'li. y se resuspcndió en lO ml de solución l ( sacarosa 25%. Tris-llCl 50 mM pll 8.

Iïl)'l‘¡\ l mM ) en hielo. Se agregaron 0.25 ml de lisozima a una concentración de 40

ingr'mlen solución l , y luego de 5 minutos se adicionaron secuencialmente: 50 ul de :

proleinasa K 20 ing/ml recién preparada, 2 ml (le EDTA 0.5 M y ¡.25 ml de

Sarkosyl |0"’o. ¡mezclando bien luego dc cada agregado. Se dejo la mezcla en hielo

hasta completar la lisis (unas 2 hs), se cubrió el luho con papel de alumunio y se
incuho a SWC durante toda la noche.

¡\ partir de aquí se trato la muestra de dos maneras diferentes: se cenlrifugó en un

gradiente de (‘sCL para obtener DNA de alto peso molecular para el clonado en

p\"l\' l 02, o sc precipitó con etanol luego de extraer las proteínas con fenol.

t lradionte (le ('s(.'l

/\ 5.42 ml de muestra se le agregaron 88.26 g (le CsCl y 70 ml (le TE. Se ajustó el

indice de retracción, agregando bulTer o sal según con‘espondiese,a l .394.

Se eentriliigó la mezcla en el rotor vertical Sorvall TVBGSBa 52.000 rpm durante 20

hs, y se recogió con una punta de micropipeta de l ml con el extremo cortado una
handa difusa cercana al fondo del tubo. El material asi obtenido se (Iializó durante

toda la noche contra 500 ml de bufler TE, y luego se cambió el bulTer, dialimndo

48hs mas, esta vez utilizando l litro (le buffer. El peso molecular del DNA se analizó

en geles de agarosa 0.4%, y se conservó a 4°C.

Precipitación con etanol



Se extrajo la muestra con un volumen de fenol:clorol‘onno:isoamílico 25:24:] (el

l'enol saturado con 'l'ris HCl pll 8). y luego con l volumen de clorofomto:isoamilico
Z'lzl.

luego se agregaron a la fase acuosa 2 volúmenes de etanol absoluto, depositados

suavemente sobre la superficie, de modo que quedasen 2 fases. Se tomó el DNA de
la intert'asc enrollandolo suavemente en una varilla de vidrio este’ril. Posteriormente

se lavo el DNA enrollado en la varilla dejandole caer etanol 70%, se dejó secar y se

restrspendio el DNA sumergiendo la varilla en un tubo Eppendorf con l ml de hufTer
'I'I'I a -l"C. durante toda la noche.

XVl. (‘()R'I'E DE DNA CON ENZIMAS DE RESTRICCION Y ANALISIS EN
(:lCHCS DICAGAROSA

Se utilizaron enzimas de restricción de varios fabricantes. principalmente GIBCO

BRL, Boehringer y Sigma.

Se digirio el DNA con la/s enzima/s de restricción adecuada/s según las indicaciones

(lel lubricante. aumentando el tiempo de incubación en los casos en que se utilizó

gran cantidad de DNA hasta toda la noche.

lil DNA digerido se corrió en geles de agarosa en utilizando el mismo buffer
para la corrida.

Para las corridas de fragmentos pequeños y plásmidos sin cortar la concentración de

agarosa utilizada en los oeles fue de entre 0.8 y 1% , y las condiciones de corrida
utilizadas l'ueron (le 75 a 100 volts durante 3 a 4 hs.

’ara liagtnentos grandes. cósmidos y DNA cromosomal se utilizaron geles de agarosa
0. l"'n. cot1’idos durante toda la noche a 15 mA, o durante 5 hs a una intensidad de

con'icntc de 25 a 30 mA.

Como patrones de peso molecular se utilizó DNA del fago lambda cortado con

llindlll. DNA del lago T4 y li'agmentos de restricción de fago lambda de alto peso

molecular (48.5 a 8.3 kb) ( GIBCO BRL).

Una vez finalizada la corrida electroforética, los geles se tiñeron por inmersión en una

solucion de lïtBr (Sigma) 50 ¡lg/ml durante 20 a 30 minutos a temperatura ambiente.
I'ÏlDNA se observó en un transiluminador de luz ultravioleta de 320 nm (Photodyne).

y los geles se t'otog'aliaron utilizando una cámara polaroid con filtro rojo y película

blanco y negro (Polaroid 667)



XVII. ()B'I'EN("I()N DE FRAGMENTOS DE DNA A PARTIR DF,

I’LASMIDOS PARA USAR (‘OMO SONI)AS

I’m-nlos experimentos de hibridización sc utilizaron sondas que hibridizamn con cl

lrunsposm 'l‘nQI7 y con los genes ¡7111).

NHL”. Sundn para 'I‘n9l7

Se utilizó un fragmento (lc 900 bases obtenido por digestión del plásmido p'l’V54. que

sc muestra en la figura 2 con la enzima Hindu].

¿6.1
I l
o 1 3/ gg

lbn! / FRAGMENTO
UTILIZADO COMO

SONDA

{‘11

FIGURA 2



XVI“). Sondas (le genes phl) (le .Il.eulrophus

Se utilizaron diferentes fragmentos de plásmidos que contienen los genes phb de

.i.<lmm¡>lm.v:

H plásmido p'l'ZlRl‘. que se muestra en la figura 3. contiene las tres enzinms del
comino metabólico.

PVH ll 7.4t

“9| tt 7.041Pvu II 0.9t!\
ru Innt"

fl orig’m\
[.‘Ín: ( ‘Sal l G.5!

e“ | “a L__ pfznu-nua
¡1Mi a JQE 0.50 Kb

Putl 0.307:
Kpn i 0.23 I.

Pvu II 6.01

P t l n f
n 6' ? [Jl/u A T7 promotor\/

aut I 5.30 p/qu}

en! t 4.95 " 3'“

Figura 3

los plásmidm pSK2696 y pSKZGGOson vectores bluescript (figura 4A) a los que se les

han insertado diferentes fragmentos de esta región.

I‘Énla figura tt se muestran los fragmentos insertos en estos plásmidos.
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¡4-4 hd CII ¡1.4 M I-I — M SM

Silla!
8-4 l 047 '1
¡MILuL

Pi|I.¡)/'__mua /
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PI! I 9.52

l‘IáRmidnpSK2696 : es un vector bluescript que lleva inseno un fragmento Sma I Apa

l dc 3.5 kh señalado en la figura en el plásmido pTZlSU-PHB (figura 4B) entre las

letras ,-'\y C.

I‘lásmidn pSK 2660: es un vector bluescript que ¡leva inseflo un fragmento Sal I EcoR I

de 2.] kh señalado en la figura entre las letras B y D en la figura conespondienle al

plásmido p'l'Zl RIÍ. -I‘HB (figura 4 B).

FIGURA 4A

FIGURA 41-3



los li'agmentos utilizados fueron:

¡tt ‘n li'ngn‘tetllude 5.5 kb del plásmido p'l'ZlSU-l’lIB obtenido por corte con Baml ll _\'

l'cnR l. que contiene las tres enzimas del camino metabólico del Plll] .( figura 3 )

ii) I‘n fragmento de 3.5 kh del plásmido pSK2696 digerido con .-\pal y Bamlll. que

contiene cl gcn de la polimerasa _\'una parte del gen de la B-cetotiolasa. ( figura 4.

liagtncnto .-\-(‘ )

iii) l’n tragtucnto de 950 bases obtenido por digestión con Pvull del mismo plásmido.

que Contiene una parte del gen de la polimerasa. ( figura 4. fragmento X-Y )

it')l‘n fragmento de 2.] kh del plásmido pSK2660 cortado con Apal y licoRl. que

contiene el gen de Ia reductasa _vparte del gen de la B-cetotiolasa. ( figura 4. fragmento
ll-l) )

X\'ll.c. Sonda de fl-cetottolasn (le Bmegaterium

Se utilizo un li‘agmento de entre 3.3 y 3.5 kb obtenido por digestión con las enzimas

l’stl y Clal del plásmido pl3Me3. que contiene el gen de la B-cetotiolasa de

l}."¡agotar-nun. l,a elección y descripcion de este fragmento se discute en resultados.

XVIII. RECUPERACION DE LOS FRAGMENTOS DE LOS (¡ELES DF,
..\(.'.\R()S.\

Para cluir fragmentos de DNA de un gel, se localizaron las bandas a eluir luego de la

electroloresis. se cortaron trozos pequeños del gel conteniendo los fragmentos de DNA

deseados. y se colocaron dentro de tubos eppendorf con un orificio en la punta.

interculando unas hebras de lana de vidrio entre el orificio y el trocito de gel para

impedir cl paso de la agarosa. Estos tubos con los fragmentos de gel se colocaron dentro

de tubos vacíos. y se ccntrifugaron juntos a l 1.000 rpm durante 30 minutos en un rotor

Ilcckman .IAZO. lil líquido contenido en la agarosa. con el DNA disuelto. pasó a los

tubos inferiores. y el DNA se recuperó precipitándolo con 2 volúmenes de etanol.



XIX. 'l'RANSHCRENClA DE DNA GENOMICO A MEMBRANAS DE NYLON

Southem li.(l‘)75)

Las muestras de DNA a analizar se cortaron con las enzimas de restricción adecuadas

y se sometieron a eleeroforesis en un gel de agarosa de ll x ¡4 cm. Una vez

finalizada Ia eon'ida sc desnaturalizi’) el DNA del gel sumergiéndolo en 400 ml de una

solución de NaCl 1.5 M, NaOll 0.5 M, durante 40 minutos con agitación muy suave,

y luego se renaturalizó repitiendo el tratamiento con una solución de NaCl 1.5 M,

'I'I‘is-llCl ll\-l pll 8.

l'na vez realizado este procedimiento, se annó el sistema de transferencia de la

manera que se describe a continuación.

Dentro de una fuente de vidrio de poca profundidad se colocó una placa de vidrio de

tamaño mayor que el gel a transferir, apoyada sobre tapas de cajas de l'etri para

separarla del fondo. Sobre la placa de vidrio sc colocaron varios trozos de papel de

filtro Whatman lll o similar mas largos que la placa, de manera que los extremos del

papel tocaran el fondo de la fuente. Sobre los trozos de papel de filtro se apoyó el

gel. con los poeillos de siembra hacia abajo, y sobre éste un trozo de membrana de

nylon (Sigma N" N-l 264) cortada del mismo tamaño que el gel, tomando la

preeaueii'm de eliminar las burbujas entre el papel y el gel, y entre éste y la

membrana. Luego se colocaron varios trozos de papel de filtro sobre la membrana.

una pila de servilletas de papel, y por último una placa de vidrio y un recipiente con

l litro dc agua para mantener la pila bien compacta.
Se colocó el bulfer de transferencia. SSC 20X, en la fuente de vidrio hasta una altura

de l em. se selló el espacio entre la placa inferior de vidrio y el borde de la fuente

con película de polietileno para minimizar la evaporación del bnlfer, y se dejó

transferir por capilaridad durante toda la noche a temperatura ambiente.

lina rex. finalizada la transferencia se desarmó el sistema, sin despegar la membrana

del gel. se marcó con un lapiz la ubicación de los pocillos de siembra sobre la

IHCIHlN'tlllil.se desprendió el gel y se Iavó la membrana durante 10 minutos en 200 ml

de SSC con agitación lenta. Finalmente se fijó el DNA a la membrana homeándola

entre papeles (le filtro a 80°C durante 2 lis.

XX. MARCADO NO RADIOACTIVO DE SONDAS CON BIO'I‘INA

Se utilizó un sistema de incorporación de nucleótidos biotinilados por "nick

translation" : llioniek Labeling System (GIBCO BRL).

lïste sistema utiliza la DNA polimerasa I para incorporar deoxiadcnosina trifosfato
biotinilada al DNA. Se marcó la sonda siguiendo las indicaciones del fabricante, y

luego se puritieó mediante dos precipitaciones sucesivas con 1/10 volumen de
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M (Wa ¡M y 3 voli'lmcncs (lc clanol absolnlo. incuhando cn cada caso la mezcla a 
.7” ’(' (IUHIIIÍC¡5 minutos o a -20“(,‘ (Iuranlc (los horas o ¡oda la noche.

I a< .x'nmlax-marcadas sc rcsuspcmlicron cn 5 a 20 pl (lc hancr 'I'li y sc conscrvaron a
-3”"(' hasta cl momcnlo (lo ser ulilizadas.

.\\l. IIIIXRHHZ/V ‘ION DICDNA UNIDO A NHCR'IBRANASDICNYLON ('()N

SHNHAS‘ IIIO'I‘lNlL-ADAS.

.\\ I.n. I‘rolIihriilizncii'm

las mcmhramis (lc Nylon con cl DNA sc colocaron (lenlro (lc una bolsita (lc nylon. y

sc agregaron aproximadamcnlc 0.] ml por cm2 de membrana (le solucion (lc

prchihridinacion:

P01Na2 0.26 M pH7
SDS 7%

HD'I‘A I mM

USA lq’o

la Imlsila se sello por calor y se incubó a 45°C con agilación suave duranlc la noche.

XXIJ). lliln'iilizacii'in

.\| IinaIi/ar Ia prchibriilización sc abrieron las bolsitas, se pusieron las membranas cn

holsilas nuevas a las que SCagrego aproximadamenlc la misma canlidad de solucion

«lc prchihri«Ii/ación que cn li. DNA dc espemm (le salmón (lOl’) ¡ig/ml), y luego la

sonda marcada ('l 00 ngi'ml).

.\Inim>' I)N,-\.< lilcron pra-"¡amonlc (Icsnalurnlizados CiliClllándOIOS5 minulos a ¡00"C

j.‘poniéndolos rapidamente cn hielo.

I m: hola-¡laww: scllaron Por calor eliminando Posibles hurbtljaf< y sc incuharon a 45"C

con agiíacion lcnla (lnranlc la noche.

.\\|.i'. Lavailos

I HW!”.lc la hilniilizacii'un sc lavaron las membranas para eliminar la sonda no unida

al |)'\i.\ Manco cn l'orma especifica. Para cllo sc realizaron los siguicnlcs lavados.

nlili 'amln aproximadamcnle IO ml (lc solución por cm2 (lc membrana:



HSt.‘2x SUS 01% 3 minutos a temperatura ambiente. 2 veces

SSt' t|_2\' NDS t). I°n 3 minutos a temperatura ambiente. 2 veces
SSC l.(v< SHS t).l"n ¡5 minutos a 50'13 . 2 veces

I’or ultimo se cnjuagaron con SSC 2X. y se procedió a la visualizacion o se secaron

las nmmlu'anzwen los casos en que se procesaron mas tarde.

X\l.d. \"isualíza(‘ic'rn

Se revelaron las membranas llll)|'l(ll7,:l(l¡]Sutilimndo un kit de revelado de sondas

biotrniladas. liluegenc (BRL), siguiendo las instrucciones del lala'icanle. Durante el

revelado. se unió un coniugado de strepta\-'idina-lbsl'atasa alcalina a la biolina. unida

a su vez: al DNA, y luego se colocaron las membranas en una solucion con los

>‘II*-'ll'¡lln;<nilrolwlue letra/.olium (Nll'l') y 5-bromo-4-cloro-3-indolyll'osl'ato (BCII’), que

pni' accion de la l‘osl'atasa l‘onnan sustancias dc color azul xiolaceo. quedando
colorearlav las ronas de la membrana donde se ha unido el DNA hiotinilado.

.\\ll. ('l.t)i\',-\l')() DI", LA REGION DE LA lNSI‘ÍRf'lON DE 'l‘n9l7 l'HCl,

('RtHlt HOMA Ill", LA ('ICI‘AUBA 30-2] ICNEl, (IOSMIIK) p\"l\'ltl2

_\\'ll.a. Digestión parcial del DNA genómico de la copa UBA .lfl-Zl con Xlio l

l‘ara S'CIN'HII'fragmentos de alto peso molecular del cromosoma de esta cepa se

hicieron ensayos para determinar las condiciones de restricción que produjeran mayor

unlidad de li'amnentos de entre 20 y 25 kb de peso molecular.

Se ¡‘tt'pul'tll'un diluciones seriadas al medio de la enzima Xhol en el bull'er de

cnlh’vrvzlcion indicado por el l'ahricante. que se conscrvaron a -2t)“L‘.

prepararm mezclas de reaccion con cada una de las diluciones de enzima.

utilirando t pl de DNA cromosomal preparado según indicado anterionnente y

pllrilicntlo en gradiente de (Ïs(‘| y 5 pl de la dilución de enzima. en un volumen linal

dc "Íl pl. |,as mezclas se incuharon a 37"C durante toda la noche. y se analizaron

alícuolas de 30 pl de cada una en geles de agarosa 0.4%. Se eligió una dilución de

(rn/ima que contenía l unidad cn [.024 ml, y origínaba una gran mayoria de

li'agmentos de mas de 20 kl).

Se digiricron 500 pl de la preparación (le DNA conservando las proporciones

utilixadas en las pruebas de restricción y se verilicó la misma mediante electroforesis

en un gel de aztarosa 0.4% .
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2513-“. se precipitó por agregado de AcONa y etanol como se describe

anteriormente. _\'se resUspendir') cn 600 tri de agua destilada estéril a 4"C durante
toda la noche.

.\.\ II.b. Fraccionanriento del DNApor peso molecular en gradiente de sacarosa

St.‘sembró el DNA obtenido en el paso anterior en un gradiente de sacarosa de IO a

ZÍ'”n preparada en un butTcr NaCI IM, 'I'ris-HCI 20 mM pH 8. HD'I'A 5 mM.

Se utilizaron tubos de ¡7 ml, que se llenaron con ¡4 mi de gradiente preparado

colocando 7.5 ml de solucion de sacarosa 10% y 7.5 ml de solución 40% en los

\-asns eornnnicantes de un formador de gradiente.

Se sembraron 200 pl de stlspension de DNA sobre la superficie de la sacarosa en

carla tutm, y se centril‘ugó a 23°C durante 24 hs a 26.000 rpm en un rotor Son-'all All
63.7

Se tomaron Ii'acciones del gradiente de I ml, por aspiración del líquido del l‘ondo del

tubo con un capilar. se juntaron las I'racciones correspondientes de los distintos tubos,

y se analiraron alícuotas de las fracciones en un gel de agarosa 0.40ó.

Se mezclaron las 5 primeras ti'acciones. que contenían fragmentos mayores de 12 kb.

se rliluyo la muestra con un volumen de agua bidestilada estéril, se agregaron 2

wturncnes y medio de etanol absoluto y se precipitó a -20“C toda la noche. luego se

ccnlritirgr'r a ¡0000 rpm durante IS minutos en un rotor Beckman JAH , y se

resuspcndio el pellet en l ml de 'I'ris-I IC], IO mM, ED'I'A 0.| rnM. l’or comparacion

con Iítí) ng de DNA de Iago lambda en un gel de agarosa se calculo la concentración

del DNA traccionado, obteniéndose un valor de entre 50 y 100 rtg."ul. Para aumentar

la concentracion de Ia muestra sc rcprecipitó. y el precipitado se resuspcndió en ¡00

tli de 'I'Ii.



X\Il.e. Preparación del DNAdel vector para la reacción de ligado

Se Iii/.o una extraccion del DNA del cósmido p\’K¡02 (figura 5) como se describió

¡lttln't'tltl'nlcltla).v se digirieron 30 pg; de muestra utilizando 50 unidades de enzima.1

."(hulcn un wtnmen linal dc 500 pl durante 5 hs.

Se"
¡lo ¡1'0

|

.0.

¡ch- ' 'H"
sul-1

la!)
VKKJOcc" o nu 50
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FIGURA 5

Luego de verificar la restricción en un gel de agarosa se extrajo la muestra con

lenol'elnrot'nrmo:isoamílieo. clorol‘onno:isoamílico, se precipitó con ACONa y etanol

y 5‘“¡eran-‘penrlió en “0 lll dc 'l'l'Í.

.\ \Il.d. Liendo

Se urantiliearnn las premraeiones de DNA cromosomal cortado y li'aeeionado y del

x-eunr enrtadn por comparacion de la intensidad de tluoreseeneia con una cantidad

Conocida de Iago Iambda en un gel de agarosa, ealeulandose una cantidad de

alrededor de 200 ng’ul para ambas muestras. Se prepararon 3 mezclas de ligado con

(literenles proporciones de. ambos DNA, en un volumen final de 20 ul. utilizando en

cada nie/zeta 3 unidades dc DNA ligasa del l'ago T4 (Boehringer Manheim) y 2 ul de

lwutl‘erde enzima. No se utilizó PIÉG en las mezclas de ligado.

ligado l ligado 2 ligado 3

DNA genomico ¡3.5 pl 6.5 ul 1.5 tll

DNA p\'lïtít2 5 pl 7.5 nl ¡3.5 pl



las mezclas dc ligado se inculmron durante 17 hs. a ¡6.5 "C y luego se sembraron

alícuotas de cada una en un gel de agarosa 0.4% para observar el resultado de la
reaccion.

XXIl.e. I'Ïmpaquetamiento de las mezclas de ligado.

Se empaquetaron IO pl de las mezclas de ligado l y 2 utilizando un sistema de

empanrelamiento "in vitro" de l'ago lambda ( (ilBCO llRl, ). siguiendo las

instrucciones del lubricante. lïste sistema contiene dos e‘draelos con diferentes partes

de la capside de lambda. que al ser mezcladas con un ¡'\I)N (le tamaño apropiado que

contiene los sitios cos (le reconocimiento, permite obtener el ADN recombinante

empaquetado.

Las muestras se titularon de la manera indi ‘ada en el sistema. inl‘ectando la cepa

receptora _\'seleccionando colonias resistentes a tetraciclina (20 pgi'ml), salvo que se

utilizo como hospedadora la cepa (le EmIi llBlOl en lugar de la cepa provista.

.\'.\'l |.l'. Rastreo de clones conteniendo Tn9|7

Se hicieron infecciones de la cepa lllHOl de Eco/i con las mezclas de ligado

unpaquetadas pre\-'iamcntc tituladas de manera de obtener entre 100 y 200 colonias
loll" por placa.

Se resuspendieron las colonias crecidas en cada placa y se gnardaron las

suspensiones a -20“C con glicerol.

Se titularon las suspensiones en LB tetraciclina, y sc sembraron alícuotas en placas

de ll) telraciclina Cm (20 y lO ¡ig/ml respectivamente).

Los clones CmR se reestriaron en el mismo medio y se consewaron a -20”C con
gdicerol.

XMLQ. Rastreo de clones con actividad de fl-cetotiolasa

Se prepararon cultivos de IO ml en l,l3 tctraciclina Cm de ¡8 clones CmR obtenidos.

y de lion/i Illiltll y ¡{mega/Wim” I’V447 en LB y se determinó la actividad de B
cclotiolasa de todas las muestras.



.\.\'ll|. ANALISIS DEI, (_‘()Sl\-’Ill)()pBMl42

Se extraio el eosmido pliMHZ de la cepa [IBM-37 como se describió anterionnente.

_'dieirio wn diferentes enzimas de restricción y se analizaron los resultados en geles
llt.‘ :I'.{:1I(i:s';|_

.\.\I\'. Slïllt'l,()NAl)O l')|“,l, IFR/“¿NIEN'I'O ('ON ¡\("I‘I\"ll)/\l) DF, |5
(‘l'i'l't Yl'lt )l,.v\S¡\

\ \ l \".a. l’reprn'aeii'my ligado de los fragmentos a pll( '19

Se digit ¡o el cosmido pl3l\l HZ con la enzima lÉcoRl. se extrajo la muestra con

tknot'clorolhrmo:¡soamílico, clorol'ornm:isoamílico. sc precipitó con AcONa y etanol

_\'se resuspendio en 20 ul de 'I'I'I.

Se sembró la muestra en un gel de agarosa 0.4% y se eluyeron fragmentos de 9, 6 y 4

Isla¡le la manera indicada previamente.

Se hicieron mezclas de ligado de cada uno de los li'agmentos eluidos con el plasmido

pl ‘('t‘) (Boehringer Manheim) cortado con licoRl, que se incuharon durante toda la
noche a l7"C.

Se verilico la reaccion de ligado mediante electrolbresis.

XXH'J). 'I‘rnnst’ormación de células competentes de Ecnlí llBlOl con los
plr'usmidosreeomhinnntes

Para ohtener las células competentes se rccolectaron por ccntrililgación en frío las

eclulas de ¡tu ml de un cultiVo exponencial (0.0. 550m1 0.6) en LB de la cepa

Iltllttl. y se resuspemlieron en 20 ml de CaCl2 50 mM frío, y luego de incuharlas

en hielo durante 30 minutos, se centril'ugaron en las mismas condiciones utilizadas. y

se resuspendieron cn 4 ml de la solución de CaClz fría. Las células se mantuvieron
en hielo hasta el momento de ser transformadas.

Se agregaron 300 pl de las células preparadas de esta manera a 5 til de la mezcla de

ligado mezclada con 45 ul de 'l'I‘É.y se incubó la preparación durante 40 minutos en

hielo. .t minutos a 42°C y IO minutos a temperatura ambiente.

Se diluyo la muestra con l ml de IB. se incubó 30 minutos a 37”C y se plaquearon

:ilíeuotas de 0.2 mI en placas de LB con el agregado de XGal. IPTG y Amp(100

piz'ml). Las placas se incuharon 2-1hs. a 37“C.

Se reestriaron las colonias mas claras en el mismo medio, y en medio sin IPTG.
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Hu ¡vivieron rrdmccioncs (le plánnidn a pzmir dc cullivns (lc IO ml (le las colonias

ruwlnimlns. I ns plásmiclns C‘s'll'nidus'se coflaron con la enzima Iïcle y sc con'icrnn

¡sn un 1ch (la:uqzn'nsn iunlo cun las puep:u':lcinncs sin corlzn'.

\'\I\'.c. Medición (le ln uctividml ¡lo IS-cololiolusn(le los clmws

Fit:hi1¡own cultivos (.‘nLB (unn unlihiólicos para las cepas con rcsislcncizw) (lo l” ml

(Iv luv copas- n (lclcnninzn'. y se rmlivó In medición como sc describió :mlcrimmcnlc.



RESULTADOS



l. RAS'I'REO DE CENES l’llB EN UNA BIBLIOTECA CENOMIC'A DE

B.nmgatmium EN E.coli

llno de los enl'oques utilizados para el estudio de los genes phb de limegaterium fue

el de rastrearlos en una biblioteca gcnómica construída utilizando el plasmido

"shuttlc" pl |V33 en la cepa lI|3101 de [5.coli. La modalidad dc rastreo elegida fue la

detección de clones que presentaban actividad de una de las enzimas del camino

biosintético del polímero.

l.t|.R/\S'I‘RE() DE UN ('LON PRODUCTOR DE ll-C'ETOTIOLASA

It'nvarias especies bacterianas estudiadas se han hallado los genes phb agrupados en

clusters. por lo se pensó que un rastreo para el gen de una de las enzimas de la vía

biosintética podría dar como resultado la detección de otros genes de la misma.

la B-cetotiolasa . que cataliza la reacción de condensación de dos moléculas de

Acetil-(ToA para l‘onnar Acetoacetil-COA, es la enzima del camino metabólico del

I’IIll cuya actividad es más facil de determinar.

Iixisle un metodo de ensayo para esta enzima sensible y rápido. Por otra parte, en

condiciones no inducidas la B-cetotiolasa propia de Ecoli, el hospedador de clonado

elegido, no presenta actividad detectable.

I’or estas razones fue la enzima de elección para el rastreo enzimático de bibliotecas

genomicas de Emegalerium en Eco/i, obtenidas por corte del genoma con la enzima

l’stl. y ligado de los fragmentos con cl vector plIV33. Estas bibliotecas, dcscriptas en

materiales y métodos. involucraban un gran número de clones.

Para rastrear un gran numero de clones, normalmente no se hacen ensayos

individuales sino que se agrupan varios clones juntos. Para facilitar y hacer mas

rapido el rastreo se buscó la manera de analizar el mayor número posible de clones a

la vez. 'l'al como se describe en materiales y métodos, se realizaron ensayos

enzimalicos dc mezclas de B.megurerium y Ecoli, utilizando distintas proporciones
de celulas de una y otra cepa, y se encontró que se podía detectar la actividad de la

enzima producida por limegarerium en un extracto que contenía aproximadamente l
celula de este organismo por cada IOOcélulas de Ecoli. (figura 6 )

lixtrapolando estos resultados se supuso que sería posible detectar un clon productor
dc ll-cclullultlSfl en un extracto crudo obtenido por sonicación de una mezcla de ¡00
clones.
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Se midió la actividad enzimática de grupos de clones obtenidos resuspendiendo las

colonias crecidas en placas de Petri dc la manera dcscripta en materiales y métodos.

tin la primer biblioteca analizada, compuesta por 3155 clones, se utilizaron

resuspendidos dc 35 placas con aproximadamente 500 colonias cada una.

lin este caso no sc observó ningún grupo de clones con actividad enzimática.

probableimnte debido al número excesivo de clones por grupo.

Para analizar la segunda, de 3760 clones, se utilizaron 37 placas con un promedio de

76 colonias cada una. lín este experimento se utilizaron placas de medio LB con

tetracicliua al que se agregó l % dc gluconato de sodio.

lín Ia suspensión obtenida a partir de una de las placas de esta biblioteca se detectó

una leve actividad de B-cetotiolasa , por lo que se repitió el ensayo utilizando grupos

de ‘) clones procedentes de la misma placa, identificando el grupo que presentaba
actividad enzimática.

Por último se midió individualmente la actividad a todos los clones de este grupo,

obteniéndose el clon productor (le B-cetotiolasa, que se denominó l.Íl3Al-36.(ligura 7)
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Figura 7 .
Curvas de actividad de B-cetotlolasa

A: clon c2 de la biblioteca genómica (¡50 pl)
B: limcgaterium I’V447(IO pl)
(3:clon UBAl-Jó (¡50 pl)
I): clon (IBM-36 (20 ul)

LI). ANALISIS DEL ('LON PRODUCTOR DE II-CE'I'O'I'IOLASA

I.h.l. DIC'I'ERR-IINAC'ION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA DE I}
('IC'I'O'I'IOLASA

Sc (lclcnninó la aclividad específica (lc B-cctoliolasa dc cultivos dc la cepa UBA] -36
_v(lc ln cepa PV447 cn LB líquido, obteniéndose para la cepa recombinnnle un valor
(Icl 74% (lc la ucliviclnd (lc la cepa I’V447.(labla l )



'I'¡'\Ii|,/\ l

(.‘I'ÏI’A ÍC’I‘. IiSIÍiíIíÁiÏVÉÚHi rJ-CE'I‘OTIOLASM

lr'.me ¿(r/r'rium PV447 l

Iz‘.(-ulirun/nar) .74

¡sim/i ¡un m ND

NI) no se detectó actividad

=" ActivespceilÍ B-cetoliolasa de la cepa medida! activ. especif. de la cepa l’V447

I.b.2. ANALISIS DEL PLASMII.)O RECOMBINANTE DEL CLON UBAl-36

l’ara analizar el inserto se extrajeron mediante el método de Bimboim y Doly el

plasmido del clon ¡IBM-36, denominado |JBMC3, y el plásmido pl-IV33 sin inseno ,

obtenido de un clon de la biblioteca genómica que conservaba intacta su resistencia a

ampicilina. Los plasmidos se corrieron en un gel de agarosa 0.8% en buffer 'l'Alï. En

la figura 3 sc observa que el plásmido pBMe3 con'ió menos que el plásmido pllV33,

indicando probablemente una diferencia de tamaño producida por la inserción del

ti‘agmento de ADN genómico.

l.b.2.i. ANALISIS CON ENZIMAS DE RESTRÏC‘CION

Se trató el plasmido pl3Me3 con la enzima l’stl esperando obtener el fragmento

cmrespondienlc al inserto de ADN gcnómieo de B.megarerium , pero al observar el

result:qu de la restricción en un gel de agarosa, que se muestra en la figura 9 ,sólo se

encontró una banda, de tamaño comprendido entre 8 y 9 kilobases, tamaño muy

similar al del plasmido pllV33 original.

A partir (le los resultados obtenidos se resolvió analizar en el plásmido recombinante

la presencia y ubicación de los sitios de restricción que se hallaban en el vector

originalmente .

Para ello se hicieron incubaciones con varias enzimas que tenían sitios de restricción

en el plasmido pllV33. cuyos resultados se resumen en la tabla. Se observó que

varias de ellas no contaban el plásmido pBMe3, y en el caso de enzimas con más de

un sitio de restricción. se encontró que contaban en algunos sitios y no en otros.
Los resultados dc las restricciones realizadas con las enzimas Pstl, Bamlïl. lícoRl y

Ilinrllll se rnuustran en la figura 8.
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ABCDEF

Muestras sembradas

A: 7LIlindlll

B : pBMe3 sin cortar

C: pBMe3 Pstl
l): pBMe3 l’stl EcoRl
E: pl3Me3 l’stl Bamlll
F : pBMe3 l’stl Hind llI

FIGURA 8

lïntre las enzimas que se utilizaron se encontraron alteraciones en los sitios de conte

dc Í'ÏcoR l. llind lll, Cla l, l’vu ly an l, y la aparición de sitios de restricción para

las enzimas Sst l y Sph l que no se hallaban en el vector original, por lo que

presumiblemente se hallen dentro del inserto.
3/5

Al tratar el plasmido pBMe3 con la enzima BamI-I I se obtuvo una sola banda, y al

contar con esta enzima y l’st l simultáneamente se observaron 2 fi'agmentost indicando

un sitio de. corte para cada una. Como el plasmido original ¡JHV33 contenía un sitio

dc cone para Bamll l. y pBMe3 aparentemente tenia un sitio de restricción para Pstl,

sc supuso que el plásmido recombinante tenía un sólo sitio de cone para l’st l y otro

para Bamll l (posiblemente el sitio Bamlll que se encontraba originalmente en el

plúsmido pllV33). Se realizaron numerosas restricciones con diferentes enzimas de

restricción, en t'onna individual o de a pares, cuyos resultados se resumen en la tabla
2.
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TABLA 2

I‘ÏNZIMA fl DE SITIOS DE CORTE PARA LAS ENZIMAS

DIC ESPECIFICADAS EN I,OS PLASM [DOS

RI‘ZS'I'RICCION pI3R322 pCl94 pliV33 pBMc3

Apu l O 0 0 0

Hamll I l 0 l l

“gl Il 0 0 0 0

(.‘Ia I l 2 3 l

I'ÏcuR l l 0 l 0

Ilind Ill l l l 0

Kpn I 0 0 0 0

Nm I l l l 0

l'sl I l 0 l l

I’m l l O l 0

I’x'u II l 1 2 2

Sma I O 0 0 0

Spin I l 0 1 2

Sst I 0 0 0 l

|.h.2.ii. ANALISIS DI",RICSIS'I‘ENCIAS A ANTIBIO'I‘ICOS

[in base a los resultados obtenidos. se pensó que la desaparición (le varios sitios (le

restricción podía deberse a la (lcleción de un fragmento del plásmido original. l,a

región donde se habría producido dicha (leleción es. la zona del plásmido pHV33
donde se halla el gen (le resistencia a cloramfenicol, cuyos sitios (le restricción estan

ausentes en pHMcÏi.
Se verificó la resistencia a este antibiótico (le las cepas que contienen a los plásmiclos

pHVÏH y pÜMc3 respectivamente. Se observó que el plásmiclo ¡1I3Me3 no confiere

resistencia a cloramfcnicol, mientras que cl plásmido pHV33 si. ( tabla 3)
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RI'ISIS'I‘I'INCIAA AN'HBIOTICOS EN LB AGAR

l’|,ASi'\1II)(.) RHSIS'I'I‘ZNCIAS*

pl IV.“ ampicilina , tetraciclina, cloramfenicol

pllMe.‘ ampicilina . tetraciclina

* :¡mpicilina 25 ¡lg/ml, tetraciclina 25 ¡tg/ml, cloramfenicol lO ¡ig/ml

De estos (lalos se concluyó que en el plásmido pBMe3 se produjo una (teleción que

elimino el gen (le resistencia a cloramfenieol y varios sitios (le restricción, entre ellos

sitios de conte para lícoR l. llincl Ill, Cla I, Pst I. Nm I y I’vu I, y que contiene un

inscflo que contiene sitios (le restricción para las enzimas Sst I y Sph [.(figura 9 )
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now. n' "man. en alumno ¡Hua u Indln In"¡ha dondeu ono-mmmle. ¡Illes ¡e
"natal-Inn cue no u null-- On¡"le y tu ¡anuncian ¡el ¡nulo

FIGURA 9

Se supuso que (le los dos sitios l’st I que deberían haber quedando flanqueando al

inseno. el sitio más próximo al gen de resistencia a cloramfenicol fue delecionado

junto con la región que contenía los sitios de restricción desaparecidos mencionados
anteriormente.
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l'Ïnbase a esta suposición se utilizó un fragmento Pst l Cla l (le aproximadamente 3.5

kb que se supone contiene a la mencionada deleción como sonda del gen de la B

cetotiolasa para experimentos de hibridizacir’m.(figura lO )
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FIGURA ¡0

ll. ()B'I'I‘ÍN(‘ION DE MU'I‘ANTES PIIB POR INSICRC‘ION DEL

'I'RANSPOSON 'l’u9l7 EN EL ('ROMOSOMA DI“.BJncgarvn'um

lil primer ent'oque utilizado para el estudio de los genes PHB de 13.1)1egateri'umfue la

obtención de mutantes Pl-ll) por inserción del transposón Tn9l 7.

Se utilizó la cepa PV447. una cepa lac- que no contiene plásmidos, para la

mutagenesis por transposición.

lil transposón 'l'n9l7 se inserta al azar en el cromosoma de BJnegaIerium ( Bohall

¡986). sin lugares preferenciales de inserción, como ocurre en cl caso de B..mhlilix.
donde más del 90% de las inserciones están ubicadas en el locus glutamato

(.‘onsidcrando este dato y asumiendo que en el cromosoma de BJnegalerium hay

entre S y lO x ¡03 genes, como en B..WbIÍlÍS (Youngman ¡985), serían necesarias

entre | y 5 x It.)4 inserciones para obtener un banco de inserciones donde existiera la

posibilidad de hallar una inserción en cualquier gen cromosomal. Dado que la
frecuencia (le inserción del transposón es del orden de 104 sería necesario partir de

una población de ¡08 células para tener la probabilidad de obtener inserciones en los
genes phb.
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La. Ull'l‘I'LNt 'l()N DICINSI‘IR('I()NES

ll.n.|. 'I'RANSF(‘)RMA("ION DICBJnegareriwn PV447 ("ON El, PLASMIDO
'I'lCRMOSICNSI lll/IC p'l‘V54

lil plasmido p'l'V54 se transfirió a la cepa de Emegalerium I’V447 por el método de

lransl'onnacit'm de protoplastos. Luego de la transfotmación se obtuvieron alrededor

de 300 transliumantes en placas de selección directa. Algunas de las transl'oimantes

se pasaron a placas de SNB tetraciclina. y luego se cultivaron en medio líquido para

realizar extracciones de plásmido.

Se realizaron extracciones de plasmido (le 15 transl‘onnantes, observa’uulose en todos

los casos la presencia de plasmidos en el gel de agarosa. lïn algunos casos se

observaron bandas de plásmido idénticas a las de pTV54, y en otros bandas

desplazadas hacia abajo, indicando posibles modificaciones del plasmido original
ocurridas en ¡{niega/Nim".

Se eligió para seguir trabajando el transfonnante número IS, cuyo plásmido

presentaba una movilidad electrolorética similar a la del p'l'V54 extraído de
Ii. "¡IW/ix.

|l.a.2. lílJMINACION DEL PLASMIDO

I’ara aislar inserciones en el cromosoma de la cepa l’V447 fue preciso eliminar el

plúmido p'l‘VStt de la cepa transformada, haciéndola crecer a temperatura restrictiva
hasta su eliminación.

l'Ïn[tati/lux sub/¡lis sc utilizan para este propósito temperaturas de 48 a 50°C, pero en

¡Mei/lux megulerium debieron utilizarse temperaturas menores debido a su dificultad

para crecer a altas temperaturas.

'I'al como se describe en materiales y métodos, primero se utilizó un método de
pérdida de ptas-midopor sucesivos crecimientos en medio líquido, y luego un método

de perdida de plasmido en medio sólido. En todos los casos se utilizó el
transt'ommnte número ¡5.

i) lílirninaeión en medio líquido

Durante los experimentos realizados se observó que el crecimiento obtenido a
tem¡mratura restrictiva (44”C) en medio líquido con antibióticos era muy lento, y
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luego de dos pasajes sucesivos no se llegaba a un orden de diferencia entre el

numero de celulas con plasmido y él de células sin plámido, por lo que resultaba

bastante probable que todas las células con el transposón inserto en el cromosoma

obtenidas provinieran de la división de unas pocas células donde ocun'ió la
transposicionla lentitud en el crecimiento se debe también a la dificultad de B.

mega/crm"; de crecer a altas temperaturas, ya que su temperatura óptima de
crecimiento es de 30 a 32“C.

l'Ïstn. por supuesto, hace al sistema inadecuado para lograr la obtención de un "pool"

de inserciones independientes distribuidas eb todo el cromosoma, entre las cuales

podrían haber inserciones en o cercanas a los genes phb.

ii) l-Iliminacii'mde plasmido en medio sólido

Luego de realizar varios experimentos preliminares para detenninar la efectividad de

la perdida de plasmido cn medio sólido, se decidió probar su eliminación mediante

dos ciclos sucesivos de crecimiento en LB agar suplementado con eritromicina y
lincomicina a 43°C, temperatura a la cual se obtenía un crecimiento satisfactorio en
dicho medio .

Se r ‘alizaron varios experimentos de este tipo con resultados similares, y se decidió

hacer un experimento a gran escala para obtener un número suficientemente grande de
inserciones.

lín este experimento ( experimento B) que se esquematiza en la figura ll, se

sembraron 300 placas de LB suplementado con eritromicina y lincomicina con

diluciones de un cultivo preparado de la manera descripta en materiales y métodos.

las placas se incubaron a 43°C durante 48 hs (primer ciclo de crecimiento a 43°C).

Iïn 300 placas, el número de colonias obtenido fue de aproximadamente 316000.

Se hicieron réplicas con terciopelo de las 300 placas, que se incubaron a 43°C

durante 3 días ( segundo ciclo de crecimiento a 43°C).

Debido al gran tamaño de la población analizada , para detenninar el porcentaje de

colonias que crecieron luego del segundo pasaje y el porcentaje de pérdida del

plasmido se analizó una muestra de aproximadamente 5000 colonias. Los datos

obtenidos a partir de esta muestra se utilizaron para calcular los números
correspondientes al total de las colonias.

’ara ello se tomó una muestra de placas al azar, que se replicaron a LB eritromicina

lincomicina tetraciclina (LBIÉLT) y LB eritromicina lincomicina (LBEL), y se

incubaron a 43”C. De 4836 colonias en las placas que se utilizaron para las réplicas.

crecieron 856 colonias en LBlïL y 48] en LBELT, por lo tanto el 17. % de las

colonias analizadas crecieron luego del segundo pasaje a 43“C. De estas colonias, el

4.18% no creció en las placas con tetraciclina.
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ltslos resultados son similares a los obtenidos en otros experimentos de pérdida (le

plasmido realizados anteriormente en condiciones similares.

5 a I | I ‘

Segun estos datos se calcularon las cantidades totales (le colonias [cmR LmR TelS (

colonias que contenían inserciones cromosomales) luego del segundo ciclo (le
crecimiento a rl3”C.

Esquema del experimento B

culllvn exponencial
LB 32 C

800plana.LBEI.__'__—‘ musa!"pau
naltnr calculo.

40 ha (¡070315000 col.)

Ropllcn plntlno
placa! LBEL RP. LBEL RP. LBELT

1? ha

eontoo do cotonloo
Ttnclon do colonia.

con Nogro andan

figura l l

Se observo que aproximadamente la mitad (le las colonias que luego de los dos ciclos
de incubación a 43°C conscrvaron las resistencias a los antibióticos codificados en el

ll'unsposón carecían de la resistencia a tetraciclina, codificada en el plasmido.
indicando la ausencia (le este último.

l'Ïn estas colonias los genes de resistencia a eritromicina linconiicina, y por ende el

transposon. se hallaban insertos en el cromosoma.

las inserciones obtenidas en este experimento se denominaron inserciones B. Estas

colonias provienen (le un plaqueo donde sc obtuvieron colonias aisladas. lo que

permite asegurar cierto grado de independencia.
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llllnSllMliN liXl’lÉRlMlïN'l'O B

[inner ciclo (le crecimiento a 43°C

Numero aproximado (lc colonias FmR l,mR : 316000

t 'úlculo del porcentaje de colonias EmR lanR 'l‘etS
(Coloniascon inserciones) luego del segundo ciclo de crecimiento a 43°C.

Número (lc colonias originales = 4836
Número (lc colonias lïmR l,mR -'--856

l’nrccntajc (le colonias FmR LmR 17.7%
Número (le colonias FmR lmR TelR - 481

Número (lc colonias lïmR ImR TelS T 375

Porcentaje (lc colonias l‘ImRl,mR 'I’etS = 43.8 %

Número total calculado (lc colonias límR LmR : 53700

Número total calculado de colonias con inserciones: 23500

ll.l). RAS'l‘RICO DICl\-'IUTAN'I‘ESDEFICIENTES EN l‘llB

Se tiñcron mediante coloración (le negro sudán las 300 réplicas de las placas

originales <chexperimento B. Se pasaron 68 colonias que dieron coloración más clara

a placas (le l,” eritromicina Iincomicina que se incubaron a 32°C. Muchas (le las

colonias transferidas no crecieron en las réplicas, por lo que se buscaron las colonias

con‘cspondicnlcs (le las placas originales, con las cuales se repitió el procedimiento.

A partir (le estas placas, las colonias se transfirieron por réplicas a placas. (le LB

critromicina lincomicina y (le MM con bajo contenido (le nitrógeno suplementado con

glucosa y se incubaron a 32°C.



Se liñeron las colonias con negro sudán, y se transfirieron 34 colonias que dieron

coloración más clara nuevamente a una placa (le LB erilromicina lincomicina, que se
incubaron 48 hs a 32"C.

A ¡milir (le esta placa se hicieron coloraciones (le negro sudán en ponaobjetos (le

todas las colonias, observándose una cantidad de gránulos variable. En algunos

preparados sc obscwamn muchos gránulos presentes en todas las células del

preparado, en otros, algunas células con pocos gránulos y otras con muchos, y en los

(le menor conlcnido, algunas células contenían pocos gránulos y otras ninguno.
De lodas las colonias obsewaclas, la colonia número 5 era la de menor contenido de

grúnulos leñiclos con negro suclán, y además era la que presentaba la coloración más

clara en la tinción en placa, como se observa en las figuras 12 y 13. . Esta colonia se
denominó BS.

Figura l2
Tinelón de Negro Sudán en placa
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Figum l3
Tinción de Azul del Nilo

Los preparados teñidos se muestran vistos con luz visible y luego con luz ultravioleta, en la
cual los gránulos de PHB fluorescen.

A: PV447 (luz visible) B: PV447 (luz ultravioleta)
C: UBA30-Zl (luz visible) D: UBA30-2] (luz ultravioleta)
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A: pBMe3; B: PV447 EcoR I;

C: PV447 llind lll; D: UBA30-2l EcoR I;

Íï: UBA30-21 llind lll; F: pTV54 Hind Ill

Illa} lllBRll)lZ/\(.‘l0N DE ADN (Í‘ROMOSOMALDE UBAJÜ-ZlCON UNA
S()NI)/\ DIC'l'n9l7

Utilizando como sonda un li'agmenlo de Tn9l7 de aproximadamente una kilobase

ohlcnido por corlc dcl plasmido p'l‘V54 con la enzima Hind lll marcado con biolina.

se hicieron hibridizacioncs con cl ADN gcnómico dc las cepas UBA30-2l y PV447

collado con diversas enzimas de restricción empleando la técnica de Soulhem. En
todos los mans se observó hibridización con bandas de ADN cromosomal de

l.¡BAM-2|, y cn ningún caso se observó hiln'idización con el genoma de PV447. En la

figura IS se muestran los resultados de dos de estos experimentos.

A A B C D E

‘i 7 l _ _¡ g.J rf-I .
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l ng. l

3413.,

'.Ï y
I 6 ‘i;
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Ï Mi? l
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_k Ï 7, 7," 7,7 , "-7 ,

Membrana l Membrana II

A: pTV54; B: PV447 Pstl; C: PV447 Xhol;

D: UBA30-2] Pstl; E: UBA30-2l Xhol

Figura lS

Experimentos de Southem blotting de DNA fenómico de las cepas PV447 y UBA30-2]utilizando una sonda para el transposón Tn9 7..
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|||.I). (.‘ARM"l‘ERIZAClON ENZIMATICA

lll.h.l DE'I'ERMINAC'ION DE LA ACTIVIDAD DE D-(L'E’I‘O'I'IOLASA

Se. reali/aron mediciones de la actividad de la enzima B-cetotiolasa en extractos

crudos obtenidos por sonicación de las cepas UBA30-21 y PV447 crecidas en medio

LB solo o con el agregado de gluconalo de sodio, y de la concentración total de

proteínas presente en la muestra, calculándose la actividad específica de Ia enzima.
Los resultados se muestran en la tabla 4.

Iïn todos los casos se observó que Ia actividad de esta enzima era menor en la cepa

I'BAÏSO-Zl que en la cepa PV447.

'l"\DL¡\4

cepa medio de cultivo actividad específica

I’VLl-t7 LB 1750 u/mg prot

lvlllA30-2l LB ¡252 u/mg prot

[Hi/UO-ZI HK} 1161 u/mg prol

lll.h.2 DE'I‘ERMINAC‘ION DE LA ACTIVIDAD DE A(L.'ETOACE'I‘IL-(ÏOA
R EDI I( “TASA

Se realizaron mediciones de la actividad de la enzima acetoacetil CoA reduclasa en

extractos emdos obtenidos por sonicación de las cepas UBA30-21 y PV447 crecidas

en medio LB. cuyos resultados se muestran en la tabla 5 .



TABLA 5

ccpa actividad especifica

l’\"-l-l7 1540 u/mg prot

l.'B/UO-Zl 200 u/mg prot

Se observo cn la cepa UBA30-ZI una actividad enzimática del 13% de la (le oblenida

para la cepa I’V447.

lll.c. ('UAN'I'IFIC‘ACIONDE l’llB

La cantidad de gránulos de PHB se analizó primero por coloraciones. ya sea

coloración de colonias mediante tinción de negro sudán o por observación al

microscopio óptico de preparados teñidos con negro sudán o azul del Nilo.

I'In todos los cultivos analizados se observó una menor cantidad de gránulos en la

copa l.ll3/\3()-21, y en algunos cultivos en LB o SNB, especialmente en estadios

tempranos del crecimiento, no se observaban gránulos en la cepa UBA30-21 pero sl
en PV447.

La cuantificación se realizó mediante un método espectrofotométrico y uno

cromatográlico.

Sc hicieron determinaciones con ambos métodos para cultivos de UBA30-2] y

l’\7447 cn diferentes etapas del crecimiento en diferentes medios. En todos los casos

se observó menor contenido de PHB en la cepa UBA30-2], no pudiéndose detectar
l’l ll} en los cultivos de esta última realizados en LB solo o en SNB.

Ill.c.l (.‘UAN'I‘IFIC'ACIONDE Pl-IB POR EL METODO
ICSPIN"I‘ROFO'I'OMETRIC'O

Se utilizaron pellets de 2 ml (le cultivos de 8 a lO hs, crecidos en diferentes medios

dc cultivo. sccados en estul'a hasta que se mantuviera el peso constante.
Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 6.



'l'.-\Hl,/\ Ó

Porcentaje dc I’lIB ¡peso seco

l ,li LBG SNB

|’\"l l7 5.1% 4.4% 5.2%

“RAW-2| NI) 1.32% ND

NI) no se detectó PHB

lll.c.2 (,ÏUANTIFICACION DE PI-IB POR EL METODO
('R()l\-‘l/\'l‘()( ¡RAFIC'O

Se utilizaron cultivos de distintas etapas del crecimiento liolilizados.

Las cantidades de l’llB sc detenninaron por comparación de areas de los valores
obtenidos utilizando concentraciones conocidas con los medidos en las muestras .

TABLA 7

Porcentaje dc l’llB l pcso seco

l’V447 UÜA30-2l

LB LBG LB LBG

3 lts Nl) NI) Nl) ND

6 hs 2% 3% ND ND

8 lts 4.30/6 130/?) Nl) 2.60/6

24 hs 4'36 ¡00/6 N1) 3%)

43 hs 39/0 3.20/0 N1) 2.4%

HK} [,13suplementado con 1% de gluconato de sodio.
NI) no se detectó I’llll

l‘Ïu ambos tipos de dctenninacioncs los resultados fueron coincidentes. La cepa

I IRAM-21 no acumuló cantidades dctectables de PHB en los medios LB y SNB‘ aún
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Illera) de 48 hs. de incubación, y en medio LBG, en el que acumula Pl lB. las

cantidades acumuladas representan un 20 o 30% de los valores obtenidos para la

cepa salv’ajt‘.

lll.il. (“RAS ('ARM "I‘ERIS'I'K'ASFENOTII’ICAS

Ademas de las características directamente relacionadas a la inserción buscada. se

observaron otras particularidades de la cepa UBA30-21.

|ll.d.l z\Sl‘l'Í("|‘() l‘IX'l'lCRNO

.'\l crecer en medio sólido. las colonias presentan aspecto mas mucoso que las de la

cepa l’\'I-l47.

¡\l centrilugar cultivos crecidos en medio líquido, la obtención del pellet se dificulta

mucho. ya que no se l'onna un pellet compacto, sino que es de consistencia mUCosa.

no queda bien adherido al fondo del tubo y se desintegra muy líicilmente. Esta

caracteristica se observa sobre todo en cultivos de fase exponencial tardía o
estacionaria.

lll.d.2 SICNSIIHLIIMH)DE UBAJO-Zl AL FAGO MPlJ

."\l intentar obtener lisados del lago Ml’l3. que replica en Il.meguterimn, en la cepa

l'IMÏtU-Zl se tuvieron inicialmente grandes dificultades, ya que la cepa mostraba

sensibilidaul al l‘ago. que l‘onnaba placas de lisis nonnales sobre un césped de

l'llAtO-Zl crecido en placas dc SNB, pero no se obtenían lisados de MPl3 al

realizar infecciones en medio líquido en las condiciones utilizadas nonnalmentc.

l-‘inalnwnte se logro obtener un lisado por infección en medio líquido usando un

cultivo muy poco crecido.
l"n bass a estos resultados se hicieron inl‘ecciones de cultivos en medio líquido de la

cepa en distintas etapas del crecimiento. Se obtuvieron lisados dc MPH con titulos

comparables a los obtenidos en otras cepas de Kinegalerium sólo cuando se
utilizaban cultivos poco crecidos.

l’aia veriticar estos resultados se realizaron infecciones con MPH de cultivos en

SNR liquido de la cepa l_‘l3/\3()-21en distintas fases de crecimiento, y se titularon los

lis-adosobtenidos. cuyos resultados se muestran en la tabla 8.
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I’ara ver si este efecto se debia al estado fisiológico de las células 0 a Ia relación

entre el nt'umrrn de lagos y de bacterias, se concentró mediante centrifligación un

culti‘ u de t'lisUO-Zt poco crecido (I).().(,00nm ——0.l ). de manera de obtener una

concentración de células similar a la de un cultivo en fase exponencial tardía. en la

que nn .«elograba obtener un lisadn del fago MP13.

Si: intisclarmr muestras del cultivo concentrado y sin concentrar, se incubaron y se

ensechó el sobrenadanle, que luego se tituló sobre la cepa PV447.
¡"n la tabla 9 se muestran los resultados obtenidos. El titulo obtenido en ambos casos

fue similar. indicando que las diferencias observadas en cultivos de diferentes

densidades se deben al estado fisiológico de las células y no a la relación
fagns/lmcterias.

TABLA 8

. ., . . 31k

0.0.600 nm l itulo del lisado obtenido

Experimento .1!l

0.06 l x 109 ufp/ml

0.!2 l x 102 ufp/ml

0.< l x ¡02 ufp/ml

Experimento 7'}2

uma I,x ¡09 ufp/nll

o. ¡<2 10*1ufp/ml

0.588 104 ufp/ml

* Titulado cnn el método de las gotitas sobre césped de PV447.



l' \|l| .'\ '"’

t - . ., . . 7kL llllt\'n I itulo del lisado obtenido

sin concentrar 3 x ¡03 ul'p/ml

conu'ntrado It) veces 3 x lt.)X“fix-"ml

t itulado con cl metodo (le las gotitas sobre césped de I’V447.

lll.il.J. Ill íS()lll".l),\ DE FUSIONICSA ll-CALAL'TOSIDASA

Dado (¡ue cl trans¡m:=ónutilizado permitía realizar fusiones de promotores al gen Ich.

H lun-caron entre las inserciones aquellas que expresaran ll-galactosidasa, indicando

la inserción del lt'tlnSPtlS‘Ótlen l‘asc con un promotor cromosomal.

Se scmhrarim colonias obtenidas (le los distintos experimentos de inserción en MM

:-'I|¡\lemcnlailo con glucosa y Xgal. con alto y con bajo contenido (le N. que se
inculmrnn a 32'13. Se observaron varias colonias con distintas intensidades de

coloracii'm azul. indicando posibles inserciones en las cuales cl gen MY, del

tian 'poson se hallaría en fase con algún promotor cromosomal. entre ellas la colonia
l '|¡.*\ ¡"-Zl

Ill.(l.4 ('Rlét 'IMIICN'I'O ICN LB Y LB SUPLIClVllÉN'I‘AlX) CON HIDRA'I‘OS

l)l-’ t'ARBt )N()

.-'\| crecer la cepa L'BA30-21 en medio LB líquido sc observo que cl crecimiento se
dctvnta mucho antes que cn un cnlti\o similar de la cepa [’an '17. lista diferencia cn el

'ado dc crecimiento no sc olwscwalwaal crecer las cepas en medio minimo líquido.

t'nmo el medio mínimo contiene l% de glucosa, se decidio probar el crecimiento de

la copa “BAJO-2| en LB suplementado con glucosa, y se ohscn'o un crecimiento

similar al obtenido para la cepa PV447 en LB con o sin glucosa.

Sr hicieron cultivos (le la cepa UllA30-ZI en LB y LB suplementado con ¡96 de

dit'cientcs hidratos de carbono, a los que se lcs midió la densidad optica a dil‘crentcs

tiempos para monitorear el crecimiento. Los resultados se muestran en la tabla lO.



Los resultados obtenidos con todos los hidratos de carbono cnsayados demostraron

que ta ccpa “BAM-2| alcanza mayores densidades ópticas en medio LB

suplementadn De todos los hidratos de carbono ensayados. el mayor grado de

crecimiento sc obtuxo con el agregado de gluconato de sodio.

l’ara analizar la posibilidad de que el limitado crecimiento (le la cepa UBA30-2l cn

LH solo se dchicra únicamente a un mayor requerimiento de hidratos de carbono. y no

a otros t'actorcs. como la limitación de algún otro nutriente o la acumulación de

alguna sustancia inhibitoria del crecimiento, se realizaron curvas de crecimiento en
dilercnlcs condiciones.

Se hicieron cultivos de las cepas UBA30-2] y PV447 en LB , LB con el agregado (le

gluconato de sodio 1% , y por último LB al que se le agregó gluconato 1% una vez
que el crecimiento se había detenido. Los resultados obtenidos se muestran cn la
talila l I.

TABLA lo

(.‘RI'JCIMII'JN'I'ODF, UliA30-Zl l'IN LB 0 LB SUPLEMENTADO CON

lllI)R,-'\'l'()S |)I'Ï CARBONO

Tiempo de crecimiento

lt dc C Ih 3h 5 h 7 h 24 h

ninguno 0.059 0.27l 0.492 0.490 0.528

glucosa 0.046 0.277 0.728 1.035 1.080

gluconato 0.047 0.28] 1.156 2.365 ¡.988
Iiuclosa 0.052 0.297 0.900 1.345 ¡.192

xilosa 0.045 0.242 0.656 ¡.280 1.248

gliccrnl 0.056 0.333 1.168 1.500 1.296
sacarosa 0.047 0.295 0.792 l.05 1.024

l ns valores corresponden a la 0.0. (,00 nm
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líxpcrimcnlu l

Análisis <ch crecimicnlo (le la cepa UBA30-2] en medio LB y LB al que se agregó

gluconzllo (lc sodio (lurunle cl crecimicnlo.

0-0. 600 nm

PV447 UBA30-21

'l'icmpu LB LB LB sup*

4 hs 2.4 1.36 ¡.32

5 hs 3.28 2.0 2.32

(Shs 4.00 2.4 3.12

7 hs 4.48 2.24 3.92

R hs 4.4 2.24 4.2

24 hs 5.2 2.4 4.6

* I H ul (no sc u vrcoó Iuconnlo 1% a las 4 hs de crecimiento.o



Experimento 2

Analisis dcl crecimiento de la cepa UBA30-21 en medio LB y LB al que se agregó

gluconato de mdio a diferentes tiempos.

'l'icmpo D-O- 600 nm
de

crecimiento I’V447 UBA30-2]

I,B HK} I,Bsnp LB LBG Lllsup

t) hs .27 .24 .27 .18 .15 .l8

5.5 hs 4.4 5.6 4.08 1.92 4.4 2.0

6 hs 4.6 6.0 4.6 2.0 4.8 2.08

24 hs 5.9 7.5 6.5 1.8 5.8 4.6

HK} LB I gluconato 1%

Hisup IB al que se agregó gluconato 1% a las 6 hs de crecimiento.

Los-resultados obtenidos muestran que el agregado de hidratos de carbono pennite

obtener con la cepa UBASO-Zt cultivos con un crecimiento similar a la cepa PV447.

|¡n los experimentos realizados con LB con el agregado de gluconato puede

observarse que éste promueve el crecimiento de la cepa UBA30-21, duplicando la

densidad óptica final aún cuando se agrega una vez que ya se ha alcanzado el plateau.

mientras- que el efecto producido en cultivos de la cepa PV447 es marcadamente

menor: significativo.



{lll/‘iJALZtA wm

i\ tin de. map:,-ar la inz-icmiónde 'l‘n‘)l7 cn el cromosoma de l‘lir‘UU-ll se hicieron

ensayos de u.leausduccii'm.

I ‘Iitimndn ligados del lago transductor generalizado Ml’l 3 obtenidos por infección de

la cepa UBAKOJI se realizaron experimentos (le transdueeión a la cepa l’V4Ll7.
selt'cciunamln transduetautcs resistentes a los antibióticos codilicados en el

transpim’m para analizar luego en los mismos la aparición de las características

iilï:1(.'l‘\-’:líl:l8en la cepa [IRAM-2|.

IYAL(HllEN(10DlDE'H{ANSDtKThMVTESlünRlanR

Hill/ando un lisado del lago MPH realizado en UBA30-2] Con un título de 2 x lO8

ul'p’ml se realizaron experimentos de transducción a la cepa l’\'447 en medio

MM'l‘líl, sólido. Se utilizaron suspensiones de fago irradiadas con luz ullravioleta

durante distintos intervalos de tiempo o sin irradiar.

Se obtuvieron '35 tranmluelantes al utilizar la suspensión de lago sin in‘adiar.

l,a li'ecucncia de transducción l'ue de entre 2 y 6 x ¡0'7 transductantes/ulp. valor

similar a los descriplos en la literatura para otros marcadores.

l\'.h. ANALISIS DICLOS 'l'RANSIMJC'I'ANTES

l\'.l). l. (‘ON'I'ENIDO DE PHB ES'I‘IMADOPOR TINCIONES

law lt'flllSdllClfllllCSl'ÏmR lmR- obtenidas se reestriaron en medio LB con ambos

antibióticm y se tiíleron con negro sudán. En general se observó que las

transductanles adquirían un color mas claro que la l’V447. pero mas oscuro que. la

l.‘l3;\1“-Zl. ( ligura 16)

Al realizar la tinción de negro suclán en portanbjetos, se observó en los lransduetantes

una cantidad de gráuulos similar a la dc la cepa l’Vél-‘l7.

UBA 30-21"



l\’.h.2. DIC'I‘ICRMINACTIONDE Il-(‘ÏETOTIOLASA

Sc midió la aclividad de B-ccloliolasa de algunos lmnsduclanlcs elegidos al azar. v se

observó cn lndus los casos menor aclividad que en la cepa l’V447.

'l'."\l3|,/\ I 2

copa aclividad de B-ccloliolasa

u/mg prot

I’\"—¡17 |70|

|’\"'H7 1976

UBA KO-ZI ll23

'I‘i'anx'd 2a 664

'I'i'ansd «la 9| 8

'I'I‘nnsd 5:! 238

'I'ransd 5k 949

|\'.h.3. DIÉ'I’ICRR-‘IINACIONDE A(‘E'l‘()A(ÏE'l'lL-C'0A REDIKÍ'I’ASA

Sc midió la aclividad (lc acctoacetil-COA reductasa (le dos iramsductantes y se

observó en ambos casos menor actividad que en la cepa PV447, aunque mayor que la
dc la cepa UBA30-2I.

|V.l).4. (_'lïAN'l‘ll"I(;'A(.'l()N DEL CONTENIDO DE PUB POR EL METODO

DI",LOS DISCOS (ESPECTROFOTOMETRICO) ( Ward y ancs; ¡973)

Si: ulilimrnn culliws cxponcncialcs ( 8 hs de crecimiento) crecidos cn distinlos
medios. Las mueslms sc secaron cn estufa de 60°C hasla peso constante.
Las canlidndcs dc acido crotónico se dclcnninaron refiriendo los valores obtenidos a

una cuwa dc calibración. Los resullados se muestran cn la tabla 13.
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TABLA ¡3

Contenido (lc l’l IB de los lransductanlcs ( método espectrol'otomélrico)

Porcentaje dc l’lll} / peso seco

('l'ÏI’A LB [BG

l’\’1l-'l7 5.1 4.4

l'llA 30-20 ND ND

UBA 30-2l ND l.32

trans-(l 2a 1.36 2.]

transd 5a .78 l.97

transd 'ld 2.02 4.6

transd 5k 2.]9 4.48

l.ll(‘¡ LI) suplementado con l% de gluconato de sodio.
NI) no se detectó l’l ll)

l-ïnla tabla se obsewa que la mitad de los transductantcs acumularon cantidades de

¡wlímcl‘n similares a las de la cepa salvaje, mientras que las otras acumularon

cantidades menores. aunque mayores que las de la cepa UBA 30-2] cn medio IDG.

mamas. en estos casos hubo producción de polímero en medio ll}, a diferencia de la
cepa mutante. que no produce cantidades dctectables de l’l IB en este medio.

V.EXI’ERIMEN'I‘OS DE lllBRlDlZACION DE ADN GENOMIC‘O DE

B.nwgnterium I’V447 Y UBAJll-Zl CON SONDAS DE CENES l’IlB.

l'no (le los aspectos encarados en la caracterización de la inserción de Tn9l7 en
¡{ruega/win"; l'ue cl análisis de su ADN cromosómico mediante la técnica de

Soulhem lvlotting.utilizando una sonda de 'l'n9l7 y diferentes sondas de genes l’llB.
marcadas con biotina.

Si la inserción dc 'l'n9l7 en la cepa UBA30-21 esta ligada a los genes l’llll. se

esperaba encontrar algun fragmento de restricción de su ADN genómico que

hilvridizara conjuntamente con la sonda del transposón v con una sonda específica4

para los (genes l’llll.
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(‘omo sondas de genes l’llll se utilizaron fragmentos de ADN correspondientes n genes

l’l lll de Alcoi/genes ¿"drop/nu y cl fragmento con actividad tiolasa aislado del banco
de genes de ¡inwgalarnun en Eco/i.

Iin la mayoría de los experimentos realizados no fue posible observar una banda de

.\I)Ï\' gem'unieo de la cepa l’l3/\30-2l que hibridizara simultaneamente con las sondas

del transposon y los genes l’llll. debido probablemente a que las enzimas de restricción

utilizadas tenian sitio de corte entre el fragmento de transposón utilizado como sonda _\'

los genes l’l lll.

\'.a. lllllRlDlZ/KIIONES CON UNA SONDA QUE CONTIENE EL (¿EN DIC
l,.\ [l-(.‘li'l'()’|°l()lu\S.-\ DE Iimegaterium .

|)el plasinido pllMeÏl. que contiene al gen (le la B-cetotiolasa de 13’.nmgalcriimi elonado

en el rector pl l\"33 en ¡im/i. se extrajo un li'agmento l’stl Clal de aproximadamente

.15 kb. que se utilizo como sonda para el gen de la B-cetotiolasa.

Izn experimentos en los que se utilizo como sonda el fragmento l’stl-Clal del plamido

pllMeJ. que contendria la [l-cetotiolasade limegaterium. se observo hibridizacion con

bandas de dilerente peso molecular de los ADNs genoniicos de las cepas PVH? y

I'll.\3Í)-2l digeridos con las enzimas lícoRl, lIindlIl y PstI. (figura l7 )

liste resultado indica que existen diferencias entre los sitios de restricción alrededor del

gen tiolasa de las dos cepas. que suponemos se deben a la presencia del transposón

'l'n‘H 7. cuya inserción en la zona adyacente al gen ll-cetotiolasa produce las
nwlitieaeiones observadas.



Figum l7
Experimento dc Southern blotting dc DNA genómico de las cepas PV447 y UBA30-2l
ulilimndn una sonda para la B-cctoliolasa de Iinrcgaterium.

A: pBMc3; Il: I’V447 EcoR l;
C: I’V447 Ilind Ill; D: UBA30-2l ECORl;
fi: UI3A30-2I Hind lll; F: pTV54 Hind III

ABCDEF



\'.b. IIIBRIIHÍHKÍIONES ('()N SONDAS QUI“,(.‘ON'I‘IENFN l"R/\(.‘r\ll€N'l‘()S

me l,( )S (.‘lñN I’llll DE . ¡Im/¡gemas eurmphus .

l)ebido a la eran diferencia cn el Contenido de G lC °o de ambos organismos. existe

baja probabilidad teorica (le que exista entre los genes bomologia suliciente para que

liibridicen entre si. pero como se ha descripto un alto grado de liornologia entre los

genes l’llll de dil‘erentes especies. de manera especial entre las sintetasas. se probaron

las sondas de los genes de .'l.etllr'0¡7/ms considerando la posibilidad de que hubiera

lromologr’asuliciente entre los genes l’lll-3de estas dos especies.

l,os plasrnidos utili‘iados para obtener las sondas de genes I’llli de .‘i.ellll'0])hlls.

descriptas en materiales y metodos. son el plásmido p'l'Zl8U-l‘lll3. que contiene los 3

genes l’lll‘, clonados en el vector p'l‘7,l8l l. pSK2696 , que contiene un fragmento de

3.5 kb que abarca el gen de la polimerasa y una pafle del gen IB-eetotiolasaclonados en

cl rector llluescript. _\'pSKZGGO.que contiene un fragmento de 2.] kb con parte del gen

ISI-cetotiolasa _\'el gen de la reductasa insertos en el mismo vector. No se detecto

bilwidi/acion con el DNA genomico de las cepas l’\"447 y llllAJO-Zl de

lirnegulanrun cn experimentos de Southem blotting al utilizar como sonda un

li'agnrcnto que contiene los genes I’ll]! de .4.eutr0phus clonados en el plasmido

p'l'7 l RI 7.

.\l mili/ar una sonda que contiene los genes de la tiolasa y la reductasa. obtenida del

plzisrnido pSKZGÓO.no se obtuvo hibridización.

Solo se observo una señal débil en uno de los experimentos que se muestra en la figura

IR. en que se utilizo como sonda un fragmento de aproximadamente l kb de la

poliinerasa de .I'l.eulmplms obtenida del plasmido pSK2696 cortado con l’mll. que

corresponde a una zona altamente conservada en distintas polimerasas estudiadas hasta
el momento.

l’n el experimento que se muestra en la figura 18 se utilizaron los ADNs genómicos

cortados con Apal.



Figura [8
Experimento dc Southern blotting de DNA genómico de las cepas PV447 y UBAJO-Zl
utilizando una sonda para la PHA sintelasa de Á.eulmphus.

A: pBMe3
B: PV447 Apn I
C: UBAJO-ZI Apal

AB_C_



\-"l. ('l,()N¡\I‘)() DE LA REClON DE LA INSERCION DE LA ('EI’A UBAJO
2|

Dado nuestro olvietivo de aislar los genes phb de esta especie se decidió clonar la

región del cromosoma de la cepa Ull/UO-Zl donde se encuentra la inserción de
l'n‘H 7

Debido al gran tamaño del transposón 'l'n9l 7 ( l7 Kl) ) se decidió utilizar un vector

que permitiera clonar insertos de 20 kl) o más, para poder obtener un inserto que

contenga al transposón y los genes adyacentes.

Se decidió utilizar el cósmido pVKlOZ, que contiene los sitios cos del fago lambda.

permitimqu el empaquetado de los cósmidos recombinantes para su posterior
transl'ccción a limit. y que ademas tiene el origen dc transferencia del plásmido

conjugativo Rl’4, que brinda la posibilidad de transferencia por conjugación a la

mutante t’llll-rl para realizar el analisis Funcional de los genes clonados.

\-'l. a. OBTENCION DE FRAGMENTOS DE 'l'AMAñO ADECUADO DEL
('ROMOSt )M/\ DE “BAJO-2|

l,a en/ima de restricción que se utilizó para el clonado debía reunir, preferentemente.

ciertas características, como tener un sitio de corte dentro de algún gen de resistencia

a antibiótico del vector, tener pocos sitios de corte en el cromosoma de

ltwqm/wimn. y no cortar dentro del transposón, ni entre éste y el gen ll-cetotiolasa.

para poder ohtencr un li'agmento que contuviera la región entera.

Se decidio utilizar la enzima Xhol, que aparentemente reunía estas condiciones. para
el clonado.

l'ara clonar exitosamente en el vector elegido fue necesario partir de una preparación

de ADN genómico de alto peso molecular, que se obtuvo por el metodo de lisis con

sarkosyl y centrilïigación en gradiente de CsCl como se indica en materiales y
tttelodos.

Luego se optimizaron las condiciones de restricción para obtener una mayoría de

liagmentos de alrededor dc 20 Kl). Se realizaron restricciones parciales utilizando
mezclas de reacción con diferentes concentraciones (le enzima y se analizaron los

resultados en geles de agarosa 0.494).
Se incul)ó el ADN cromosomal de UBAJO-Zl con una dilución de la enzima Xhol en

las condiciones previamente establecidas, se verificó el resultado de la restricción



L‘HI‘t'lCIltlÜuna alícuuta en un gel de agarosa 0.4%, y luego se li'accionaron los

liaamwntos du ADN contados segun su tamaño utilizando un gradiente de sacarosa.

Sc precipitaron juntas las li'accioncs del gradiente que contenían li'agmcntos de mas

(lc l.‘ kilobascs. y se utilizaron para cl clonado.

\'l. b. l,vl(‘:,'\l)() Y lCMPAQlll‘l’l‘AlX)

l‘Ïnla figura l‘) se muestra el resultado dc diferentes reacciones dc ligado utilizando

‘\*:H'l:|.\‘relaciones de vector cortado a li'agmcntos de ADN gcnomico

lrn los goles donde sc sembraron las mezclas de ligado se observo que al aumentar la

proporcion dc. ADN del vector quedaba parte de éste sin ligar. y sc pensó que

piolmbluncntc gran parte del .-'\_l)Ndc alto peso molecular que se observaba cn cl gel

limar: (_;n|](_:;ll(‘.mct'()s(lc vector. ya que éste no se trató para evitar cl rcligado.

r-mpaqvwtaron laz: dos mezclax‘ con mayor proporcir’m de. ADN gcnómico. cn las

que parecía ll:|l1(.‘l'nl¡l_\'t‘l'proporcion dc ADN concatemerizado, utilizando un kit dc

mnpaquctado ¡n vitro de lago laml‘da.

ABCDEFGHIJ

.‘\: marcador dc 'Adc alto l’M . B: inemla dc ligado 1, C: mezcla l ligada,

l): Hit/(¿lll dc ligado 2. lï: mezcla 2 ligada, F: mezcla dc ligado 3.

(i : m 2/,Clil3 ligada , ll: ¡Nlil 02 cortado con Xho l,

l : DN; genomico dc la copa UBA30-2] cortado con Xho l .

Figura l 9
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FIGURA ¡9

\ I. e. 'l'RANSI‘lït‘t'IUN Y SICLI'XT'ION DI", ("LUNES (“UN El, lNSl'ÏR'I'U
IH'ÏSI‘ZÁIH)

St: Uli‘tlu como hospcdador de clonado la cepa de If. m/i Illllttl. porque existen

¡It-poste: ale la existencia de un el'ecto nocivo de la presencia de la region de

iw-‘isleneia a eritrnmicina de 'I'n9l 7 en muchas cepas de 15.0011".que aparentemente no

ali‘irtana la cepa llllltll .(Youngman ¡987)

Se Iilularon las mezclas de empaquetado. obteniéndose 2.38 .\' ltl‘l ute/"ml para la

Inc/iclil l y 9.75 \' IUS para la merela .2.

Si: Iransl'eeto la cepa hospedadora con cantidades adecuadas de cada una de las

lllL‘.'.Ll¡I>'ultlln para obtener unas IOO o 200 colonias tetraciclimlR por placa. que

lllt'”_"se resuspendicron y guardamn a -20“C con glicerol l5 "b hasta el momento de
>t:r anali;'.adas.

Para r. strear los clones que tuvieran el transposón se seleccionaron aquellos
I‘e.--'is|cntt:>'a L'loi':li¡1lblii00l.

Se obtuvieron IO clones a partir de la mezcla l, y 8 a partir de la mezcla 2.

Luego se midió la actividad de I.l- cetotiolasa de los clones CmR para detectar

aqocllos que tuvieran el gen para esta enzima en el inserto.

De IR clones CmR seleccionados, solo dos, provenientes de la mezcla de ligado l.

presentaron actividad dc IJ-cetotiolasa

(¡omo amlms prox-'eníande la misma placa resuspcndida, es probable que se trate del

mismo vino. por lo tanto se eligió uno (le ellos, que presentó ima actividad levemente

mayor. t-sle clon se denominó t IBA l-37.

\'l.d. ANALISIS DICL('LON UBA 1-37

\'|.d.|. ANALISIS DIC],(‘OSMIDO DEL (X‘LONUBA [-37

l"n la Iifznra 2“ se observa un gel de. agarosa donde se sembraron los productos de

¡«x-stricciondel cosmido del clon ¡HM l-37. denominado pllMl-ll. eon diferentes
en/imas de restricción.

.'\l cortar con la enzima Xhol se ohsei -'aron dos bandas. la correspondiente al vector

p\'l-Zl 02. de 23 lll), y una de aproximadamente 25 kb, correspondiente al inserto.



.=\' 'l Ilind lll. B: pllMMZ Xho I. C: pVKlOZ Xho I. l): pliM |42 lieoR l.

Ii: pllM l >12l'jeoR l. .‘(ho l. l": marcador de 7Lde alto PM,

(i: pllïxll-ll .\Ího I I’st I.

Figura 20

\'l.e . Sl lllt ‘l,()N/\l)() DICI,('JICN'I'IOIJASA DEL (S‘OSMIDOpBMHZ

Innla liuura 20 se observa que al Cortar el inserto con la enzima l‘IeoRI se obtuvieron

J Irmanentos. cuyos tamaños eran a¡n'oximadamente 9; 6',4 y 3.5 kb.

.-\| untar el plasmido con la enzima EcoRJ se obtenían solamente los tres li'agmentos

menores. pero al utilizar lícoRl y Xbol simultáneamente se observaba ademas la

aparicion del li'agmcnto de 3.5 kb.

l'ïrlorr resultados indican que los ti'agmcntos de 9; 6 y 4 kb tienen ambos extremos

cortados con líeoRl, mientras que el menor tiene un extremo cortado con Xho L y por
lo tanto es uno de los extremos del inserto.

Se subelonaron los tres ti'agmentos mas grandes en el sitio lïeoRl del plamido vector

pl '(‘l '-).utilizando nuevamente la eepa llBIOl de [Len/i.

I,a eleccion de la cepa se basó en la posibilidad de que estuviera presente en los

fragmentos elonados el gen de resistencia a critromieina. euya presencia no es

toletada por la mayoria de las cepas de Ecoli, entre ellas las que se utilizan para

clon:qu Por este motivo no se pudo utilizar una de las cepas que normalmente se
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emplean con vectores que tienen un sistema de detección de insertos por

complementación.

l'..‘-'l()genero ciertas dificultades en la detección de clones recombinantes. ya que

aparentemente la cepa utilizada no tiene un l'enotipo claramente Lac'. y por lo tanto

no se podian distinguir claramente los clones en los cuales el gen para la B

_{.',alaetosidasdel pllCl‘) estaba inactivado por la presencia del inserto en placas de

LI! conteniendo _\’gale l_l"|'Cr.según lo indicado para el vector utilizado.

Se rcsrrspendieron las colonias obtenidas del subclonado de cada fragmento para

segurir analizainrhflas.

.\| sembrar diluciones de estos resuspendidos en placas de LB conteniendo Xgal pero
sin ll‘lti. se veían colonias con distintas tonalidades de azul. Las mas claras se

n-cstr iaron en el mismo medio , y se eligieron nuevamente las mas claras.

’:'.ralelamcnte se sembraron gotas del resuspendido en placas de l,I3 con

t.'loraml'enicol. para seleccionar clones que contuvieran el gen de resistencia a este

antibiótico. Solamente se obtuvieron clones CmR para clones (le los tragmentos de 9

_\' nt kt).

Se hicieron extracciones (le plasrnido de colonias claras de cada uno de los

liatgtnentos _vde las colonias (.‘rnR.

I'Ïnalgunos de los casos se pudieron extraer los plasmidos, que en la mayoría de los

cas-ns tenían cl tamaño de pUCl 9 . indicando ausencia de inserto.

Se cortaron los plasmidos que parecian tener inserto con la enzima licoth y al correr

los digestm en geles de agarosa se observó claramente el inserto de uno de los

plr'rsmidos obtenidos del subclonado del fragmento de 6 kb.Se denominó a ese

plasrnido recomlainante pBMSó

l,a cepa que contiene dicho plasrnido se denominó UBA] 48.

\'I.l'. ANALISIS DICLA CEPA llllAl-JS

\'l.t'. l. MI‘ÉI')"'ION DI",ll-(‘lü'l'()'l‘l()l_,AS/\ Y A('lC'l'O/\( 'lfi'l'llÁ 'oA
R lil)! 't "TASA

Se realizó el ensayo para la ll-cetotiolasa en un cultivo overnight de la cepa UBA] 

¡3. detectz'rndose actividad de esta enzima. lo que indica la presencia del gen en el

irwerto. I.a actividad especifica de esta cepa es similar a la dc la cepa (¡RAI-37.
ttahla lil)
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I'm-:ilorlnmcnlc se realizaron (i6lCl'fllÍllflCÍOHCS(le la actividad (lc AcclncctilCoA

|‘e:(il|(.‘|:l\ï:|(lo las cepas (le ¡Lan/i con los plásmidns recmnhinunlcs. No se dctccló

:uJividml dc c:<l:|cn/imu en ninguno (lc ellos.

'I \Hl,fi\ II

\(."|'I\'l|).'\l) |)I'Í H-(ÏI'Ï'I'O'I'IOI,ASADI")LOS CLONES OB'Ï'I'ÏNIDOS

L'I'ÏI’.\ AC'I'.I'ZSP.I'/\(Ï'I'.I€Si’.PV447

I’\'I ¡7 l

UNAM-3| .78

[FILM-37 .36

“¿Al-LV. .275

"P i‘rumcdiu dc (los mediciones (dc (los extractos crudos del mismo cultivo)



DISCUSION
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(Jon la linalidad (le clonar los genes pha de B.meguferium se utilizaron dos

estrategias de rastreo diferentes, que permitieron aislar los locus génicos para la |3

cctoliolasa de la cepa l’\"447 y de la mutante de inserción UBAJO-Zl. utilizando

distintos veclores de clonado y 11'.coli como hospedador.

¡"ste es el primer trabajo de clonado de una [l-cctotiolasa de bacterias gram positivas.

l'na dc las estrategias utilimdas estrategia para aislar genes pha fue el rastreo de

clones con actividad enzimática en una biblioteca genómica de B.¡neguíerium en

[im/i. y la segunda l'ue la obtención (le inserciones (le un transposón dentro de genes

plia. o cercanas a los mismos.

Para obtener el banco de inserciones se utilizó un derivado del transposón Tn917, que

se encuentra en el plasmido pTV54.

Durante los ensayos realizados para la obtención de estas inserciones cn

Il.riicuurw'mm se encontraron grandes dificultades para eliminar el plásmido vector,

que. l'ne originalmente diseñado para su utilización en B.subtili.v, capaz de crecer a

lcmpcraluras cercanas a los 50"C. l'ïn los protocolos utilizados en este

microorganismo, el vector se elimina a 42°C, temperatura a la cual Bauhfilix replica
normalmente.

l"n ¡{niega/criar" se debieron utilizar temperaturas relativamente bajas pues esta

especie crece normalmente entre 30 y 32”C, y su viabilidad disminuye a

temperaturas mayores de 37"C.

I'Ïstas dificultades, unidas a la baja velocidad de crecimiento a las temperaturas

utili7adas. condujeron a la obtención de cultivos de bajo número de células luego de

incubaciones de 48h a la temperatura no pennisiva. De esta manera la población

obtenida no aseguraba la cantidad de eventos independientes necesaria para obtener

inserciones en los genes plz/I.

Por estos motivos se realizaron los experimentos de obtención de inserciones y
eliminación de plasmido enmedio sólido.

Luego de los ciclos de crecimiento en medio sólido a temperatura restrictiva, muchas

de lar: cóhilas de los cultivos linales aún tenian el plásmido. Sin embargo. el número

de celulas que mantenían las resistencias a antibiótico codilicadas por el transposón

habiendo perdido la resistencia a tetraciclina, codificada en el plásmido, era

sulicienlemenle grande como para comenzar la búsqueda de inserciones en los genes

¡i/m.

l’ara detectar estas inserciones se rastrearon células con menores cantidades de PIIB.

o carentes del mismo. mediante tinciones con el colorante Negro Sudan.
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lïl Inclndo de rastreo por tinciones presenta ciertas dificultades. pues da l'alsos

negamos. por lo que fue necesario repicar las posibles colonias Pllli negativas y
leñirlas en varias ocasiones, tanto en placa como en preparaciones para microscopio.

para cerciorarse de la constancia del fenotipo. con lo que es probable que no se hayan

detectado todas las Colonias con menor contenido de l’l-IBque se originaron en cl

experimento.

luego de analizar 23500 inserciones mediante tinciones en placa con el colorante

Negro Sudan se aisló la cepa UBA30-2l . que presentaba menor contenido de l’l ll)

que la cepa salvaje.

Iín experimentos similares de mutagénesis en A.eutrophus mediante inserción del

transposón 'l'n5.( Schubert ct al 1988) se obtuvieron dos mutantes luego de analizar

35000 inserciones. utilizando un método de rastreo basado en el aspecto de las

colonias. lín ¡leurmplms las colonias que no acumulan PI-IBse ven traslúcidas, a

dil‘crencia de las salvajes, de aspecto más opaco, con lo que es posible distinguir
colonias con diferente contenido de Pl-ll) sin necesidad de teñirlas con un colorante

especilico.

.'\| detenninarse la actividad de ll-cetotiolasa y de la acetoacetilCoA reductasa de la

cepa Ullr’UO-Zl. se encontró que ésta era significativamente menor a la de la cepa

salvaje.

Dado que la cepa mutante no alcanza en medio LB el crecimiento maximo

(cuunlilieado mediante la determinación de la absorbancia a 600 nm). característico

de la cepa sal 'aje, se pensó que la baja actividad enzimática detectada podría

deberse a que las condiciones de crecimiento no eran las óptimas. Se realizaron

mediciones de esta enzima de cultÍVos de la cepa UBA30-Zl en medio suplementado

con eluconato. en el cual crece de manera similar a la cepa salvaje. y se obtuvieron

los mismos niveles de actividad enzimática que los obtenidos en cultivos crecidos en

l..l’.. por lo que se descartó la hipótesis.

Itn experimentos de cotransducción, se observó que en la cepa UBA30-21 el

transposr'm esta ligado a la mutación que produce una disminución en la actividad de
ll-celot¡olasa

Paralelamente. en los experimentos de clonado, se logró clonar una B-cetotiolasa

adyacente al transposón capaz de expresar actividad en E.coli. A partir de este

resultado se deduce que esta enzima mantiene su actividad, aunque no es posible

determinar en base a estos datos si en forma parcial o total, ya que aunque el clon

que Contiene la l5-celotiolasa de la cepa salvaje presenta mayor actividad enzimática
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que los clones que contienen la enzima de la cepa mutante. los sistemas utilizados

para cl clonado son diferentes.

.'\l cstar los genes clonados en vectores distintos es dificil evaluar si las diferencias

cn el nich dc expresión de las enzimas en Eco/i se deben a factores propios de la

region clouada o a otras 'ariables. como número de copias del vector u otros factores

que afecten la expresion de los genes elonados, como secuencias promotoras de los
vcct nres.

l'or otra parte. debido a la existencia de más de una B-eelotiolasa en otras bacterias

estudiadas. como ¡few/mplms y ¿(mg/ea ramigera, en las que se han detectado la

presencia de isoenzimas para la ll-cetotiolasa y la acetoacetil-CoA reduetasa

(l l:l_vwnn(let al. l988a y b), existe la posibilidad de que se hayan clonado enzimas

correspomlicnles a (los locus génicos diferentes. Esta última posibilidad, sin embargo.
es poco probable. pues los resultados obtenidos en los experimentos de hibridización

¡ndicarían (¡ue se trata en ambos casos del mismo locus génico.

Iin experimentos preliminares en que se determinó la actividad de acetoacetiI-CoA
rcductasa de los transductantcs limR I,mR se obtuvieron valores inferiores a los de la

ccpa salvaje. indicando que la disminución en la actividad de esta enzima

entransduce con el tn. Sin embargo, en ninguno de los clones obtenidos se detectó

actividad de reductasa, por Io que suponemos que el gen que codifica para dicha

enzima no se encuentra en los fragmentos clonados, aunque en el caso del fragmento

de l)N/\ proveniente de la mutante de inserción, es probable que este esté inactivado.

pudiendo deberse la escasa actividad de esta enzima detectada en UBA30-2l a una

isocnzima cuyo gen estaría situado en un Iocus diferente.

lin la mayoría de los microorganismos en que se han identificado los genes

responsables para la síntesis de l’llA, estos se encuentran agrupados, v en algunos

casos formando una unidad de regulación (Steinbüchel et al 1992).

l lna posible explicación de la baja actividad de B-cetotiolasa y AcctoacetiI-CoA

rcductasa de Ia cepa mutante. es que los genes que eodilican para estas enzimas se

encuentran en un operón, "downstream" con respecto de Ia inserción, por lo que se

observa un efecto polar del transposón sobre ambos genes. Paralelemente. los valores
de actividad de Acetoaeetil-CoA-reductasa marcadamente disminuidos obsen'ados en

la ccpa UllARU-Zl podrían sugerir que el transposón se inserto en el gen

correspomliente. inaeti 'andolo.

lin cslc ultimo caso, la escasa actividad detectada podría deberse a la presencia de

i::ocn/.irn:¡s.y la función de esta enzima en la biosínlesis de Pl IB podría estar suplida
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por dichas isoenzimas. o por un camino altemativo para obtener l)-(-)-3-hidroxibuliril
('oA a paitir d ‘ acetoacetil-CoA. como en el caso de Rhoa’oxpiri/Iumrubrum. en el
cual esta translonnaeión se lleva a cabo mediante una acetoacetil-CoA NADH

dependiente y dos enolil-CoA hidratasas. Esta última via es aparentemente también

utilizada en ,"].(’NÍI'U]’IIUScomo camino alternativo, pues se ha encontrado que

mutantes de accloacctil-CoA NADI’ll dependiente, la enzima que nonnalente

interviene en la biosíntesis de l‘l'lA, son capaces de sintetizar el polímero.

(l iebergesell l993b).

I,a cepa mutante Ull/UO-Zl de llmegarerium produce un 3 "/6de la cantidad de l’l II}

producida por la cepa salvaje en medio l,l3(}.

liste tcsultado indicaria que la cepa mutante tiene una l’llA sintasa activa, ya que

aunque en cantidades reducidas, acumula granulos de l’llll.

l a disminución en la cantidad de polímero podría deberse, al menos en paite. a la

menor actividad de las enzimas B-cetotiolasa y reductasa.

“chido a la dilicultad en realizar un ensayo de actividad de PllA sintetasa. que

iiwolucra la síntesis de sustratos marcados radiactivamente y solo se realiza el la

actualidad en tres laboratorios. aún no nos es posible saber si la actividad de esta

enzima también está disminuida. lïn una publicación aparecida cn el momento de

redaccion de esta tesis ( Valentin and Steinbüchel 1994) se describe un método

espectrot'otometrico para determinar la actividad de esta enzima. lo que nos

posilwilitai'íaen el I'uturo completar los datos obtenidos con los valores de actividad

do la l’llA sintasa en las cepas estudiadas.

lin los evperimcntos de transduccion se observó que aunque todos los transduclantes

analizados tenían menor actividad de l3-cetotiolasa y reductasa. algunos producían

bajas cantidades de polímero. aunque mayores que las producidas por la cepa

l HM ltJ-Zl. pero otros acumulaban niveles cercanos a los de la cepa salvaje.

listos resultados podrían indicar que la disminución en la cantidad de Pl lB no se debe

únicamente a la menor actividad de estas enzimas, es decir, podría existir una

SC!_’.l|tl(l:tmutación. probablemente no ligada a la inserción, que causara la disminución

cn la cantidad de l’llll de la cepa UBA 30-2l.

Si existen isoenzimas en Emegcverium de B-cetotiolasa y aeetoacetil-CoA reductasa.

como en r1.€tlll'0phtl.t'y Zrumigera, o más de una l’llA sintetasa, como en el caso de

I'n'mlrmimmx uw'uginnm y ¡{olem-wnmv , un fragmento de DNA transductor
proveniente dc la cepa UBA30-2] conteniendo el gen de estas enzimas podría. en el

caso que la homología entre las secuencias fuera suficiente, recombinar con
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dileientes locus génicos en distintos sitios del cromosoma de las células receptoras.

dando como resultado transductantes con diferentes fenotipos.

lin el caso de que existiera mas de una Pl IA sintetasa en ¡imegulc’rnmL podría

snponerse que la cepa UBAÏtO-Zl tiene una ¡mutación en una polimerasa no ligada a la

inserción. explicando así la gran disminución en la cantidad de PHB acumulado, que

no se observó en los transductantcs analizados, cn los que se seleccionó para el
transposón.

l-nIre las mutantes en la biosínlesis de l’IlB de Aaa/mph”, tanto las obtenidas por
inserción de transposones o tratamiento con otros agentes mutagénicos como las
mutantes espontáneas. las únicas que no producen cantidades deteelables de polímero

son las ¡mutantes de l’] lA sintasa. Las mutantes de esta enzima obtenidas por

transposición. ademas, tienen en general menores actividades de B-cetotiolasa y

.-\ce|oacetil-CoA-reductasa. lista característica puede deberse al el’ccto polar de las

inserciones, ya que en este microorganismo los genes que codifican para estas tres

cmimas se hallan en un operón. No se han encontrado mutantes sin actividad de Í}

cetoliolasa o Acetoacetil-CoA-reduetasa en Aeuh'ophus, probablemente debido a

que mutaciones de este tipo serían letales para la célula, ya que estas enzimas

intervienen también en otros procesos esenciales del metabolismo celular, como la

síntesis de quinonas v la biosíntesis de los isoprenoides, precursores de los lípidos de./

membrana ( Ilorbach 1993).

.-'\demasde las características mencionadas con respecto de la actividad de estas

enzimas y el contenido de mm. la cepa UBA30-21 presenta otras particularidades

entre las cuales su comportamiento li'ente al fago Ml’l3 es la más interesante.

I,a sola disminución en la cantidad dc polímero no afecta el comportamiento de las

cclulas li'ente al lago, pues se ha observado que la cepa UBA30-20, que no acumula

cantidades detectables de Pl IB, se comporta de la misma manera que la cepa salvaje
cuando se la int'ccta con MP] 3.

l’odría asociarse esta propiedad de la cepa UBA30-2l con la mayor mucosidad de
sus colonias. que estaría indicando alteraciones en su superficie, modificando la
sensibilidad a MPI 3.

Mediante experimentos de hibridización del DNA genómico de las cepas UBA30-2I

y l’\'—l.l7.se pudo eon'olmrar la inserción del transposón en el genoma de la cepa
mutante.

Al utilizar sondas heterólogas de genes pita provenientes de secuencias clonadas de
leurmplmx. no se obtuVo hibridización en el caso de los genes para la B-cetotiolasa
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x Ia reductasa. y solo se observó una señal de hibridización débil al emplear un

ti'agmento de la polimerasa de esta especie. correspondiente a una zona altamente

conservada entre las polimerasas de diferentes microorganismos, listos resultados

indicarían que la liomología entre los genes de B.megalerimn ( (i tC"o: 37.6473) y

,l.(-'l(H'()/)/IHr (U IC°n : 66) no es suficiente para que bibridieen entre si. salvo

prolmblemente cn el caso de la polimerasa.

Dado que ambos microorganismos difieren bastante en su contenido de G 'I C. no es

sorprendente que los genes para estas enzimas presenten escasa homología. lïn el caso

(le las polimerasas. eomo las que se han secuenciado hasta el momento presentan una

giranhomologia entre si. es posible que a pesar de las diferencias cn el contenido de (i 4

C de estas bacterias. esta sea suficiente para lograr liibridizaeión en las condiciones

adecuadas. explicando así la señal observada.

lÏsta particular homología se ha observado entre polimerasas de especies pertenecientes

a diversos generos baeterianos. inclusive entre las de las especies gram negativas (la

mayoría de las enzimas estudiadas) y la de Ia unica especie gram positiva cuya

secuencia del gen de la sintasa se conoce, Rhodococcus ruber. La polimerasa de esta

especie gram positiva. además. pennitió restaurar la produccion de l’lIB en una

mutante de polimcrasa de .4.eulr0p/ms. demostrando que la enzima de Rhodococcus

rulvcr es capaz de complementar a la mutante de la especie gram negativa.

Cuando se utilizo la sonda de B-cetotiolasa del genoma de la cepa l’\'447. se encontro

que hibridizaba con fragmentos de diferentes tamaños de los DNAs de las cepas P\'4«'l7

_\-I 'l3_\3t)-2 l. (‘omo se observó en los experimentos de eotransducción y de clonado

que la inserción del transposón 'l'nQI 7 se halla muy cercana al gen de la B-cetotiolasa.

la diferencia cn los tamaños de los fragmentos se debe posiblemente a modificaciones en

los sitios de restricción proximos al gen de la B-cetotiolasa de la cepa mutante

producidas por la inserción.

l‘aialelamente. los resultantes obtenidos en los experimentos de hibridización con esta

sonda indicarian que el gen para la B-cetotiolasa de la cepa l’\"447 clonada es el mismo

que se encuentra en la proximidad de la inserción de 'l'nQI ". Ademas. en el caso de que

existiera otra B-cetotiolasa en lirizegare’rimn. su secuencia no tendría homología

sulicicnlc con la de la enzima clonada. ya que se observó un solo fragmento genómico
que bibridizaba con la sonda. tanto en el genoma de la cepa salvaje como el de la
mutante.

la li-cetotiolasa. que cataliza la primera reacción de la biosíntesis de l‘llD. tiene un rol

dominante en la regulación de este proceso. pues responde a las concentraciones

citoplasmaticas de acetil-CoA y CoA-Sll. iniciando la sintesis de I’lll} en condiciones

de concentracion alta de acetil-(‘oA y baja de CoA-Sll.
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tin todos los casos estudiados hasta el momento la regulación del proceso de

hiosintesis de I’llAs es a nich enzimático, ya que no se ha detectado regulación a

nivel transcripcional ( llaywood et al ¡988 a y b) . Debido a esto. el papel regulatorio

dc la ll-celoliolasa es (le fllndamental importancia, siendo esta enzima un blanco

adecuado para realizar modificaciones tendientes a aumentar la producci(m del

polimcro.l’ara ello el locus génico de la B-cetotiolasa dc la cepa UBA30-21 se

subclono en pUCl9 de manera dc obtener un fragmento de menor tamaño .Su análisis

por secuenciación necesario para los objetivos mencionados se esta realizando en el
laboratorio.

CIL >‘JLAIÓ fi‘ (“ix/J /
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