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Resumen.

ESTUDIOS GENETICOS DE LA BIOSINTESIS DE POLI(3-HIDROXIBUTIRATO)PI-IB,
EN Bacillus megaterium. OBTENCION Y CARACTERIZACION DE MUTANTES Y
EXPRESION IIETEROLOGA DE GENES phb.
Autor: Lic.Mirtha E. Floecari. Director: Dra. Beatriz S. Méndez.

Los polihidroxialcanoatos (Pl-lAs) constituyen una familia compleja de polímeros, que se
acumulan en el citoplasma celular de una amplia variedad de microorganismos en forma de
gránulos, como material de reserva. Estos polímeros pueden ser utilizados en la fabricación de
plásticos que, a diferencia de los producidos por síntesis química son termoplásticos,
biodegradables y pueden biosintetizarse a partir de recursos renovables. Bacillus megaIeríum
acumula principalmente poli(3-hidroxibutirato), Pl‘lB, un homopolímero lineal de D(-)—3­
hidroxibutirato. La estructura del gránulo, así como los mecanismos involucrados en su formación
son poco conocidos. En este trabajo se obtuvo una colección de mutantes de Bacillus megaterium
deficientes en la biosíntesis de PI-lA, con inactividad de la enzima PHA sintasa. A continuación,
se estableció, un sistema de estudio de genes pha heterólogos en una bacteria que acumula el
polímero en forma natural. Para ello se introdujo el gen que codifica para la enzima PHA sintasa
de Alcaligenes eutrophus en las mutantes PHA negativas obtenidas, utilizando como vector de
subclonado el plásmido “Shuttle” pATl9. Por último y para contribuir al conocimiento sobre los
roles de las proteínas asociadas al gránulo y sus interacciones en la formación del mismo, se aplicó
este sistema de estudio al análisis de la interacción de la proteína de Mr 22 de B. megareríum,
propuesta como un factor estructural de importancia en la formación de estas inclusiones, en B.
megaIerium, con gránulos sintetizados por la Pl-IA sintasa de A. eulrophus. Los resultados
obtenidos revelaron que esta proteína puede asociarse a los gránulos formados por la sintasa
heteróloga.
Palabras claves: poli(3-hidroxibutirato), mutantes, sintasa, proteínas asociadas al gránulo.

Abstract.

STUDIES ON THE BIOSYNTIIESIS OF I’OLY(3-I-IYDROXYBUTYRATE), PIIB, IN
Bacillus megaterium. ISOLATION AND CIIARACTERIZATION OF MUTANTS ANI)
HETEROLOGOUS EXPRESSION OF phb CENES.
Author: Mirtha E. Floccari. Director: Dr. Beatriz S. Méndez.

The polyhydroxyalkanoates (PllAs) are a group of polymers that accumulate in the bacterier
cytoplasm forming inclusions called granules. These polymers, biosynthesized from removablc
resources, can be used as biodegradable plastics. Bacillus rnegaterium accumulates poly(3­
hydroxybutyrate) PllB, a linear homopolymer of D(-)-3-hydroxybutyrate. The granule structure
and the biochemical mechanisms involved in their synthesis are not completely understood. ln this
work a collection of B. megalerium mutants deficient in PHB synthesis was obtained. None of
them showed PHA synthase activity. A system was developed for the study of heterologous genes,
using these mutants and the Gram positive and negative bacterial shuttle plasmid pATl9, as
cloning vector. ln an attempt to understand the role of granule associated proteins and their
interactions, this system was used to analyze if the 22 Mr protein of B. megaterium, that is
supposed to perform the role of a structural protein, could be associated with PHA granules
synthesized by the Alcaligenes eutrophus synthase. The results showed an association to the
granules, whose synthesis was directed by an heterologous synthase.
Key words: poly(3-hydroxybutyrate), mutants, synthase, granule associated proteins.
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-Stuart E.S., Lenz R.W. and Clinton Fuller R. (|995) The ordered macromolecular surface of polyester inclusion
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-Youngman P.( l987). Plasmid vectors for recovering and exploiting Tn9l 7 transpositions in Bacillus and other gram
positive bacteria. En Plasmids: a practical approach. K. Hardy Ed. lRL Press, Oxford.

Abreviaturas:
o.n.: “ovemigth” o hasta el día siguiente. DTT: ditiotreitol.

Correcciones:

-pg.| 2° párrafo. en lugar de, en el C3, debe decir, R.
-pg.2 En la fórmula estructural los O (oxígeno) de la primera linea deben correrse 4 espacios hacia Ia izquierda.
-pg.4 (Steinbüchel y Valentin l994) debe decir l995.
-pg.8 (Liebergesell et al 1993) debe decir Liebergesell y Steinbüchel |993.
-pg.9 Leyenda Figura 2 Steinbüchel 1991 debe decir l992.
-pg. 12 (Reusch et al [989) debe decir Reusch l989.
-pg 12 y 123 (Pieper y Steinbüchel ¡994, l995) debe decir Pieper-Fürst et al. l994, l995.
-pg. l4 (Libergesell y Steinbüchcl l994) debe decir Libcrgesell ct al 1994.
-pg.lS (Libergessell et al l993) debe decir ¡992.
-pg16 en lugar de (Kawasaki y Doi |990) debe decir Kawaguchi y Doi l990.
-pg. I6 (Jendrossek et al 1994) debe decir 1995.
-pg. l9 5° párrafo en lugar de piel debe decir capa.
-pg.28 Debe decir MATERIALES Y METODOS.
-pg.30 y 32 MgSO. expresado en gramos debe decir MgSO47H20.
-pg.32 en lugar de gr (gramos) debe decir g.
-pg.32 y pgl35 (Von Tersch y Carlton ¡883) debe decir ¡983.
-pg.40 Schegel et al. ¡970 debe decir Schlegel
-pg.42 (Brown et al |980) debe decir Brown y Carlton 1980.
-pg.46 Hanahan ¡963, debe decir l983.
-pg.55 En el tercer titulo la Ñ no corresponde.
-pg.65 NADPH debe decir NADPHZ.
-pg.66 En el primer esquema Hidroxiaxil-CoA debe decir Hidroxiacil-CoA.

En el segundo esuqema : Lectura a 4l2 m debe decir Lectura a 412 nm. El O (oxígeno) y la letra n deben
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-pg.74 Tabla l- Agregar: A. eutrophus Ae8: A. eutrophus PHB-4/pECl3 Este trabajo y
A. eulrophus AcIO: A. eutrophus PHB-4/pEC l9 Este trabajo. - Grawron debe decir Gawron.
-las cepas UBASl-l; UBA31-2 y UBA3 1-3 se obtuvieron en la sección lV.2.
-UBA30-24 debe decir UBA30-23 Nal", Tn9ló Este trabajo.

-pg.77 Referencia de pAS35: Steinbüchel A., comunicación personal. - Grawron debe decir Gawron.
-pg78. Esquema superior A: las curvas a y b corresponden a la escala corrida hacia la derecha. B: esquema inferior.
-pg.84 Tabla 3: En.faecali debe decir E.faecalis.
-pg.88 (Clewell l986) debe decir Clewell y Gawron-Burke 1986.
-pg.90 Leyenda: luz vivible debe decir luz visible.
-pg.93 en lugar de % de espurolación debe decir % de esporulación.
-pg.99 Tabla N°7, primera cepa dadora E. coli JM24-18.

Segunda cepa dadora E. coli JM24-l9, E. coli debe estar a la altura de B. megalerium.
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Los polihidroxialcanoatos (PHAs) constituyen una familia
compleja de polímeros insolubles en agua, que se acumulan en
el citoplasma celular de una amplia variedad de
microorganismos comomaterial de reserva de carbono y energía
para la realización de numerosos procesos endógenos como el
mantenimiento del pH interno, regulación osmótica y la
esporulación (Dawesy Senior 1973).

En su mayoría, son polímeros formados por unidades de 3­
hidroxialcanoatos, que pueden tener distintos sustituyentes
en el C3 y cuya fórmula general se esquematiza a
continuación:

I R 0 I

\ / 100-30.000

El primer poliéster detectado comoconstituyente de células
bacterianas fue poli(3—hidroxibutirato), PHB, (Lemoigne
1926). Se aisló y caracterizó en Bacillus megaterium
encontrándose luego en especies de varios géneros bacterianos
entre los que figuran Azotobacter, Alcaligenes, Bacillus,
Rhodococcus y Pseudomonas (Steinbüchel 1991).
El PHBes un homopolímero lineal de D(-)-3-hidroxibutirato

con la siguiente fórmula estructural
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Extraído de la célula, el PHBtiene un peso molecular de
aproximadamente 105-106y una grado de cristalinidad mayor del
50%, que varía según las especies.

En un cultivo celular, la acumulación de PHAsse produce
cuando en exceso de fuente de carbono se modifican las
condiciones ambientales para producir un estado de
agotamiento celular, como ser falta de disponibilidad de
oxígeno, nitrógeno o minerales (Anderson y Dawes 1990). En
B. megaterium la acumulación de PHA se detectó en
condiciones de crecimiento limitadas en nitrógeno (Macrae y
Wilkingson, 1958). Si las condiciones ambientales cambian,
permitiendo nuevamente la proliferación, o si la fuente de
carbono externa se agota, los poliésteres se movilizan,
aportando a la célula carbono y energía. Además de este
rol, que aumenta la sobrevida en condiciones extremas en
numerosas especies bacterianas (López et al. 1995), el
biopolímero provee energía para el proceso de esporulación
en Bacillus (Slepecky y Law 1961), para la formación de
cistos en Azotobacter (Lemoigne y Girard 1943) y cumple un
rol en la germinación de esporas en ambientes naturales
(López et al. 1995).

En los últimos años se realizó un intenso rastreo de cepas
productoras de PHAs, detectándose aproximadamente ochenta
diferentes unidades monoméricas 3-hidroxialcanoatos de
cadena lineal, saturados o no saturados, con longitudes que
varían entre 3 y 14 átomos de carbono, así como
hidroxialcanoatos ramificados, incluyéndose también 4-, 5-,
y 6-hidroxalcanoatos (Steinbüchel y Valentin 1995). En



consecuencia, además de PHB, se han descripto otros PHAscon
propiedades físico-químicas que varían según la naturaleza y
el grado de polimerización de sus monómeroscomponentes.

l. 1 . APLICACIÓN EN BIOTECNOLOGÍA

Los poliésteres microbianos pueden ser utilizados en la
fabricación de plásticos de distintos grados de flexibilidad
que, a diferencia de los producidos por síntesis química son
termoplásticos, degradables en ambientes naturales por
microorganismos (Doi 1990) y pueden biosintetizarse a partir
de recursos renovables.

Dadoque estos poliésteres son biocompatibles por no tener
efectos tóxicos, tienen varias aplicaciones en el área de la
medicina comoser cápsulas para la liberación controlada de
drogas, vendajes y suturas quirúrgicas (Fraser et al. 1989;
Doi 1990}

Un copoliéster de 3-hidroxibutirato y 3-hidrox1valerato,
poli(3HB-co-3HV), se esta produciendo a escala industrial por
Imperial Chemical Industries de Inglaterra a partir de una
mutante capaz de utilizar glucosa, derivada de Alcaligenes
eutrophus H16, con una mezcla de glucosa y ácido propiónico
bajo condiciones limitantes en fosfato. Este copolímero se
comercializa bajo el nombre de Biopol y se utiliza para la
manufacturación de láminas y envases (Holmes 1985, 1988).

1.2. BIOSÍNTESIS DE PHAs.

Para la biosintesis de PHAla célula debe disponer de una
fuente de carbono adecuada, que atraviese la membrana
citoplasmática, ya sea por difusión o por un sistema de
transporte específico. Esta fuente de carbono será
transformada por reacciones anabólicas y/o catabólicas en
acetil-coenzima A (acetil-CoA). La acetil-CoA es el
sustrato inicial para la síntesis de un tioéster hidroxiaci]—



CoA, el cual será a su vez, sustrato de la enzima PHA
sintasa, que sintetiza el polímero a través de la formación
de uniones ésteres con la concomitante liberación de coenzima
A (Steinbüchel y Valentin 1994).

Para la formación del tioéster hidroxiacil coenzima A a
partir de acetil-CoA, el camino más utilizado entre los
microorganismos estudiados es el descripto para A. eutrophus
(Oeding y Schlegel, 1973). Este camino se inicia a partir de
acetil-CoA (Figura 1).

En un primer paso una 3-cetotiolasa biosintética produce la
condensación de dos moléculas de acetil-CoA para formar
acetoacetil-COA. A continuación la enzima acetoacetilFCoA
reductasa dependiente de NADPH lo reduce de forma
estereoespecífica produciendo el tioéster D(-)-3­
hidroxibutiril-CoA, que será el sustrato para la PHAsintasa.
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Figura N91. Caminometabólico cíclico de la biosíntesis y
degradación de PHB, en A. eutrophus (Byrom 1987).



Una variación de este camino es el que se encuentra en
Rhodospirilum rubrum donde la acetoacetil-CoA formada por la
3-cetotiolasa es reducido por una reductasa dependiente de
NADHa L(+)-3-hidroxibutiril-COA, que luego es convertido a
D(-)-3—hidroxibutiril-COA por dos eolil-CoA hidratasas
(Moskowitz y Merrick 1969).

Un tercer camino de obtención del tioéster hidroxil-CoA es
el que se encuentra en Pseudomonas oleovorans y otras
especies de Pseudomonas pertenecientes al Grupo I de
homología de ARN ribosomal, que acumulan PHA de 3­
hidroxialcanoatos de cadena media, cuando se cultivan' con
alcanos, alcanoles o ácidos alcanoicos como fuentes de
carbono (Brand et al. 1988). En este caso es probable que

productos intermediarios del ciclo de B-oxidación de ácidos
grasos, derivados de estas fuentes de carbono, se desvíen
hacia la síntesis de PHA. La mayoría de las especies de
Pseudomonas del grupo J; menos P. oleovorans, poseen otro
camino, no estudiado en detalle, a partir de acetil-CoA para
formar principalmente 3-hidroxidecanoato (Timmy Steinbüchel
1990).

1.3. REGULACIÓN DE LA SÍNTESIS DE PHA.

La regulación de la biosintesis de PHA se estudió
principalmente en Azotobacter‘ beijerinckii (Dawes y Senior
1973) y en A. eutrophuus (Schegel et al. 1970).

En A. beijernckii, se demostró que la limitación de oxígeno
era el factor que iniciaba la síntesis de PHA, cuando las
células crecían fijando nitrógeno atmosférico con glucosa en
exceso (Senior et al. 1972). Se observó que era muy
frecuente la inhibición, por NADPHZy/o NADHZ,de enzimas
intervinientes en reacciones de óxido-reducción del



metabolismo de la glucosa, especialmente dos enzimas del
ciclo de Krebs, la citrato sintasa, inhibida por NADH2y la

isocitrato deshidrogenasa inhibida por NADH2y NADPH2.

En presencia de oxígeno, aumenta la velocidad de oxidación
de NADH2y la concentración de acetil-CoA es baja debido a la
actividad de la enzima citrato sintasa que utiliza los grupos
acetilo para formar citrato, liberando CoA-SH. No se dispone
entonces, de acetil-CoA para la síntesis de PHA. Cuando la
concentración de oxígeno es limitante, se acumula NADHZY

NADPHZy las enzimas del ciclo de Krebs son inhibidas, esto
produce una alta concentración de acetil-CoA que permite su
utilización para la síntesis de PHA,reoxidando el exceso de
poder reductor. En este caso el PHA se comporta como un
reservorio de electrones.

En el caso de oxígeno en exceso la concentración de CoA-SH
sería alta y la de acetil-CoA baja, debido a la actividad de
la enzima citrato sintetasa, que libera CoA-SHy utiliza los
grupos acetilo para formar citrato.

La enzima 3-cetotiolasa, es inhibida en la dirección dv
condensación por CoA-SH, impidiendo la síntesis de PHA. La
oxidación de NADPHZ,aumentaría la concentración de CoA-SH

por acción de la enzima citrato sintetasa, inhibiéndose la
actividad de la 3-cetotiolasa y en consecuencia la síntesis
de PHA.

En los organismos, donde el factor iniciador de la síntesis
de PHAsno es una baja disponibilidad de oxígeno, como sucedv
en el caso de B. megaterium, donde la acumulación se produce
en condiciones limitantes de nitrógeno, azufre o potasio; o
en A. eutrophus, donde la limitación es de nitrógeno, pueden
aplicarse consideraciones similares a las hechas para A.
beijerinckii, pues en estos casos también aumentaría la



concentración de NADPHZ, desencadenando el proceso ya

descripto.
A nivel enzimático la 3-cetotiolasa de A. eutrophus, al

igual que la de A. beijerinckii, es inhibida por altas
concentraciones de CoA-SH.

En A. eutrophus las tres enzimas involucradas en la
biosintesis de PHAse expresan en forma constitutiva (Haywood
et al. 1988a, b), y se encuentran en condiciones de
crecimiento no restrictivas, por lo que no hay indicios de
que la expresión de los genes PHA se regulen a nivel
transcripcional o traduccional.

[.4. REGULACIÓN DE LA MOVILIZACIÓN DE PHA.

La movilización intracelular del PHA no ha sido muy
Estudiada. Se han identificado las enzimas intervinientes en
varias especies y sus productos de degradación (Dawes and
Senior 1973), pero las publicaciones sobre la fisiología de
este fenómenoy sus genes responsables son de reciente data.

Si bien la acumulación de PHA se (ha en condiciones de

limitación de nitrógeno, Doi et al. (1990) demostraron que
la síntesis del polímero y su degradación intracelular
tienen lugar simultáneamente en medio desprovisto de
nitrógeno en A. eutrophus. Sin embargo no se observa
degradación del polímero en cultivos en quimiostato de la
misma especie, con medio limitado en nitrógeno y
suplementado con glucosa (Haywoodet al. 1989).

Evidencias sobre la regulación de la degradación y
proteinas involucradas, provienen del análisis de Pries ol
al (1991) de mutantes de baja acumulación de PHB en A.
eutrophus. La identificación de dos proteinas, responsables
de ese fenotipo, con homología significativa con dos enzimas
del sistema de transporte de fosfoenolpiruvato apunta a un



efecto regulador de la concentración extracelular de
carbono, en la movilización del PHB.

l .5. ORGANIZACIÓN GENÉTICA.

Los genes intervinientes en la biosíntesis de PHAhan sido
clonado y analizados a nivel molecular, a partir de varias
especies (Figura N°2).
En A. eutrophus, los genes estructurales de las tres enzimas

del camino biosintético de PHAconstituyen un operón (Slater
et al. 1988; Peoples y Sinskey 1989a, b; Schubert et al.
1988, 1991), donde el primero de los genes es la PHAsintasa,

phaCAey continúa con la 3-cetotiolasa, phaAAey acetoacetil­

CoA reductasa, phaBAe.

En Zooglea ramigea sólo la 3-cetotiolasa, phaAzL y la

acetoacetil-CoA reductasa, phaBzL están organizadas en IM]
operón (Peoples y Sinskey 1989c) mientras que el gen de la
PHAsintasa aun no se ha identificado en esta bacteria.

En Chromatium vinosum se identificaron los genes phaAcV y

phchV separados por dos marcos abiertos de lectura (ORF) e]
ORF4 y el ORFS. En forma antilineal y corriente arriba de
estos genes se encuentran phaEcv y phaCcV, organizados en una
unidad transcripcional, cuyos productos forman el complejo
enzimático PHAsintasa. El promotor se sobrepone y diverge
con phaACv. El producto de ORFScodifica para una proteina de
14 kDa que se incluye en el grupo de las fasinas
(Liebergesell y Steinbúche] 1992; Libergesell et al. 199?,
1994).

En Thiocystis Violaceae se ubicaron los genes phaATVy

phaCTv, como así también el gen phaETv que presenta gran

homología con phaE de C. vinosum (Liebergesell et al. 1993).
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(Steinbüchel et al |99|)

En Rhodococcus ruber (Pieper-E‘ürst y Steinbüchel 1992),
Rhodopseudomonas sphaeroides (Hustede et al. 1992) y en
Methylobacterium extorquens (Valentin y Steinbüchel 1993), a
parti r de fragmentos clonados se identificaron los
correspondientes genes phaC y no se ha detectado en sus
adyacencias genes phaA o phaB. En R. ruber se localizó el
gen phaPR, correspondiente a la fasina inmediatamente
corriente abajo de la sintasa phaCRlr(Pieper et al. 1994).



P. oleovorans (Huisman et al. 1991) y P. aeruginosa (Timmy
Steinbüchel 1992) poseen dos genes que codifican para dos
sintasas phaCl y phaC2, separados por un tercer gen, phaZpo
que codifica para una depolimerasa. También se identificó un
cuarto gen, phaD, ubicado corriente abajo de phaC2 cuya
función es desconocida.

En Acinetobacter sp (Schembri et al. 1994) los genes phaB,
phaC y phaA están organizados en un extenso “cluster” en el
cuál se ha individualizado un ORFentre phaB y phaC.

l .6. GRÁNULOS DE PHA.

Los PHAsse acumulan principalmente en forma de cuerpos de
inclusión dentro del citoplasma celular, formando gránulos
generalmente esféricos, con diámetros que varía entre 0,2 y
0,5 um, los cuales son visibles al microscopio óptico por
contraste de fase o por tinciones específicas con Azul del
Nilo (Oestle y Holt 1982) o Negro Sudan (Smibert y Krieg
1981).

La estructura del gránulo, así como los mecanismos
involucrados en su formación son poco conocidos. En los
últimos años se ha concentrado la atención en el estudio de
la interfase que rodea al gránulo y que separa la masa
hidrofóbica del poliéster del citoplasma hidrofílico,
evitando que todo el PHAcolapse en un sólo gránulo grande.

Condiciones de extracción suaves permiten el aislamiento de
gránulos, llamados nativos. En B. megaterium su composición
es de 1,87 % de proteínas, 0.46 % de lípidos y 97,7 % de PHH
(Lundgren et al. 1964).

Los primeros trabajos con difracción de rayos X sobre
gránulos nativos mostraron una estructura cristalina para el
polímero (Lundgren et al. 1965) y se postuló que en el
citoplasma el PHAtenía una estructura cristalina rodeado de
una membrana lipídica en la que estaban ubicadas la PHA
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sintasa y la PHA depolimerasa así como otros factores
necesarios para la actividad de estas enzimas (Haywoodet
al. 1989). Sin embargo, a partir de la secuencia
nucleotídica de PHAsintasas analizadas no se puede concluir
que las proteínas correspondientes tengan una secuencia
característica de proteínas hidrofóbica de membrana(Peoples
y Sinskey 1989c; Huisman et al. 1991; Pieper-Fürst y
Steinbüchel 1992). Posteriores análisis, donde se
utilizó 13C-RMN"in vivo" sugieren que los gránulos están en
un estado amorfo y cristalizan durante la extracción
(Barnard y Sanders 1988). Esta plasticidad puede deberse al
agua, que conforma el 40% del material de los gránulos
ubicados en el citoplasma celular (Maset al. 1985).
Trabajos recientes analizan una proteína, denominadafasina,

que aparece asociada a los gránulos en proporción
mayoritaria, cuya estructura primaria presenta dos segmentos
de aminoácidos amfifílicos e hidrofóbicos de longitud
adecuada para expandirse en una monocapa lipídica (Pieper­
Fürst et al. 1994). Las presentes investigaciones están
dirigidas a dilucidar los mecanismos por los cuales esta
proteína contribuiría junto con los fosfolípidos a formar la
interfase amfifílica que rodea al gránulo, donde estarían
ancladas las demás proteínas como la PHAsintasa.

l .7. OTRAS FORMAS DE LOCALIZACIÓN DE PHA DENTRO

DE LA CÉLULA.

En A. vinelandii, B. subtilis, Escherichia coli y
Haemophilus influenzae, se detectó PHA en la membrana
citoplasmática. Probablemente la presencia de un compuesto
cuasi cristalino, formado por PHA,calcio y polifosfato, sea
responsable de la transformabilidad mediada por calcio en E.
coli (Reusch y Sadoff 1988). Este complejo también se



encuentra en tejidos animales y vegetales (Reusch et al.
1989).

l .3. PROTEÍNAS ASOCIADAS A GRÁNULOS.

Recientes estudios moleculares y análisis con mutantes han
verificado la presencia de proteinas intervinientes en e]
metabolismo de PHA, asociadas a gránulos. Todas estas
proteínas se encuentran en la superficie del gránulo, no
habiendo evidencias de que cantidades significantes de
cualquier proteina se encuentre en su interior (Liebergesell
et al. 1994).

Se pueden diferenciar tres clases de proteínas asociadas a
gránulo, que se evidencian en geles de SDS-poliacrilamida:

La primera clase comprende a las PHA sintasas, que se
encuentran unidas al gránulo desde el inicio de la
biosíntesis del polímero (Haywoodet al. 1989; Griebel y
Merrick 1971; Fukui et al. 1976).

En la segunda clase se encuentran las PHAdepolimerasas,
responsables de la reutilización o movilización del PHA
acumulado en la célula cuando las condiciones ambientales
cambian (Griebel y Merrick 1971; Saito et al. 1992).

La tercera clase la forman las fasinas. Estas proteínas
aparecen asociadas al gránulo en forma mayoritaria y en
algunos casos se localizó al gen que las codifica dentro de
la región pha (Pieper y Steinbüchel 1994, 1995; Wieczorek et
al. 1995; Liebergesell et al. 1992), por lo que se especula
una función significativa en la formación del gránulo.

Aparecen otras proteínas asociadas al gránulo a las que aún
no se les determinó su función.

PHAsintasa:

Se pueden distinguir tres tipos de PHAsintasa
(Steinbüchel et al. 1992).



El tipo I representada por' A. eutrophus de 63.940 kDa,
tiene como sustrato tioésteres de hidroxiácidos de 3 a 5
átomos de carbonos mientras que el tipo II, representado por
P. oleovorans utiliza tioésteres de hidroxiácidos de 6 a 14
átomos de carbono. La actividad de estos dos tipos de PHA
sintasas requiere de la expresión de un sólo gen, phaC. El
tercer tipo se encuentra en la PHAsintasa de C. vinosum que
presenta la mismaespecificidad de sustrato que las del tipo
I pero requiere de la expresión de dos genes, phaC y phaE,
cuyos productos formarían un complejo enzimático
(Liebergesell et al. 1992; Liebergesell et al. 1994).

El gen estructural de la sintasa phaC, ha sido clonado y
analizada su secuencia nucleotídica a partir de varias
especies, entre las que mencionaremos A. eutrophus HI6
(Schubert et al. 1988; Slater et al. 1988; Peoples y Sinskey,
1989b), P. oleovorans (Huisman et al. 1991), R. ruber PP2
(Pieper-Fürst y Steinbüchel 1992), R. rubrum Ha (Hustede et
al 1992) y C. vinosum D (Liebergesell y Steinbüchel 1992).
Al comparar la estructura primaria de las proteinas
correspondientes, se encontró que existe una zona central de
alta homología, entre 21,0 y 87,3 %de aminoácidos idénticos
y que la posición 21 es idéntica en todas las secuencias
conocidas (Steinbüchel et al. 1992; Schembri et al. 1994).
Como se dijo más arriba las secuencias de aminoácidos, no
revelan zonas hidrofóbicas o amfifílicas que justifiquen una
unión directa de esta enzima a la masa hidrofóbica de]

gránulo de PHA.
La PHA sintasa es Ja enzima clave en el camino do

biosíntesis de PHA, sin embargo, en la actualidad los
conocimientos sobre los mecanismos por los que esta enzima
sintetiza PHAa partir de tioésteres de hidroxialcanoatos se
encuentra en sus comienzos. Griebel et al. (1968),
propusieron un modelo, que luego fue modificado por Kawaguchi
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y Doi (1992), (Figura N°3), donde se requerían dos grupos
tiol para la catálisis del proceso de polimerización.

Este modelo se basa en los mecanismos utilizados por las
sintasas del camino biosíntético de los ácidos grasos y en el
rol funcional de sus cisteínas y tiolatos en catálisis (Chong
y Hammes 1990).

Luego, por comparación de las secuencias de aminoácidos de
PHAsintasas conocidas (Steinbüchel et al. 1992) y por los
resultados obtenidos utilizando ¡nutagénesis dirigida en A.
eutrophus (Gerngross et al. 1994), se demostró que sólo una
de las cinco cisteínas que ocurren en la PHAsintasa, era
altamente conservada e indispensable para la actiVidad
catalitica de la enzima. Sin embargo, por medio de
experimentos con marcación radioactiva en A. eutrophus,
Gerngross et al. (1994) obtuvieron evidencias concluyentes de
que un sexto grupo tiol es unido covalentemente a la PHA
sintasa, por modificación post-translacional mediada por
fosfopanteteina. En consecuencia, el modelo propuesto por
Griebel et al. (1968), es un buen inicio para el
esclarecimiento de la actividad catalitica de la PHAsintasa
en la biosíntesis de PHA.

La ubicación de las PHAsintasas en la superfie de los
gránulos y no en su interior, se demostró en A. eutrophus
(Gerngross et al. 1993) y en C. vinosum (Liebergesell y
Steinbüchel 1994), por métodos inmunoquimicos, utilizando la
técnica de marcado con anticuerpos unidos a oro y observación
al microscopio electrónico.

En varios laboratorios se analizaron, por eletroforesis un
geles de SDS-poliacrilamida, los perfiles de proteínas de la
fracción proteica de gránulos. En todos los casos analizados
la sintasa es la proteína que se encuentra en menor
proporción, mientras que las proteinas denominadas fasinas
son componentes mayoritarios. (Fuller et al. 1992;



Liebersgesell et al. 1993; Pieper-Fürst et al. 1994;
Wieczorek et al. 1995 Floccari y Méndez 1995; Vazquez et al.
1995).
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Figura N°3. Modelode la actividad catalitica de PHAsintasa
(Gerngross etaL1994L

El modelo involucra catálisis covalente de tiolatos. En este
modelo, no se tiene en cuenta el proceso de primado y el “primer”
se unió covalentemente al tiolato, Sz. El monómero nuevo que se
agregará a la cadena en crecimiento, está unido a un segundo
tiolato, 8.. El 3’-hidroxi1 de este monómero,ataca el tiol éster
del oligómero para formar S¡—oligómero aumentado (H1 una unidad,
unido covalentemente. La cadena completa es entonces transferida
otra vez a Sz por tioltransesterificación, repitiéndose todo el
proceso.
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PHAdepolimerasas:

Mientras que son bien conocidas las depolimerasas
extracelulares (Jendrossek et al. 1995), que degradan PHAs
extracelularmente, se conoce relativamente poco de las
depolimerasas que movilizan PHAintracelular.

A nivel molecular sólo hay algunas evidencias de que el gen
phaZ de P. oleovorans (Huisman et al. 1991) y de P.
aeruginosa (Timmy Steinbüchel 1992), que se encuentra entre
los genes estructurales phaCl y phaC2, codificaría para una
depolimerasa intracelular.

En cuanto al reconocimiento del sustrato de la PHAsintasa,
las depolimerasas intracelulares reconocen sustratos
altamente amorfos (Barnard y Sanders 1988, 1989; Kawasaki y
Doi 1990; Amor et al. 1991) mientras que las extracelulares
reconocen sustratos altamente cristalinos (Hocking y
Marchessault 1994). También se encuentran diferencias
significativas entre la secuencia de aminoácidos de la
proteína correspondiente a phaZ y las de depolimerasas
extracelulares que se analizaron en una amplia variedad de
bacterias (Jendrossek et al. 1994). Sin embargo los llamados
“boxes” de lipasas (G X S X G), que son característicos de
lipasas y estearasas, se encuentran tanto en la proteína
codificada por phaZ (Huisman et al. 1991; Timmy Steinbüchel
1992) como en las extracelulares de varias bacterias
(Jendrossek et al. 1993).

Algunas depolimerasas intracelulares también se encuentran
asociadas a gránulos como se indicó más arriba. En B.
megaterium, Griebel y Merrick (1971) proponen que la
actividad de depolimerasa se encuentra en la fracción
soluble, encontrándose involucrado además un factor labil
asociado al gránulo no identificado.



Fasinas:

Por la función que se especula para estas proteínas en
la formación y mantenimiento estructural del gránulo de PHA
se las denomina fasinas, en analogía a las oleosinas
presentes en semillas y polen de las plantas (Steinbüchel et
al. 1995). Las oleosinas son proteínas amfipáticas que
forman una capa cerrada, junto con fosfolípidos, separando la
masa hidrofóbica de inclusiones de triacilglicerol del
citoplasma hidrofílico y constituyen el 12% del' total de
proteínas de la célula (Murphy1993).

Las fasinas han sido estudiadas principalmente en R. ruber
(Pieper-Fürst et al. 1994, 1995), A. eutrophus (Wieczorek et
al 1995) y C. vinosum (Liebergesell et al 1992, Steinbüchel
et 1995).

Comose menciona más arriba es la proteína que se encuentra
en mayor proporción en la fracción proteica del gránulo y en
algunas bacterias también representan la fracción mayoritaria
de las proteinas totales de la célula (Wieczoreket al 1995).
Tiene características anfibólicas y su ubicación en la
superficie del gránulo ha sido demostrada por ensayos
inmunoquímicos en R. ruber, C. vinosum y A. eutrophus
(Pieper-Furst. et al 1994, 1995 ; Liebergesell et. al 1994;
Wieczorek et al 1995).

Análisis moleculares en R. ruber y C. vinosum (Pieper-Fürst
et al 1994; Steinbüchel et al 1995) revelan que el gen
estructural de las fasinas, phaP, suele encontrarse en la
región que codifica para los genes pha. Por otro lado las
mutantes phaP de R. ruber, que no expresan esta proteína,
presentan una actividad especifica de PHAsintasa menor que
las salvajes (Pieper-Fürst et al 1994). Estas caracteríticas
permitirían suponer que las fasinas podrían tener una acción
coordinada con las enzimas de biosíntesis de PHA.



La fasina de R. ruber, denominada GA14, tiene un peso

molecular de 14 kDa y su gen estructural, phaPRL se

encuentra corriente abajo del gen estructural de la sintasa
phaCRr. Tiene dos dominios hidrofóbicos de 10 y 9
aminoácidos amfifílicos e hidrofóbicos, cercanos al carbono
terminal que permitirían el anclaje de la fasina a la
monocapa de fosfolípidos que rodearía la masa de PHA del
gránulo.

Ensayos inmunoquímicos realizados con células de la cepa
salvaje de R. ruber ubican a las fasinas en la superficie de
los gránulos. También se encuentran sobre la membrana
citoplasmática (Pieper-Fürst et al. 1994, 1995). I

En A. eutrophus la fasina, GA24, tiene un peso molecular de
24 kDa y por electroferogramas de geles SOS-poliacrilamida­
Coomassie Blue se demostró que representa el 3-5 % de las
proteínas totales. Al igual que R. ruber posee dos segmentos
cercanos que consisten exclusivamente de aminoácidos
hidrofóbicos o amfifílicos en el extremo carbono terminal y
se encuentran los aminoácidos ácido glutámico y asparagina
después de que termina el primer segmento. (Priest et al.
1991; Wieczorek et al 1995).

En C. vinosum, por análisis de secuencias de aminoácidos
del extrenm) N-terminal, se relaciona a la proteína que se
encuentra en forma mayoritaria asociada a gránulos de PHAcon
el ORFSubicado entre el locus del gen estructural de la
enzima biosintética 3-cetotiolasa y la acetoacetil-CoA
reductasa dependiente de NADPH(Liebergesell et al. 1992;
Steinbüchel et al 1995).
En B. megaterium aparece en los perfiles de proteína en SDS­

poliacrilamida una banda mayoritaria de 22 Mr que podría
homologarse a las fasinas identificadas en las cepas
mencionadas anteriormente (Floccari y Méndez 1995; Vázquez et
al. 1995; Steinbüchel et al. 1995).
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l .9. MODELOS PROPUESTOS PARA LA ESTRUCTURA DEL

GRÁNULO DE PHA.

M 0 D E L O l (Gerngross et al. 1993).

Gerngross et al (1993), cuando por medio de ensayos
inmunoquímicos en A. eutrophus, demostraron por primera vez
que la sintasa de PHAse encuentra unida a la superficie del
gránulo, propusieron el siguiente modelo de formación del
gránulo (Figura N°4):
Se asume que el proceso empieza con la ausencia total de PHA

y que el polímero que está creciendo se queda unido a la
enzima PHAsintasa.

La molécula de la sintasa estaría primada (por mecanismo
desconocido), se iniciaría la polimerizacion de (D)-3—
hidroxialcanoatos y la cadena del polímero empezaría a crecer
por extrución desde la sintasa.

A medida que aumenta su longitud, la cadena polimérica será
cada vez más hidrofóbica, obteniéndose así moléculas
anfipáticas formadas por la cadena del polímero hidrofóbica
unida a la sintasa hidrofílica.

Estas moléculas se unirían formándose estructuras del tipo
de las micelas, en la cual las proteínas formarían una piel
alrededor del gránulo separando al poliéster hidrofóbico del
sistema acuoso del citoplasma.

La polimerización continuaría por extracción del sustrato
del citoplasma acuoso y extruyendo la cadena del polímero que
va creciendo hacia el centro hidrofóbico, cada vez mas
densamente empaquetado y amorfo, empujando a la enzima cada
vez mas lejos del centro del gránulo.

Inicialmente, dentro de una célula individual, se pueden
formar varios focos de gránulos pero a medida que crecen el
espacio intracelular empieza a ser limitante. Los gránulos
están forzados a unirse deslizando a las sintasas hacia la



periferia. Coalescencia de los gránulos a Hedida que las
células crecen ha sido reportados en la literatura (Barnard y
Sanders 1989).

Otras proteínas o metabolitos anfipáticas o hidrofóbicas
por ejemplo, fosfolípidos, puedenparticipar de la superficie
del granulo, quedando sin responder si estas moléculas son
esenciales para la formación del gránulo o si están
simplementeatrapadas por su carácter anfipático.

Figura NW}. Modelo de formación de gránulo de PHAen A. eutrophus.
(Gerngross et al. 1998).

[P], moléculas de PHAsintasa libres en el citoplasma, (a) y en la
presencia de acumulación de Inonómeros de D-3-hidroxibutiril-CoA
(b). (a) Aparecen las cadenas en crecimiento del polímero
representadas por las líneas en zig-zag, convirtiéndose
eventualmente en granos densos, indicado por lo sombreado (d).
(e) A medida que el gránulo aumenta de tamaño, puede que se vea
forzados a unirse.
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Pieper et al. (1994), proponen un modelo en el que asignan
a las proteínas denominadas fasinas un rol predominante en la
formación de la interfase que separa la masa del gránulo del
citoplasma (Figura N°5).

h) druphlllc tyloplasm

la)rr ul
¡mphiphilic .
moln'

Ó GAlJ-pmldn

.va” PMAswth
mm phaaphulipid:

B cyluplasm

®K -L'uul

HI, u ¡'H, II ll“.u
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IïguraTQ°5. A. Modelode la estructura de la superficie de los
gránulos de PHAde R. ruber. El círculo no representa
la estructura de la proteína GA14.B. Modelo del anclado
del monómero de la proteina GA14en la monocapa de
fosfolípidos (lP’íepelret al. 1994).

Aminoácidos: Ü, hidrofóbicos; O, extremadamente hidrofóbicos;
4, anfifílicos. Hidrofílicos: R N D Q E H K
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Considerando que el contenido de lípidos del gránulo de PHA
no es suficiente para formar una monocapa continua de
fosfolípidos alrededor del mismo, proponen que proteínas
amfifílicas contribuirían considerablemente a formar esa
interfase que separa la masa hidrofóbica del gránulo del
citoplasma hidrofílico. Esta proteína debe representar una
proporción meyoritaria en la fracción proteica del gránulo y
en el total de las proteínas de la célula.
En cambio las fasinas se encuentran en una proporción
mayoritaria entre las proteínas asociadas al gránulo y en
algunos casos también en el total de proteínas. Ademásposee
dos segmentos de aminoácidos hidrofóbicos y anfifílicos que
permitirían su anclaje a la monocapa de fosfolípidos
funcionando como una proteína anfifílica en la interfase
entre el citoplasma hidrofílico y la masa hidrofóbica de la
molécula de PHA. También funcionaría como anclaje para la
unión de proteínas adicionales comola PHAsintasa.

Las fasinas estabilizarían el PHAen soluciones acuosas y
evitarían que los gránulos colapsen. No se sabe como
interaccionan con la sintasa.

M O D E L 0 lll (Stuart et al. 1995)

En este modelo (Figura N°6) se propone que el gránulo de
PHAen P. oleovorans se encontraría rodeado de dos capas
paracristalinas de proteínas, las cuales estarían separadas
por una posible capa de fosfolípidos. Entre las proteínas
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asociadas al gránulo en P. oleovorans se encuentran dos PHA
sintasas, de 55 y 59 kDa. y dos proteínas que aparecen en
forma mayoritaria de pesos moleculares de 18 y 43 kDa. En las
dos capas se encontraría la proteína de 43 kDa., aunque los
ensayos inmunoquímicos sólo detectaron epitopes de esta
proteína en la cara interior de la capa más superficial y no
se realizó en la superficie que contacta con el poliéster. La
PHAsintasa de 59 kDa. se encontraría en la capa más cercana
al poliéster, donde se observan los anticuerpos anti-59 kDa.,
como sería de esperar según el modelo de Gerngross et al.
(1993). En ambas capas coexisten otras proteínas, no
especificadas en este modelo.

p 'k, Y .,' l,gfl:‘wt&.
.fififiíïfiifiéïáïi ' -032.fiafiflh%#fitfifi%&fi%fiüfiügfv ,

:á’ïáíígggzifi{"552ÉÉÉ‘EÉSÉ5523338’ y
. 5.: gg; És??? 3%., _

a“
5' ¿54"“3-5’5555 la
555€"? ' ¿365235555.«2 75..Nubhfin no. una" g u í 3' a

M I"Ig I.­ .
1555222 _

Anti-43-kDa A Anti-SS-kDa 0

ohga>

Iïgïun TQOG.Modelo de la superficie de los gránulos de PHOde P.
oleovorans (Stuart et al. 1995).

A Proteinas. B: Fosfolipidos. C: Proteínas. D: Poliéster.
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l . 10. Bacíllus megaterium.

B. megaterium es un bacilo Gram positivo, de gran tamaño
que se encuentra en suelo y sedimentos. Tiene una
distribución geográfica que abarca diversas temperaturas en
todo el planeta. Su tamaño puede alcanzar 3 um de diámetro y
5 um de longitud.

Acumula gránulos de PHAy produce una variedad de enzimas
intra y extracelulares, que incluye algunas poco comunes, lo
que le permite la sobrevivencia a partir de múltiples fuentes
de carbono y en variados ambientes.

Se desarrollaron, en B. megaterium, algunos sistemas de
transferencia génica, comola transformación de protoplastos
con plásmidos, transducción con el fago MP13y transposición
con Tn917 (Vary y Tao 1988) que permiten un inicio en e]
estudio de los genes PHA, como ser la obtención de mutantes,
comoasí también el desarrollo de sistemas de transferencia
más eficientes.

El comportamiento como huésped de clonado es más eficiente
que en B. subtilis y E. coli debido al bajo nivel de
degradación de los productos de clonado y a la mayor
estabilidad de los plásmidos (Meinhardt et al. 1989. El bajo
nivel de degradación en B. megaterium, puede relacionarse con
la ausencia de proteasas alcalinas y al hecho de que las
proteasas neutras de esta bacteria no distinguen a las
proteínas foráneas. Esto facilita el clonado y expresión de
genes PHAde otras especies.
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Se conoce poco de la estructura de los gránulos de PHAy de
los mecanismos involucrados en la formación del mismo.

Luego de los primeros trabajos que proponían una densa
membrana de 0,15-0,20 nm rodeando las inclusiones del
poliéster (Lundgren et al 1964), sólo en los últimos años se
han comenzadoa elaborar teorías que tratan de explicar la
estructura de la interfase entre la masa hidrofóbica del
poliéster y el citoplasma hidrofílico celular.

Comose dijo anteriormente, los gránulos de PHA, además de]
polímero, contienen un 1,87% de proteínas y 0,46 %de lípidos
y fosfolípidos. El estudio de las proteínas asociadas al
gránulo a nivel molecular y por el análisis con mutantes,
realizados principalmente en A. eutrophus, R. ruber, C.
vinosum y P. oleovorans, diferenció tres clases funcionales
de proteínas: las sintasas, las depolimerasas y las fasinas.
Existen otras proteínas asociadas, a las que no se les
atribuye una función o se consideran inespecíficas. Todas
las proteinas aparecen en la superficie del gránulo.

Se han propuestos varios modelos que comparten el hecho de
que el gránulo estaría formado por una masa de poliéster en
estado amorfo, rodeado de una membrana formada por
fosfolípidos y proteínas. En los últimos trabajos se propone
a las proteinas denominadas fasinas, que poseen segmentos
anfipáticos, como las principales responsables de la
formación de la interfase junto con los fosfolípidos, dado
que las demás proteínas no poseen zonas hidrofóbicas o
amfifílicas.

Por otra parte las fasinas aparece como el componente
principal de la interfase gránulo-citoplasma, y podría tener
el efecto de limitar el tamaño del gránulo, ya que las
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mutantes fasinas negativas forman gránulos grandes en lugar
varios mas pequeños como las cepas salvajes.

Los estudios están centrados en dilucidar si la unión de la
fasina al gránulo es sólo por poseer regiones anfifílicas o por
que desempeñaun rol específico en la síntesis del poliéster y
la formación del gránulo. El hecho de que en algunas especies
el gen que codifica para una fasina, phaP, se encuentra en la
misma región que codifica para los genes pha, como asi también
la baja actividad de PHAsintasa en mutantes que no expresan
fasinas, podrían sugerir que existe un efecto cooperativo entre
la fasina, la actividad de la sintasa y la síntesis de PHAs.

El objetivo de este trabajo es, en primera instancia, la
obtención, por distintos métodos, de mutantes deficientes en la
biosíntesis de PHA y su caracterización en relación a la
actividad enzimática afectada, la acumulación de gránulos de PHA
en el citoplasma de la célula y la capacidad de esporulación.

A continuación, con el fin de facilitar los ensayos de
complementación necesarios para el objetivo final de este
trabajo, se quiso aumentar la eficiencia de introducción de
plásmidos vectores de clonado en B. megaterium aplicando un
método conjugativo con plásmidos “Shuttle” y una cepa de E. coli
(Trieu-Cuot 1991).

Una vez cumplimentados estos objetivos y para contribuir al
conocimiento sobre los roles de las proteínas asociadas al
gránulo y sus interacciones en la formación del mismo, en cepas
productoras, se quiso saber si la proteína de 22 kDa de B.
megaterium podría interactuar con gránulos sintetizados por una
sintasa heteróloga, por complementación de las mutantes sin
actividad de sintasa obtenidas, con la sintasa de A. eutrophus.
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lll . l . REACTIVOS , MEDIOS DE CULTIVO, SOLUCIONES Y GELES.

lll.1.1. llEACHÏ‘NJS

Todas las drogas utilizados en medios de cultivos fueron
productos de Merck Química Argentina, como así también los
solventes y ácidos, salvo expresamente indicado.
En los ensayos de biología molecular se utilizaron productos

de Sigma Chemical Co.

lll . 1 . 2 . MEDIOS DE CULTIVO Y BUFFERS .

LB (Levine, 1957)

Triptona 10 g
NaCl 10 g

Extracto de levadura 5 g
Agua destilada c.s.p. 1000 m1

SNB (English y Vary, 1986)
Solución A

Caldo nutritivo 8 g
Sales SNB 8 ml

Agua destilada c.s.p. 900 ml

Solución B

Glucosa l g
CaClz HIM

Aguadestilada c.s.p. 100 ml
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Las soluciones A y B se
combinan.

saksshm

KCl

FeSO4

MgSO4

MnClz

Aguadestilada c.s.p.
Autoclavar.

SNA

SNB con 1,5 % de agar.

autoclavan separado sePor Y

1,250 %

0,125 mM

0,125 M

mM

ml

2,5
80,0

MMBm.Medio Mínimo para B. megaterium. (Lammi and Vary, 1972)

KzPqu

K1P04H2

Citrato trisódico dihidratado
FeClz

MnClz

(NH4) 2504

Aguadestilada
pH 7,2

Autoclavar y agregar:
MgSO4

C.S.

0,2 g

CaCl2 0,1 mM

Glucosa 15,0 g

6 g

3 9

1 g

3.6 uM

2 g

2 9

1.ooo ml

MMBm-o,02%.Medio mínimo para B. megaterium con 0,02 g/l de

(NHHZSO4en lugar de 2 g/litro.
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MMAe.Medio mínimo para Alcalígenes eutrophus (Schegel el: al. |96|) .

KH2P04 1,5 g

Na2HPO4-12 H20 9,0 g

Mgsoq—7 H20 0,2 g

NH4C1 1,0 g

CaClz-ZHZO 0,02 g

Citrato de Fe(III)NH4 0,0012 g
Sló 10 ml

Fructosa 25 % p/v 20 ml
Aguadestilada c.s.p. 1.000 ml

SL6(Solución de elementos traza)

ZnSO4-7H20 100 mg

MnClz-4H20 30 mg

H3BO3 300 mg

CoClz-GHZO 200 mg

CuClz-GHZO 10 mg

NiClz-6H20 20 mg

Na2M004—2H20 30 mg

Agua destilada 1.000 ml

MMAe-o,02%Medio mínimo para A. eutrophus con 0,2 g/litro

de NH4Clen lugar de l g/litro.

HAF Buffer de protoplastización para B.megateríum (Fodor et al. 1975).
Base Trizma 2,0 g
Sacarosa 68.5 g
Sales HAF 10, 0 ml

Aguadestilada c.s.p 980,0 ml
pH: 7,5

Luego de autoclavar agregar:
MgClz 2 M 10,00 ml
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Sales HM:

KCl 0,35 g

NaCl 0,58 g

NaZSO4 1.30 g

NH4C1 10,00 g

Agua destilada c.s.p 100 ml

RI-IAFMedio de regeneración para B.meg'aten'um (Von Tersch y Carlton

1883)

Solución A

Triptona 5 gr
Extracto de levadura 5 gr
Agua destilada c.s.p 500 ml

Solución B

Trizma base 12,00 g
Glucosa 2,00 g
Sacarosa 68,50 g
POúhK 0,14 g

Sales HAF 10, 00 ml

Agua destilada c.s. p. 470 ml
pH 7, 5

Luego de autoclavar por separado y combinar, se agregaron
Mg C12 .2 HZO 10 ml

PSIB

Extracto de Levadura 15 g
Triptona 20 g
Mg804 5 9
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TFB l

KAcO 30 mM

KCl 100 mM

CaC12 10 mM

MnClz 50 mM

Glicerol 15 %

Ajustar a pH: 5,8 con ácido acético (1-5 ul/lOO ml)

TFBll

MOPS 10 mM

CaC12 75 mM

KCl 10 mM

Glicerol 15 %

Ajustar a pH: 6,5 con KOHlN (5-10 pl/lOO ml)

lll . 1 . 3 . SOLUCIONES

XGal(5-Bromo-4-Cloro-3-lndolil-b-D-Galactopíranósido)

Solución Stock (’20mg/ ml)

Xgal 20 mg
N-N-dimetilformamida 1 ml
Conservar a -20°C.

IPTG(isopropil-b-thiogalactopiranósido)
Sbhnfionákock UOOInNU

IPTG 24 mg

Agua bidestilada 1 ml
Conservar a -20°C.
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PMSF(feílmetil sulfonil fluoride)

Solución Stock (¡oomM)

PMFF 17,42 mg

Metanol 1,00 ml

SSC (20x)

NaCl 175,3 g
Citrato de sodio dihidratado 88,2 g
Aguabidestilada c.s.p. 1.000 ml
pH: 7,0

TEIOH

Tris-HCl 10 mM pH 8

EDTA 1 mM

"1.1.4. GELES

HI . 1 . 4 .1 . ELECTROFORESIS E GELES DE AGAROSA

(Sambrook et al. 1989)

. Gel de Agarosa . 0,8 %. 0,4 %

Agarosa 40 g 20 g

Agua destilada c.s.p. 500 ml 500 m1
Luego de fudir en horno microondas, se repartió en frascos
con 50 ml de gel en cada uno y se conservó a 4 WL bien
cerrado, hasta el momentode usar.

. Buffer de corrida, TAE(50X)

Base Trizma 242,0 g
Acido acético glacial 57,1 ml
EDTA 0.5M (pH=8) 100,0 ml

Aguabidestilada c.s.p. 1.000 ml
pH: 8,0
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. Buffer de siembra (6X)

Azul de brómofenol 10,25 g
Sacarosa 40,00 g
Aguadestilada c.s.p. 100,00 ml

lll . 1 . 4 . 2 . ELETROFORESIS EN GELES DE POLIACRIALAMIDA

(Weber y Osborn 1969).

. Solución madre de acrilamida-bisacrilamida .

(29,2%-0,B% w/v) .

Acrilamida 146,0 g
N, N'-Metilen-bisacrilamida 4,0 g
Agua bidestilada 500,0 ml

. Buffer de concentración 0,5 M pH 6,8 (4X)

Trizma base 1,5 g
Agua bidestilada 10,0 ml
HCl 1N 12,0 m1 aproximadamente
Volumen final 25,0 ml

Filtrar en papel WhatmanN°1.
Guardar a 4°C.

., Buffer de Resolución 3 M, pH: 8,9 (8X)

Trizma Base 14,52 g
Agua bidestilada 20,00 ml
HCl 1N 19,20 ml

Volumen final 40,00 ml
Filtrar por papel WhatmanN°1.
Guardar a 4°C.
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. Gel de concentración.

Buffer Tris/HCl 0,5 M pH 6,8 1,560
Aguabidestilada 3,750
Acrilamida-bisacrilamida (madre) 0,940

Persulfato de amonio 18% 38
TEMED 6

. Gel de resolución .

Buffer Tris/HCl 3 M pH 8,9 5,2 m1
Agua bidestilada , ml
Acrilamida-bisacrilamida (madre) 8,0 ml

Persulfato de amonio 18% 52 pl
TEMED 10 ul

. Cracking" buffer (4x)
SDS 2,5 g

Azul de bromofenol 4,0 mg
EDTA 37,2 mg

Tris/HCl 100 mMpH 6,8 50,0 ml

B-mercaptoetanol 5,0 ml
Glicerina 86 Z v/v 40,0 ml
Aguabidestilada c.s.p. 200,0 ml

. Buffer de corrida.

Trizma base 3,0 g
glicina 14,4 g
sos 1 I 0 9

Aguadestilada c.s.p. 1.000,0 m1
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. Solución de Coomasie R-250 0,5%.

Azul de Coomasie 0,5 g
Metanol 45,0 ml
Acido acético 10,0 ml
Aguabidestilada c.s.p. 100,0 ml

. Solución decolorante.

Metanol 45,0 ml
Acido acético 10,0 ml
Aguadestilada c.s.p. 100,0 ml

111.2. CEPAS BACTERIANAS Y PLASMIDOS.

Las Tablas N°1 (página 74) y Tabla N°2 (página 77)
detallan las cepas bacterianas y plásmidos utilizados, como
así también los construidos durante este trabajo.

¡[1.3. IWETÏHMDS

lll . 3 . 1 . TINCIÓN CON NEGRO SUDAN B (Schlegel el: al. 1970).

. Coloración en placa.

Se debe tener un cultivo en placa con colonias aisladas.
Se cubren las colonias con una solución de Negro Sudan B

(Sigma) al 0,02 % en alcohol 96 %, dejando en contacto 20
minutos.

37



Se vuelca el colorante y se cubre con 10 ml de etanol 96 %
por 1 minuto. Por ultimo se retira esta ultima solución y se
deja secar.

Las colonias que acumularon PHA,retienen el colorante y se
ven de su mismo color. Las mutantes que no acumulan PHAse
ven de un color cercano al blanco.

. Coloración en portaobjeto.

Se cubre un extendido de células en portaobjetos con una
solución de Negro Sudán B al 0,3 96 en alcohol 70 96 durante
10 minutos.

Se decolora con xilol dejando en contacto 1 minuto y se
tiñe con zafranina 0,5 96 durante 30 segundos. Se vuelca el
colorante y se lava con agua corriente.

Al observar al microscopio óptico, con 1.000 aumentos, los
gránulos aparecen de color azul oscuro mientras que el
citoplasma celular toma el color rosa de la zafranina.

¡u .3 . 2. TlNClÓN CON AZUL DEL NILO A (Ostle y Hola; 1932).
El colorante Azul del Nilo es una oxazina básica soluble en

agua y en alcohol etílico. La forma oxazona (Nile pink) se
forma por la espontánea oxidación del Azul del Nilo A en
solución acuosa. La forma oxazona (Nile pink) es soluble en
lípidos neutros que se encuentra en estado líquido a la
temperatura del ensayo.
Procedimiento:

Se prepara una solución acuosa al 1 %de Azul del Nilo y se
filtra en papel de filtro.

Se colorea un extendido de células sumergiendo el
portaobjetos en jarritos coplin que contienen el colorante
calentado a 55 °C, durante 10 minutos.
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Colocandoel portaobjetos bajo agua corriente se elimina el
exceso de colorante y luego se lava con ácido acético al 8 96
durante 1 minuto. Se dejó secar.
Antes de observar al microscopio óptico con luz ultravioleta

de 460 nm, se cubre el extendido con unas gotas de agua y un
cubreobjeto. Los gránulos de PHAaparecen de color naranja
brillante.

lll . 3 . 3 . OBTENCIÓN DE CULTlVOS EXPONENCIALES.

Todos los cultivos se iniciaron utilizando comoinóculo una
placa sembrada el día anterior a partir de un cultivo stock
congelado a -20 °C.

Se resuspendió el cultivo de la placa, sembrada el día
anterior, con 1 ml del medio que se utilizó para obtener el
cultivo exponencial. Lo resuspendido se colocó en un tubo de
hemólisis, se homogeneizó por agitación con vórtex y se
utilizó para inocular el medio de cultivo, de modo de
obtener una densidad óptica a 600 nm (D.O.600) inicial de
0,1. Luego se incubó en baño con agitación, en las
condiciones que requiera la cepa y el experimento a realizar
hasta que alcance una 0.0.600 de aproximadamente 0,5.

El volumen de medio líquido debe ser aproximadamente un
décimo del volumentotal del recipiente.

lll . 3 . 4 . CONSERVACIÓN DE CEPAS.

Las cepas utilizadas se conservaron congeladas a -20 °C
para los stocks de uso diario y en congeladora de -70 °C por
períodos más largos. Se colocó en tubos Eppendorf, 1 m1 de

un cultivo exponencial con el agregado de 15 de glicerol y
luego de agitar con vortex se guardó inmediatamente en
congeladora.
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Las cepas esporuladas se conservaron además como suspensión
de esporas en agua destilada estéril: se centrifugaron 2 ml
de un cultivo de 48 horas de incubación en caldo de
esporulación SNB, y se resuspendió el precipitado en 500 ul
de agua estéril. A esta suspensión se le agregaron 200 ug/ml
de lisozima (Sigma) y se incubó por 30 minutos a 37 °C.
Después de lavar tres veces con agua bidestilada estéril se
conservó en heladera a 4 °C.

lll . 3 . 5 . MUTAGÉNESlS CON NITROSOGUANIDA.

Se precipitaron por centrifugación las células de un cultivo
exponencial en caldo LB de D.O.wo,m 0,8 y el precipitado se
resuspendió en 1 nu. de buffer citrato 0,1 M pH 5,5. Se
agrego 100 ug/ml de N-metil-N'-nitro-N-nitrosoguanidina (NG)
y la solución se incubó durante 20 minutos a 30 °C. Por
último se lavaron dos veces con 1 ml de solución fisiológica.

lll . 3 . 6 . ENRIQUECIMIENTO DE MUTANTES PHA

DEFICIENTES EN GRADIENTE DE SACAROSA.

(Schegel et aL 1970; E10ccaríetal199l)
Con el fin de separar las células según el contenido en

PHA,por gradiente de sacarosa, se siguieron los siguientes
pasos:

En tubos de centrífuga estériles de 14 ml, se prepararon
gradientes de sacarosa 50-90 , en Buffer Fosfato pH 7,2 y
se conservaron a 4 °C por 24 horas.

1 ml de células de B. megaterium QMBlSSl, mutagenizadas con

NG, se diluyeron en 300 ml de MMBm-0,023y se incubaron en
baño de agua a 30 °C, con agitación, hasta que el cultivo
alcanzó una D.O.6m)nmde aproximadamente 0,5. En este paso

se utilizó medio con bajo cotenido de nitrógeno para
favorecer la acumulación de PHAy acentuar las diferencias en
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contenido del mismoentre las células mutagenizadas.
Se concentraron 30 ml de cultivo en 1 ml del mismo medio y

300 pl de la última suspensión se mezclaron con 700 pl de
sacarosa 50 Z en Buffer Fosfato pH 7,2.

Se sembraron 500 pl de la mezcla sobre el gradiente de
sacarosa y se centrifugó con las siguientes condiciones:

Rotor: Sorval SW27

Velocidad: 25.000 rpm
Temperatura: 10 °C
Tiempo: 110 minutos

Se recogieron alícuotas de 20 gotas (aproximadamente 250
ul), con el método de sifón, donde las primeras alícuotas
corresponden al fondo del gradiente. A cada fracción se le
agregó 1 ml de solución fisiológica y luego de mezclar con
vortex, se sembraron 100 pl de cada una sin diluir o diluídas
al décimo en solución fisiológica, en placas con agar MMBm­
0,02 , las que se incubaron a 30 °C durante 24 horas.

m .3 . 7. SELECCIÓN CON ALCOHOL ALÍLICO

(Dürre et al 1986: Floccari et al 1995).

Se sembraron, en alícuotas de 100 ul, 2 ml de una
suspensión de células de B. megaterium PV447, mutagenizadas
con NG, sobre placas de Petri conteniendo 30 ml de agar SNA
adicionado con alcohol alílico 20 mg/ml o 23 mg/ml. Se
incubaron por 48-72 horas a 30 °C.

lll . 3 . 8 . OBTENCIÓN DE PROTOPLASTOS DE

B.1negaterüun.
A partir de cultivo en placa con agar RHAFse prepararon

cultivos de 10 ml en caldo del mismo medio, hasta obtener una

D.O.600 nm de 0,8.
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Luego de retirar una alícuota para el recuento de células
totales, los cultivos se centrifugaron y el precipitado de
células obtenido se resuspendió en 800 ul de buffer de
protoplastización HAFadicionado de 200 ug/ml de lisozima.

Al cabo de 15 minutos de incubación a temperatura ambiente
se observaron al microscopio óptico los protoplastos
formados.

lll . 3 . 9 . REGENERACIÓN DE PROTOPLASTOS .

Se diluyó 1:5 la suspensión de protoplastos con caldo RHAF
y se sembraron 100 ul sin diluir y de diluciones al décimo en
agua destilada, en medio completo LB, para el recuento de
células no protoplastizadas.

Alícuotas de 100 ul de la suspensión de protoplastos se
sembraron en medio de regeneración RHAF, sin diluir y
diluidas al décimo en caldo RHAF.

Se incubaron todas las placas a 30 °C por 48-72 horas y se
calculó la eficiencia de protoplastización:

Colonias/ml en RHAF- Colonias/ml no protoplastizadas

células totales/ml

lll . 3 . 10. TRANSFORMACIÓN DE PROTOPLASTOS.

(Brown et al ¡980)
Se preparó la siguiente mezcla:

Suspensión de protoplastos 500 ul
ADNplasmídico en buffer TE 10:1 50-100 ul ( 1 ug)
PEG 8000 (Sigma) 30 % 1,5 ml
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Se incubaron 4 minutos a 37 °C.

Inmediatamente se lavó la mezcla diluyendo 1:5 con caldo
RHAE‘ .

El precipitado obtenido se resuspendió en 1 ml y se incubó
por 90 minutos, en baño de agua a 37 °C, con agitación.

Todo el cultivo se sembró, en alícuotas de 100 ul en placas
de medio de regeneración RHAF,adicionado con el antibiótico
correspondiente.

Se sembraron sendas placas con medio de selección, una con
100 ul de suspensión de protoplastos sin transformar y la
otra con una estría del plásmido, comocontrol.

Varias colonias transformantes resistentes al antibiótico
correspondiente se purificaron y se comprobóla presencia del
plásmido por extracción del mismoy electroforesis en gel de
agarosa.

"1.3.11. TRANSPOSICIÓN CON Tn917. (Youngman1987)

Se transformaron protoplastos de B. megaterium PV447con el
plásmido termosensible pTV24, portador del transposón Tn917,
seleccionado con tetraciclina (Tc) 10 ug/ml.

Se preparó un cultivo exponencial en caldo LB adicionado
con 10 pg/ml de tetraciclina, 5 ug/ml de eritromicina (Em) y
50 ug/ml de limcomicina (Lm), con uno de los clones que
contenían el plásmido, incubando en baño con agitación a 30
°C hasta obtener una D.O.600,unde 0,5.

Luego se hicieron dos cultivos, diluyendo al décimo, en el
mismocaldo sin el agregado de tetraciclina e incubando a 42
°C, para eliminar el plásmido termosensible.

De cada cultivo se tomaron alícuotas para recuento por
medio de diluciones seriadas al décimo y se sembraron en:
LB-Tcl0pg/ml-Em5pg/ml-Lm250ug/ml 3/ en LB-Em5pg/ml-Lm250ug/m1
para calcular el porcentaje de pérdida de plásmido:
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colonias EmR, LmR/ml - Colonias TcR/ml

% de pérdida
células totales/ml

Por último se sembraron alícuotas en placas de LB-Em-Lm
incubando a 30 °C durante 24-48 horas, las que se repicaron a
LB-Tc-Em-Lmincubando a 30 °C para identificar las colonias
que habían perdido el plásmido.

lll . 3 . 12. TRANSFERENCIA DE TRANSPOSONES

(K)FULH1A11\NDSA lllflegfinxuïunm

(Floccari y Méndez 1994)

Debido a que no había referencias anteriores de
transferencia de transposones conjugativos ¿a B. megaterium,
previamente se puso a punto la técnica, variando la relación
del número de células dadora a número de células receptora,
100:1, 10:1 y 1:1 como así también el tiempo de incubación en
el medio no selectivo, 4, 12 o 24 horas.

La mayor eficiencia se obtuvo con una relación dadora
receptora de 10:1 y un tiempo de incubación en el medio no
selectivo de 4 horas.
Procedimiento:

Se obtuvieron cultivos exponenciales tardíos de la cepa
dadora y receptora. 500 ul de la cepa dadora se mezclaron
con 500 ul de la receptora y se filtraron a través de
membrana Millipore de 0,45 um de tamaño de poro y 2,5 cm de
diámetro. Este procedimiento se repitió con 20 filtros.

Las membranasse retiraron de los filtros y se colocaron en
placas de Petri con medio LB, en el caso en que la dadora fue
B. subtilis CK8102 y con Medio antibiótico N° 3 (DIFCO) para
Enterococcus faecalis, las placas se incubaron sin invertir,
durante 4 horas, a la temperatura de crecimiento óptimo de la

44



dadora, 37°C. Estas medios no se secaron antes de colocar
las membranas.

Luego se transfirieron las membranas al medio selectivo
adecuado, con el mismo tratamiento que en el paso anterior y
se incubaron 24-48 horas a la temperatura óptima de la
receptora, 30 °C. Las colonias que crecieron sobre el filtro
se purificaron por réplica con ansa y en forma de grilla a
agar MMBmcon 10 ug/ml de tetraciclina.

Todo el procedimiento se realizó también filtrando las
células dadoras y las receptoras por separado.

lll 3.13. TRANSFERENCIA DE PLASMIDOS POR

CONJUGACIÓN EN FILTROS.

La conjugación se realizó por el método de contacto forzado
a través de filtro de nitrocelulosa, con igual método que
para la transposición conjugativa ( secció III.3.12).

lll . 3 . 14 . DETECCIÓN DE AUXOTROFIA.

Se sembraron las transconjugantes B. megaterium resistentes
a tetraciclina, producto de la conjugación con Bacillus
subtilis CKSlOZ, en agar LB-TclOug/ml. La siembra se
realizó con ansa de modode obtener colonias aisladas.

Se picaron dos colonias de cada cepa, se transfirieron a
MMBmlíquido y se incubaron por dos horas en baño de agua con
agitación a 32 °C., para evitar el arrastre de nutrientes.
Por ultimo se estriaron en MMBmTclOmg/ml.
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"1.3.15. OBTENCIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES (c.c.) DE

E. coli. (Hanahan1963)
Procedinúento:

0 Cultivo o. n. de 2 ml en PSIB.

o Diluir 1/100 el cultivo o.n. en PSIB.

o Incubar a 37°C hasta obtener una D.O.ammn=0,5.
o Colocar el cultivo 5 minutos a 0°C.

Precipitar por centrifugación y resuspender con TFBI hasta
1/3 del volumeninicial.

o Incubar 5 minutos a 0°C.

o Obtener un pellet y resuspender en 2 ml de TFB II.
0 Incubar 10 minutos a 0°C.

o Separar en alícuotas de 200 pl cada una y conservar a
-70°C hasta el momento de su uso.

lll .3. 16 . TRANSFORMACIÓN DE CÉLULAS COMPETENTES DE

E. coli (Hanahan ¡963).

Procedimiento:

o Colocar en tubo Eppendorf 50 pl de c.c. (109 células) y 5
pl de ADN (aproximadamente 1 pg)
Incubar 30-40 minutos a 42-45°C.

Colocar en hielo 5 minutos.

Diluir 1/10 por agregado de PSI o LB.
Trasvasar a tubo de hemólisis e incubar 1 hora a 37°C.

Sembrar todo, en alícuotas de 100 pl, en placas con medio
de selección.
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"1.3.17. SUBCLONADO DEL GEN SINTASA Y DEL OPERON

¡"{A DE A.eutnqphus EBIEL VECTÏHKPHULJWCOPLA

pATlQ .

Se subclonaron paralelamente el gen sintasa y el operón PHB
de A. eutrophus en el plásmido “shuttle” pATl9. El gen
sintasa comprende el fragmento Apal-Smal del plásmido
recombinante pAS35. El operón phb de A. eutrophus comprende
el fragmento Smal-EcoRl del plásmido recombinante pZTlBU-PHB.
Estos plásmidos sólo replican en bacterias Gramnegativas.

Teniendo en cuenta los sitios de corte por enzimas de
restricción de los plásmidos intervinientes, se subclonaron
paralelamente, el fragmento Kpnl-BamHl del plásmido pAS35 y
el Xbal-EcoRl del pZTlSU-PHBen el plásmido multicopia pATl9,
digerido con las enzimas respectivas.

La bacteria huesped de clonado fue E. coli JM83/pRK24, que

contiene en el cromosoma la deleción AM15en la región a del
gen lacZ y el plásmido conjugativo pRK24. Este plásmido
facilitará la transferencia por conjugación de los plásmidos
recombinantes, productos de este subclonado, a mutantes PHB
negativas de A. eutrophus y B. megaterium.

. Digestión de pASSS.

Dado que Kpnl tiene dos sitios de corte dentro del gen
phaCAe_, se ajustaron las condiciones de digestión del
'plásmido, utilizando diluciones al medio de la enzima y
períodos de incubación entre ]. y 4 horas. En base a los
resultados obtenidos se realizó una digestión parcial con las
siguientes condiciones:

Mezcla de reacción: ADNplasmídico 50 ug
Buffer REACT3 (10X) 10 ul

Kpnl 10 ul (50 U)

BamHI 10 ul (50 U)
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Aguabidestilada c.s.p 100 ul
Se incubaron a 37 °C y durante 90 min.

. Digestión de pTZlBU-PHB.
Mazcla de reacción:

ADNplasmídico 50 ug
Buffer React (10X) 10 ul
XbaI 10 pl (50 U)

EcoRI 10 ul (50 U)

Aguabidestilada c.s.p. 100 pl

Se incubaron a 37°C y durante 18 horas.

. Digestión del vector pAT19.
Se separaron en tubos Eppendorf dos alícuotas de ADN

plasmídico.
Mezcla de reacción:

Tubo 1 Tubo 2

ADNplasmídico 50 ug 50 ug
Buffer REACT (10X) 10 pl 10 ul

BamHI 10 ul (50 U) --­

KpnI 10 ul (50 U) --­
XbaI --- 10 pl (50 U)

EcoRI --- 10 pl (50 U)
Aguabidestilada c.s.p. 100 pl 100 ul

Se incubaron a 37°C hasta el día siguiente.
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. Separación de fragmentos en geles de agarosa.
Se sembraron 70ul de cada mezcla de digestión en geles de

agarosa 0,4 % corriendo a 25mAdurante 6 horas. Después de
colorear con Bromurode Etidio 0.5 ug/ml se transfirió el gel
a un transiluminador de luz ultravioleta y se cortaron y
separaron las zonas del gel que contienen los respectivos
fragmentos, colocándolas en sendos tubos.

Se purificó el ADNpor medio de un Kit de Wizard Clean-Up
System de Promegasiguiendo las indicaciones del fabricante.

. Lígado de cada fragmento al vector pAT19.
Se realizaron sendas mezclas de ligado a las que se las

denominó L1 y L2 con las siguientes condiciones:
L1 L2

pAT19 100 ng 95 ng

Fragmento Kpnl-BamHl 150 ng --­
Fragmento Xbal-EcoRl 280 ng
Ligasa de ADN del fago T4 1 U 1 U

Buffer de reacción 5x 5 ul 5 ul
Relación fragmentozplásmido 3:1 3:1
Temperatura de incubación 25 oC 25 °C
Tiempo de incubación 2 hs 2 hs
Todas las preparaciones de ADN fueron purificadas

previamente por las columnas del kit Wizard Clean-Up System
de Promega.

. Transformación de E. coli jM83/pRK24 con las mezclas de

ligado L1y L2.

Se transformaron 50 ul de células competentes (cc),
conteniendo del orden de 109 células, con 5 ul de L1 y otros
50 ul de cc con 5 ul de L2, con el método de transformación
que se indica mas arriba (Sección III.3.16) y se sembraron
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alícuotas de 100 ul cada una, en 5 placas de medio de
selección formado por LB, Xgal 0,004%, IPTG 0,5mM y Em

lOOug/ml.
Al cabo de 24 a 48 horas de incubación se obtuvieron

colonias transformantes blancas y azules.

. Detecció del inserto.

La detección del inserto se realizó por conjugación en
placa con A. eutrophus PHB-4 o con B. megaterium UBA30-26
(Secciónes III.3.18 y III.3.19).

lll . 3 . 18 . CONJUGACION EN PLACA DE TRANSFORMANTES

FCHINhKDCH1A513E(JJLCHQUHSBLAJWCAS(JDFJ

A. eutrophus PHB-4 (Friedrich et al. 198I).
Una forma directa de detectar las colonias blancas de

E.coli JM83/pRK24transformadas con las mezclas de ligado que
expresen el fragmento sintasa subclonado, es por conjugación
en placa con A. eutrophusPHB-4, sintasa negativo, que no
acumula PHB. El plásmido pAT19 es movilizable por el
conjugativo pRK24.

(Figura N°7) El método de conjugación es sencillo y las
colonias PHB+de A. eutrophusPHB-4 que poseen pAT19-phaCA.e o

pATl9-phaC,A,BA3_se detectan por su opacidad, en contraste

con las PHB“que son translúcidas.

Procedimiento:

o Se repicaron en forma de grilla numerada, en placas de LB­
EmlSOpg/ml-IPTG-XGAL,las colonias blancas de la placa de
selección del ensayo de transformación y se incubaron 24
horas a 37 °C
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Réplica

colonia blanca

LB-EmlOOpg/ml LB-EmlOOpg/ml

i

LB-XGAL-IPTG-Emlooug/mi
Réplica

MMAe+ gotas de Sul de MMAe-EmlOOpg/ml
A. eutrophus —4

EïguraïQ°l Métodorápido de transferencia de vectores
movilizables por pRK24por conjugación en placa con
mondadientes.

o Al día siguiente se sembraron en definido MMAey en forma
de grilla, gotas de Sul de un cultivo exponencial de A.
eutrophusPHB-4lavado con solución fisiológica.
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Sobre cada una de las gotas y respetando la misma
numeración en forma de grilla, se repicó una colonia de la
placa en grilla sembrada el dia anterior, en forma de
pequeña cruz.

Luego de 24 horas de incubación a 30°C se repicaron con el
método de terciopelo, las colonias crecidas en MMAeal
mismo medio adicionado de Em 100ug/ml, las que se incuban
24 a 48 horas a 30°C.

Las colonias que crecen en la placas MMAe-EmlOOug/mlson A.
eutrophus resistente a eritromicina por haber recibido un
plásmido recombinante y las que tengan un aspecto de colonia
opaco son PHB+por haber recibido el que posee el fragmento
sintasa subclonado, acumulando PHBpor complementación.

Comparandolas grillas correspondientes se detectaron las
colonias de E. coli JM83/pRK24/pATl9-inserto, que portan los
plásmidos recombinantes buscados.

Se comprobó la acumulación de PHAs de las colonias opacas
por coloración con Azul del Nilo.

Se eligieron dos colonias, una derivada de cada mezcla de
ligado, L1 (fragmento de PHAsintasa) y L2 (operón PHB), a
las que se las denominó Ec19 y Ec13, respectivamente.

lll . 3 . 19. CONJUGACION EN PLACA DE TRANSFORMANTES

FCHKNLKDCHKASI)E(JDLCHQUMSBLAJQCAS(33FJ

llunqganwfiunwlfl&fi302&

Se realizó de igual forma que en la sección III.3.18
(Figura N°7), utilizando MMBmen lugar de MMAe. Las colonias

PHB+de B. megaterium recombinantes también son opacas.
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"1.3.20. EXTRACCION DE ADN CROMOSOMAL.

(Sambrook et al. 1969)
Las cantidades de los diferentes reactivos y soluciones

están indicadas para 50 ml de un cultivo exponencial, para
volúmenes diferentes las cantidades se adaptan
propocionalmente.

Se obtuvo un precipitado del cultivo por centrifugación, el
cual se lavó una vez con una solución de Tris/HCl 100 mMpH:
8,0; EDTA 100 mM y NaCl 150 mM.

Después de resuspender en 800 ul de la misma solución, se
agregó lisozima a una concentración final de 1 mg/ml y se
incubó 30 minutos a 37 °C, con agitación suave.

A continuación y para degradar el ARN, se trató la mezcla
con ribonucleasa A a una concentración final de 100 ug/ml,
incubando 15 minutos a 50 °CL Se agregó SDS hasta ]. % de
concentración final y se incubó 20 minutos a 70 °C,

Luego se trató con Proteinasa K, 0,5 ug/ml de concentración
final, incubando a 42 °C durante 2 horas o hasta el día
siguiente.

Por último se hizo una extracción con fenol-cloroformo y
se precipitó el ADNcon alcohol absoluto como se indica en la
extracción de plásmidos (Sección III.3.21.). El precipitado
final se resuspendió en 200-500 ml de TE 10:1.

m .3 . 21 . EXTRACCION DE PLASMIDOS (Sambrook et al. 1989).
Las cantidades de los diferentes reactivos utilizados están

indicadas para un volumen de cultivo de 5 Inl, para otros
volúmenes de cultivo se cambiaron proporcionalmente.

Se resuspendió un precipitado de 5 ml de cultivo con 200 ul
de la siguiente solución Sacarosa 20 ; Tris/HCl 25 mM,
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pH 8,0 y EDTA10 mMpH 7,5. Luego se agregó lizosima a una
concentración final de 1 mg/ml y se incubó 30 minutos a 37 °C
con agitación suave.

Se dejó unos minutos a temperatura ambiente y se agregaron
400 ul de una solución de NaOH 0.2 N y SDS l K. incubando 5

minutos en hielo. Después de agregar 300 ul de una solución
de KAcO3MpH 4.5-4.8, se incubó en hielo otros 15 minutos.

Luego se centrifugó a 10.000 g durante 10 minutos y se
trasvasó el sobreadante a otro tubo, al que se le agregaron
600 pl de isopropanol y se incubó a —20°C durante 2 horas o
hasta el día siguiente. Nuevamentese centrifugó a 10.000 g,
descartando esta vez el sobrenadante completamente y se
resuspendió con 200 pl TE 10:1.

Para precipitar el ADNcon etanol, se agregó 1/10 del
volumen de NaAcO 3M, pH 6,0 y el doble del volumen de etanol
absoluto, mezclando muy suavemente por rotación y se incubó a
-20 °C, por 2 horas o hasta el día siguiente. Luego se
centrifugó nuevamente en las mismas condiciones que las
anteriores centrifugaciones.

El precipitado obtenido se lavó con etanol 70 por
circulación sobre la superficie del mismoy una vez seco, se
resuspendió con 20 ul de TE 10:1 y se guardó a -20 °C.

Cuando se quiso eliminar el ARNde la preparación, antes de
precipitar con etanol absoluto, se agregó ARNasa A a una
concentración final de 50 ug/ml y se incubó a 37°C durante 30
minutos. A continuación para eliminar la ARNasa y demás
proteínas presentes, se realizó una extracción con una mezcla
de fenol saturado con Tris/HCl pH 8,0, cloroformo e
isoamílico en proporciones 25 24 1. Seguida de una
segunda extracción con cloroformo : isoamílico, 24 : 1.

Por último se trasvasó la fase acuosa y se precipitó
agregando AcONay etanol como se indica más arriba.
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lll . 3 . 22 . ANALISIS DE RESTRICCION

Las digestiones de ADNplasmídico o cromosómico con enzimas
de restricción (Gibco BRL) se realizaron de acuerdo a las
recomendaciones del fabricante.

lll .3 . 23. OBTENCION DE FRAGMENTOS.

Los fragmentos de restricción de ADNplasmídico para ser
utilizados como sonda de hibridización se separaron por
electroforesis en geles de agarosa 0,8 %, sembrando 100 pl en
forma preparativa. Luego se cortó y separó la zona del gel
donde se encontraba el fragmento de interés y se purificó el
ADN por pasaje a través de columnas de Wizard Clean-Up
System de Promega, siguiendo las instrucciones del
frabricante.

lll . 3. 24. HIBRIDIZACIÓN (Sambrook et al. 1989Ñ, Zeph el: 1991))

. Preparación de la membrana blanco.

Se digirió el ADNcromosómico con la enzima de restrición
correspondiente.

Los fragmentos del ADNcromosómico digerido se separaron
por eletroforesis en gel de agarosa 0,8 o 0,4 Z, con una
intensidad de corriente de 25 mAdurante 4-6 horas. Luego se
tiñó el gel con una solución de bromuro de etidio 0,5 ug/ml.

A continuación se desnaturalizó el ADNpresente en el gel
sumergiéndolo en una bandeja que contenía 200 ml de una
solución de NaCl 1,5 M e NaOH0,5 M, durante 40 minutos a
temperatura ambiente y con agitación suave.

Transcurrido este tiempo se colocó el gel en otra bandeja
con 200 ml de una solución de NaCl 1,5 M y Tris-HCl 1 M pH
8,0, para renaturalizar el ADN. Se repitió este paso una
vez.
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A cotinuación el ADNse transfirió por capilaridad, del gel
de agarosa a una membrana de nylon (Sigma N° N-1264) con
poros de 0,45 um, utilizando como buffer una solución SSC
20X. La Figura N°8, muestra un esquema del dispositivo
utilizado para la transferencia, en el que se dejó durante 24
horas.

Luego se separó la membrana y se la sumergió en una bandeja
con 200 ml de SSC 10X por 10 núnutos con agitación lenta,
para su lavado.

Por último, se fijó por calor el ADN a la membrana,
colocando la misma en horno a 80 °C por 2 horas.

En estas condiciones se guardó la membrana en lugar seco
hasta su uso.

weight

glass plate

paper towels

nitrocellulosa filter
or nylon membrana

Nhalman SMM}paper m/ WhatmanQMMpaper
lransfer bulfer

111m!

hifi!)

Iïguraïfi°8 Esquemadel dispositivo para la transferencia de ADNa
membrana,(snnbrooketaL1989y
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. Obtención de sondas con marcacióm no radiactíva.

Se utilizó el sistema de marcado con biotina por “nick
translation” de GIBCOBRL, que utiliza la polimerasa I para
la incorporación al ADN de deoxiadenosina trifosfato
biotinilada.

Se siguieron las indicaciones del fabricante, purificando
con dos precipitaciones sucesivas previo agregado de 1/10 del
volumen de NaAcO 3 bd y dos volúmenes de etanol absoluto,
incubando en la primera precipitación ¿a -20 °C durante la
noche y en la segunda 20 minutos a -70 °C.

El fragmento o plásmido marcado se resuspendió en 10 a 20
ul de T:E 10:1 y se guardó a -20°C, hasta el momento de usar
como sonda.

. Prehibridizacíón .

Se realizó en bolsita de plástico con cerrado hermético.
Una vez colocada la membrana blanco con el ADNcromosómico a

hibridizar, se agregó una cantidad no menor de 100 ul de una

solución de NazHPO4 0,26 M pH 7,0; SDS 7 Ï; EDTA 1 mM y BSA l

Í, por cada cn? de membrana. Cuidando que no se formen

burbujas, se selló la bolsita por calor y se incubó a 45 °C,
en baño de agua con agitación suave, hasta el día siguiente.

. Hibridización.

En esta etapa se pasó la membrana a otra bolsita de
plástico, a la que se le agregó la misma solución del paso
anterior adicionada de 100 ug/ml de ADNde esperma de salmón
y 100 ug/ml de la sonda biotinalada. Ambos ADN se
desnaturalizaron previamente por ebullición durante 5
minutos, colocándolos inmediatamente en hielo por otros 5
minutos.
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Nuevamente se selló la bolsita por calor, con los mismos
cuidados que para la prehibridización y se incubó a 45 °C, en
baño de agua con agitación lenta por 24 horas.

. Lavados .

Para eliminar la sonda unida en forma no específica se
retiró la membranade la bolsita y se sumergió sucesivamente
en las siguientes soluciones:

—SSC 2X; SDS 0,13: 2 veces de 3 minutos cada una a

temperatura ambiente.
- SSC 0,2x; SDS 0,17: 2 veces de 3 minutos cada una a

temperatura ambiente.
- SSC 0,16X;SDS 0,1" 2 veces de 15 minutos cada una a 50 °C.

Una vez enjuagadas con SSC 2X, se continuó con el revelado.
Si no se revelaba inmediatamente se guardaban las membranas
secadas en horno a 80 °C por 10 minutos.

. Visualización .

Para el revelado y visualización se utilizó el kit de
revelado Blugene de GIBCOBRLsiguiendo las instrucciones del
fabricante.

En el proceso de revelado un conjugado de streptavidina­
fosfatasa alcalina (SAAP)se une a la biotina que a su vez
está unida al ADNpor la sonda marcada.

Luego la membrana se pone en contacto con una solución con
NBT, tetrazolium nitroblue (NBT) y 5-bromo-4-cloro-3­
indolilfosfato (BCIP), que por acción de la fosfatasa forman
sustancias de color azul violaceo, quedando coloreadas la
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bandas donde se unió la sonda. Este último paso se realiza
en oscuridad y! el color se va desarrollando entre los 30
minutos y 3 horas de incubación a temperatura ambiente.

Unavez que se visualizaron las bandas coloreadas, se retiró
la membrana y se lavó con una solución de 20 mMTris/HCl pH

7,5 y 0,5 mMNazEDTA,para termiar el desarrollo del color.
Luego se secó y se guardó en un lugar protegido de la luz.

lll . 3 . 25 . CUANTIFICACION DE PHB .

Se realizó por dos métodos que se basan en la
descomposición del polímero en unidades de 3-hidroxibutirato,
el que luego se transforma en un compuesto que permiten
cuantificar su concentración.

"l . 3 . 25 . a . MÉTODO ESPECTROFOTOMÉTRICO

(Slepecky y Law 1961)
Este método se basa en la transformación de 3­

hidroxibutirato en ácido crotónico, que tiene un pico de
absorbancia a 235 nm.

Procedimiento :

A 500 ul de un cultivo exponencial en MMBm-0,02%se agregó
4,5 ml de agua de lavandina comercial. Luego de mezclar con
vortex se dejó incubando por 24 horas a temperatura
ambiente.

A continuación se centrifugó en centrífuga de mesa y el
precipitado se sometió a los siguientes lavados:

Una vez con 5 ml de agua destilada; dos veces con igual
volumen de acetona y dos veces con 5 ml de dietil éter.
Después de secar a temperatura ambiente se agregó 1 ml de
EQSO4concentrado y se calentó a 100 °C durante 10 minutos.
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Una vez frío, se midió el espectro de absorción de 225 a 255
nm contra blanco de ácido sulfúrico en un espectrofotómetro
JASCO modelo 7850.

lll . 3 . 25 . b . MÉTODO CROMA'FOGRÁFICO .

En este caso el 3-hidroxibutirato se transforma en el éster
metílico de 3-hidroxibutirato por metanólisis de la muestra
acidificada (Braunegget al. 1978).

Preparación de las muestras .

Liofilización. Se lavaron 10 ml de un cultivo exponencial
en MMBm-0,02, con Tris/HCl 25 mM pH 7,5. Luego de
resuspender con 500 pl del mismobuffer y se trasvasaron los
precipitados a ampollas para su secado por liofización. Una
vez secas se registró el peso seco de cada muestra.
Metanólisis: Las muestras liofilizadas se resuspendieron en

1 ml de ácido sulfúrico 15 v/v en metanol y se trasvasaron
a tubos de vidrio con cierre hermético. Después de agregar
1 ml cloroformo se incubaron 140 minutos a 100 °C en baño de
aceite.

Una vez que los tubos alcanzaron la temperatura ambiente,
se agregó 500 ul de agua destilada, para favorecer la
formación de fases, se mezcló vigorosamente por unos minutos
y se dejó descansar hasta que se formaron las fases.

A continuación se trasvasaron 500 ul de la fase cloroformo,
donde se encuentra disuelto el monómerodel polímero, a un
tubo Eppendorf que contenía una punta de espátula de sulfato
de sodio y se guardaron a -20 °C. El sulfato de sodio se
agrega para eliminar los posibles restos de agua,
perjudiciales para el cromatógrafo. En el momento de

60



realizar el análisis cromatográfico se trasvasaron 200 ul a
otro tubo Eppendorf.

. Análisis por cromatografía gaseosa .

Los productos de la metanólisis fueron analizados por
separación isotérmica en columna de vidrio de 1,80 m, rellena
con Carbowax 20M-TPA 10 en Chromosorb W-AWde malla 80/100,

en un cromatógrafo Gow-Macserie 550, equipado con ionizador
de llama.

Comogas transportador se empleó nitrógeno a un flujo de 20
ml/minuto. Las condiciones de temperatura fueron:

Detector: 180°C

Inyector: 150°C
Columna: 120°C

Los datos se analizaron por medio de un integrador
Spectraphysics. La cuantificación se realizó por comparación
de las áreas de los picos obtenidos en las muestras con áreas
de picos correspondientes a muestras patrones de
concentración conocida.

lll. 3. 26. OBTENCION DE EXTRACTOS CRUDOS

En todos los casos se partió de un precipitado de células,
generalmente conservado a —20°C,el que se resuspendió en el
buffer de lisis correspondiente para cada análisis,
concentrando 10 veces el volumen original, salvo expresamente
indicado. La lisis de las células se realizó en un
desintegrador ultrasónico (Soniprep 150 MSE)con punta de 9,5
mm, sometiendo a las muestras sumergidas en hielo a 4 pulsos
de 15 segundos cada uno y 10 micrones de amplitud, con
intervalos de la mismaduración. Las muestras se conservaron
en hielo hasta el momentodel análisis correspondiente.
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En los casos donde se indica que la ruptura por sonicación
no fue eficiente, las células se sometieron además a 2 o 3
pasajes por prensa French de 10 minutos cada uno, con una
presión de 10.000 psi.

lll . 3 . 27 . DETERMINACION DE LA CONCENTRACION DE

PRJÏTEIFLASEHQIJJSEDCTRJ\C11)S(H{LH)OB.

Para la determinación de la concentración de proteínas en
los extractos crudos se utilizaron los métodos de Lowry
(1951) o de Bradford modificado (1976).

El volumen de las muestras osciló entre 5 y 100 ul de
extracto celular. En ambos casos se estimó la concentración
de proteínas por extrapolación en sendas curvas de
calibración con seroalbúmina bovina (BSA), fracción V de
Sigma.

"1.3.28. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

[H33-CETÏÏFK3LAthIHN EXJTLKCWÏDSCRJJEK)S.

(Stern [955) .

En el camino de biosíntesis de PHAs, la enzima 3-cetotiolasa
cataliza la reacción de condensación de dos moléculas de
acetilcoenzima A (acetil-CoA) para formar acetoacetilcoezima
A (acetoacetil-CoA), reversiblemente, con la liberación de
una molécula de coenzima A (CoA-SH):

2 CH3C0-S-CoA 2:;___;ii__2 CH3COCH2CO-S—C0A

'w

CoA-SH

En este ensayo se mide la actividad enzimática en la
dirección de la reacción que produce el clivaje de
acetoacetil-CoA en 2 moléculas de acetil-CoA estando presente
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coenzima A y Mg++. A pH alcalino y en presencia de iones Mg++
los tioésteres acetoacetilos presentan una absorbancia
característica en un rango de 280 a 320 nm, debida a la
formación de enolatos. Al clivarse el acetoacetil-CoA por
acción de la enzima, disminuye dicha absorbancia
proporcionalmente.

. Ensayoespectrofotométrico.

Para la obtención del extracto crudo se lavaron precipitados
provenientes de 10 ml de cultivo con agua bidestilada estéril
y luego de resuspender en un décimo del volumen original con
el buffer de la reacción, se sometieron a sonicación.

A continuación los extractos se centrifugaron a 10.000 rpm
en microcentrifuga de mesa, se trasvasaron los sobrenadantes
a un tubo Eppendorf y se conservó en hielo hasta el momento
de su determinación.
Mezcla de reacción:

Muestra Blanco
Buffer de reacción: Tris-HCl 10 mM;

MgClz 40 mM; DTT 1 mM 1,500 ml 1,50 ml

Acetoacetil-S-COA 8 mM 10 ul
Extracto crudo 10 ul ­
Agua destilada 1,430 ml 1,44 ml

Se incubaron 3 minutos en baño de agua a 30°C y se midió la
absorbancia inicial a 303 nm.

Se agregó

Coenzima A-SH 3.44 mM 50 ul 50 ul

Se mezcló inmediatamente y se midió la absorbancia a 303
nm. Se continuó el monitoreo a intervalos de 15 segundos
hasta observar estabilización de la absorbancia.
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Se calcularon las unidades enzimáticas, considerando que 1
unidad causa una disminución de 0.01 en la absorbancia a 303
nm, por minuto y a 30°C.

lll.3.29. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

DE ACETOACETlL-COA REDUCTASA, DEPENDIENTE

DE NADPH. (Schubert et al. 1988).
La enzima acetoacetil-CoA reductasa cataliza en forma

reversible la reacción de oxido-reducción acoplada a NADPH,
del producto de la enzima 3-cetotiolasa, acetoacetil-CoA,
para formar D-(-)-3—hidroxibutiril—CoA

CH3COCH2CO-SC0A <____________ (D)CH3CHCH2CO-S-COA
____Ï7___—_) .

NADPH2 4' NADP4 IOH

Bn este ensayo se determina la actividad de la enzima
acetoacetil-CoA reductasa, midiendo la velocidad de extinción

de uno de sus sustratos, NADPH2al oxidarse a NADP+por

acción de la misma. NADPH2presenta un pico de absorbancia a
340 nm.

Ensayoespectrofotométrico.
Se obtuvo el extracto crudo por sonicación, luego de

resuspender precipitados provenientes de la centrifugación de
100 ml de cultivos de cepas crecidas en MMBm,en 12 ml de
buffer fosfato de potasio 100 mM, pH: 7,0, adicionado de
PMSF 1 mM, EDTA l mM y Ditiotreitol 1 mM.

Se trasvasaron los extractos a tubos de ultracentrifugación
de 5 ml y se completó el volumen del tubo con aceite mineral.
Luego se centrifugaron a 100.000 g, durante 60 minutos, a 4°C
en rotor Beckman SWSSTi.
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Se obtuvo de este modo una suspensión clarificada del
extracto celular, la que se conservó en hielo hasta el
momentodel ensayo espectrofotométrico.

La composición del buffer de lisis fue la elegida después
de poner a punto un método de obtención del extracto crudo
donde la actividad de la enzima estuviese afectada por la
acción de proteasas o agentes oxidantes, en un menor grado.
Mezcla de reacción:

Tris-HCl 100 mMpH 7.8 980,0 ul

NADPH 25 mM 2,5 ul

Extracto crudo 10-20 ul
La mezcla se incubó durante 2 minutos a 30 °C y se monitoreó

la absorbancia a 340 rml contra el. buffer' de la reacción,
hasta observar la estabilización de la lectura. Se
comenzó la reacción mediante el agregado de:
Acetoacetil-COA 8 mM 10 ul

Se mezcló inmediatamente y se registró la absorbancia a 340
nm de los primeros 15 segundos que corresponde al período
donde se observa la mayor velocidad de reacción. Se continuó
el monitoreo a intervalos de 15 segundos hasta observar
estabilización de la absorbancia.

Se calcularon las unidades de enzima considerando que 1
unidad causa una disminución de 0.001 en la absorbancia a 340
nm, por minuto y a 30°C.

"1.3.30. DETERMINAClON DE LA ACTIVIDAD DE SINTASA

EFJIJJSEDCTRJ\C11)S CBHJEHDS.

(Valentin y Steinbüchel 1994).

La enzima PHAsintasa cataliza la reacción de polimerización
en la biosíntesis de PHAs. Son sustratos de esta enzima
tioésteres hidroxiacil-COA y cataliza la formación de uniones
éster con la concomitante liberación de coenzima A. Esta
enzima se encuentra unida al gránulo.
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Representacióngráfica de la síntesis:

BEA“ p (HA)n

Hidroxiaxil-COA Sintasa I/
ensayo espectrofotométrico se mide la

dependiente de la presencia de

>Q p(nA_)"n+1

CCA-SH

En el liberación,
(D)—3-hidroxibutiril-COA de

coenzima A que reacciona con DTNB, 5,5'-dithiobis(ácido 2­
por la acción de la PHAsintasa quedando TNB-,

5'-thio(2-nitrobenzoato).
nitrobenzoico)

Para el caso de la PHB sintasa:

(D)-3-hidroxibutiril-S-COA DTNB

PHÁ

/ CH3 0\ sintasa

l ¿H c ¡li CoA-S H++TNB _, ' Lectura
/ \ / \ / a4.2m

¿ ¿
0 CH20 n\

PHAn+I CoA-S-TNB

Ensayoespectrofotométrico.
Se obtuvieron los extractos crudos por sonicación, a partir

de 10 ml de un cultivo exponencial concentrado 10 veces. En
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el caso de las células recombinantes de B. megaterium, además
de sonicado las células se sometieron a prensa French como se
indica mas arriba.
Mezcla de reacción:

DTNB 1 mM en Tris/HCl 25 mM, pH 7,5 980u1

Extracto crudo 5-10 ul
La mezcla se incubó 2 minutos a 30°C y se registró la

absorbancia a 412 nm contra el buffer de reacción hasta que
se estabilizó la lectura.
Se comenzó la reacción con el agregado de:

(D-L)—3-hidroxibutiril-COA 100 uM

Se mezcló inmediatamente 3! se monitoreó a 412 rmI cada 15
segundos, durante 2 minutos.

Se consideró una unidad a la cantidad de enzima que
transforma 1 umol de sustrato por minuto. Siendo el
coeficiente de extinción molar del sustrato, e, de 14 mMcm-L

lll . 3 . 31 . EXTRACCION DE GRANULOS.

(Wieczorek el: al. 1995)

Los gránulos se aislaron por centrifugación de extractos
crudos sobre gradiente de glicerol.

En tubos de 5 ml, se prepararon los gradientes como sigue:

1,0 ml de glicerol 88%
2,0 m1 de glicerol 44%
0,3 ml de glicerol 22%

Se sembraron 2 nu. de extracto sobre cada gradiente y! se
centrifugaron con las siguientes condiciones:
Rotor: SWSSTi
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Velocidad: 100.0009 (32.000 r.p.m.)
Temperatura: 4°C
Tiempo: 30 minutos

Se extrajeron las bandas correspondientes a los gránulos en
1 ml de buffer Tris/ClH 25 mM, pH 7,5. Se lavaron,
diluyendo 1/20 con el mismo buffer. Los precipitados se
resuspendieron en volúmenes de 10-100 ul del mismo buffer,
dependiendo de la cantidad de gránulos obtenidos.

Las suspensiones de gránulos se guardaron a -20°C.

lll .3.82. SEPARACION DE LAS PROTEINAS ASOCIADAS A

GRANULOS POR SDS-POLIACRILAMIDA .

Se prepararon geles de acrilamida-bisacrilamida, como se
indica más arriba y se colocaron en cubas de electroforesis
verticales, cubriendo con el buffer de corrida.

Después de mezclar 12 ul de cada muestra con 4 ul de
"cracking" buffer en un tubo Eppendorf, se colocó el mismo en
baño de agua a 100 °C, durante 5 minutos, para solubilizar
las proteínas. A continuación se centrifugó a 10.000 g
durante 1 minuto, para eliminar los gránulos y restos
celulares.

Se sembraron 10 ul del sobrenadante, conteniendo las
proteínas solubilizadas, en el gel de poliacrilamida.

Se aplicó una intensidad de corriente de 25 mAdurante un
período de 3 a 4 horas.
. Revelado

Cuandoel frente de corrida marcado por el colorante llegó
a la parte inferior del gel, se retiró el gel de la cuba de
electroforesis y se colocó en una bandeja, que conteniendo
200 ml de solución de Azul de Coomasie R-250 0,5%, para su
revelado. Se dejó el gel sumergido en esta solución, durante
10 minutos a temperatura ambiente, con agitación suave.
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Luego se transfirió el gel a otra bandeja que contiene
solución decolorante y se dejó sumergido, con agitación
suave, durante aproximadamente 12 horas, hasta que las bandas
de proteinas fueron perfectamente visibles, renovando la
solución decolorante ocasionalmente.

lll . 3 . 33 . CAPACIDAD DE ESPORULACION (Vary LC. 1972).

Procedimieto:

o Se obtuvieron cultivos de 48 horas en SNB de las cepas
QMB1551y PV447 y de las cepas incógnitas.

o Se sembraron 100 ul de diluciones 10-1 y 10-3 y del cultivo
sin diluir en placas de LB.

o Se incubaron 20 minutos a 80°C y luego a 30°C por 24-48
horas.

o Paralelamente se sembraron diluciones 10'4 y 10-6 en placas
de LB y se incubaron directamente a 30°C.

Se calculó el porcentaje de resistentes a la temperatura por
células totales.

lll . 3 . 34. MICROSCOPIA ELECTRONlCA.

La preparación de las muestras para la observación al
microscopio electrónico y las fotografías fueron realizadas
en el servicio de microscopía electrónica del Laboratorio
Nacional de Investigación y Servicios (LANAIS), CONICET.
Facultad de Medicina. UBA.
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lV. R.EE;LI[.1‘AL[)C)S

IV.1 . OBTENClON DE MUTANTES DEFICIENTES EN LA

SINTESIS DE PHA.

El uso de mutantes para estudios genéticos es bien
conocido. Para el análisis genético de la biosíntesis de PHA
en B. megaterium, que se realiza en nuestro laboratorio, era
de importancia la obtención de mutantes incapaces de acumular
PHA(a de baja acumulación. Este trabajo se centró en la
obtención de la mutantes del primer tipo, las que fueron
utilizadas en experimentos de transferencia de material
genético, transposición, estudios fisiológicos y ecológicos.

IV . 1 . 1 . MUTAGENESIS CON NITROSOGUANIDINA Y

AISLAMIENTO DE MU'I'ANTES PHA.

V . 1 . 1 . 1 . MUTAGÉNESIS CON NITROSOGUANIDINA

Luego del análisis de curvas de sobrevivencia de células
tratadas con 0, 50, 100, 150 y 200 ug/ml de
nitrosoguanidina, NG, se decidió que se utilizaría una
concentración de 100 ug/ml, la cual producía un porcentaje de
sobrevivencia de aproximadamente 10%.

lV . l . l . 2 . AlSLAMlENTO DE MUTA‘NTES PHA .

Se aplicaron dos estrategias para aislar las mutantes
deficientes en la acumulación de PHA, entre las células
mutagenizadas con nitrosoguanidina:
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a) Enriquecimiento por centrifugación en gradiente de
sacarosa.

b) Selección por resistencia a alcohol alilico.

lV . l . 1. 2 . a . Enriquecimiento por centrífugación en

gradiente de sacarosa .

Las células que no acumulan PHAtienen un peso especifico
mayor que aquellas que sí lo contienen. Por lo tanto estas
dos tipos de células pueden separarse en un gradiente de
sacarosa. Es de esperar que las células con menor contenido
del polímero, bandeen en las fracciones mas cercanas al fondo
del gradiente, permitiendo un rastreo de mutantes PHAen un
menor número de colonias.

44 fueron las fracciones recogidas del gradiente. La Figura
N°9 ¡nuestra el patrón de bandeo de células B. megaterium
QMBlSSl (Tabla 1)tratada con NG, obtenido luego del recuento
de cada fracción.

Previo repique por terciopelo al mismo medio, todas los
cultivos utilizados en el recuento de las células
mutagenizadas que no presentaban colonias superpuestas,
fueron coloreados para la detección de mutantes PHA,según la
técnica de coloración en placa con Negro Sudan B.

Se analizaron 50 placas con un número total de colonias de
aproximadamente 8.000. La mayoría de las colonias cercanas

al fondo del gradiente presentaban color celeste o celeste
pálido, mientras que las que se encontraban en las 20
fracciones cercanas a la boca del tubo eran casi todas de
color azul, algunas de color azul intenso.

De 30 colonias celeste pálido, 2 no presentaron gránulos de
PHAen el citoplasma celular cuando se observaron al
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microscopio óptico después de que fueron coloreadas con la
técnica de tinción en portaobjeto con Negro Sudan B.

A estos 2 clones se los denomino B. megaterium UBA30-26 y
UBA30-27.

Alícuotas de 1 ml de cultivos exponenciales de estos clones
fueron conservados a —70°Cpara posteriores análisis.

n° de colonias
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lïguraïü°9. Patrón de bandeo de la fracciones obtenidas por
centrifugacón del cultivo mutagenizado con
nitrosoguanidina sobre gradiente de sacarosa.
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E faecalis
CG110

GF590
B. subtilis

CKSlO2

A. eutrqphus

H16
PRE-4

E. coli

X1038
JM83

JM83/pRK24
JM24-18
JM24-19
Ec13
Ec19

Tc“, Tn916.

Tc“, Tn9l9.

Tc“, Tn916.

Salvaje, PHBL
PHB', deriv. de H16.

su“.
ara,A(lac-proAB),st:A,
(080,1ac2a+).

JM83/pRK24/pAT18
JM83/pRK24/pAT19
E. coli JM83/pRK24/pEc13
E. coli JM83/pRK24/pEle

Características
Cepa relevantes Referencias

B. megaterium

QM31551 Salvaje, PHA‘. Vary (1972).
PV447 Sin plásmidos, lac3,

lac6,PHA‘. Vary and Tao (1988)
UBA30-21 PV447zzTn917 Pettinari (1994)
UBA30-20 PHA', deriv. de PV447. Este trabajo
UBA30-22 RifR,NalR. Este trabajo
UBA30-24 Nal“::Tn96. Este trabajo
UBA30-25 PHB', deriv. de PV447. Este trabajo
UBA30-26 PHB', deriv. de QMBl551. Este trabajo
UBA30-27 PHB-, deriv. de QMBl551. Este trabajo
UBA31-1 PV447/pAT18. Este trabajo
UBA31-2 UBA30-20/pAT18. Este trabajo
UBA31-3 UBA30-25/pAT19. Este trabajo
A5-2 pHA“ UBA30-25/pEc13. Este trabajo
193-1 PHA”UBA30-26/pEc13. Este trabajo
A5-E UBA30-25/pE019. Este trabajo

Grawron-Burque y
Clewell. (1984)
Fitzgerald y Clewell
(1985)
Scott et al. (1988)

ATCC 17699
Schlegel et al. (1970)

CGSC #5834

Messing 1983
Trieu-Cout 1991
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo

Deriv., derivada; CGSC,Coli Genetic Stock Ceter; Lm, Lincomicina
Em, eritromicia; Tc,
rifamicina; Sm, streptomicina.

tetraciclina; Nal, ácido Nalidíxico; Rif,



IV . l . l . 2 . b . Por selección con alcohol alílíco .

El alcohol alílico es un sustrato suicida que ha sido
utilizado para el aislamiento de mutantes deficientes en
alcohol deshidrogenesa (Lorowitz y Clarks 1982; Düre et al.
1986; Rogers y Palosaari 1987). Este método de selección se
aplicó a células de B. megaterimn PV447, mutagenizadas con
nitrosoguanidina.

Después de determinar la concentración inhibitoria que
permitiera el máximonúmerode resistentes a alcohol alílico,
se decidió utilizar concentraciones de 20 y 23 mg/ml con los
siguientes resultados:

Medio utilizado SNA SNA

Concentración de alcohol alílico. 20 mg/ml 23 mg/ml
Total de células sembradas 5x107 5x107
Resistentes a alcohol alílico 120 30
% de sobrevivientes 2,4 x 10"1 6 x 10ú

Todas las colonias resistentes fueron coloreadas con la
técnica de Negro Sudan B en placa.
De 8 colonias de color celeste pálido 1 no presentó gránulos

de PHAen el citoplasma, cuando se observó al microscopio
óptico después de que fueron coloreadas con la técnica de
tinción en portaobjeto con Negro Sudan B.

A este clon se lo denomino B. megaterium 30-25.
Alícuotas de 1 ml de un cultivo exponencial de este clon se

guardaron en congelador de —70C.

lV . 1 . 1 . 3 . DETERMINACIÓN CUALITATIVA DE ACUMULACIÓN DE

PHB .

Los clones B. megaterium 30-26 y 30-27, obtenidos por
enriquecimiento en gradiente en sacarosa y el clon B.
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megaterium 30-25, obtenido por selección con alcohol alílico,
que no presentaban gránulos de PHAal colorearlos con Negro
Sudan B en portaobjeto junto con las cepas salvajes B.
megaterium QMBlSSl y PV447 de las cuales provienen, se
analizaron por el método espectrofotométrico de determinación
de PHB.

Los tres clones mutantes presentaron un espectro de
absorción nulo cuando se midió a longitudes de onda que
variaron de 225 a 255 nm sin mostrar algún pico de
absorbancia a 235 nm, mientras que las cepas salvajes sí lo
hicieron.

Estos resultado reafirmaron la incapacidad de los tres
clones de acumular PHB.

En la Figura 10 se muestra los espectros de absorción de
las cepas B. megaterium QMBlSSl, 30-26, PV447 y 30-25.

IV . l .2. OBTENCION DE MUTA‘NTES POR MUTAGENESIS

MEDIADA POR TRANSPOSICION .

lV . 1.2.1 TRANSPOSIClÓNCON 'rn917.

Como vector del transposón se utilizó el plásmido
termosensible pTV24. Este plásmido contiene a Tn917 con el
agregado de un fragmento que confiere resistencia a
cloranfenicol (Cm), el cual no interfiere con las propiedades
del transposón (Youngman et al. 1984). pTV24 posee un
marcador de resistencia a tetraciclina codificada fuera del
transposón, que permite detectar los eventos de trasposición
(Figura N°11).
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'l'ablaN°2. PLASMIDOS
Características

Plásmído relevantes Referencias

pTV24 Tn917 MLSR,CmR,Tc“. Youngman et al.
(1984).

pAM120 Apn,TcR, pGLlOl: :Tn916. Grawron-Burke y

pAT18 y pAT19

pRK24

pTZ18U-PHB

pAS35

pEc13

pEc19

Em3,Tra',Mob',lac2a+,
oriRpUC,oriRpAMB1,
MCS, puc18.

APR, Tc“, Tra", Mob‘, INcP

pTZlBU - phaC,A,BLa.

Bluescript M13- phacke.

pAT19 - phaC,A- BA.o.

pAT19 - phaCLe.

Clewell (1984).

Trieu-Cout et al.
(1991)

Thomas y Smith
(1987)

D. Dennis (1988)

Este trabajo

Este trabajo

Em, eritromicia; Tc, tetraciclina; Nal, ácido nalidíxico;
Sm, streptomicina; MLS,antibióticos macrólidos,lincomicidas y
streptograminas B; MCS,Múltiples sitios de corte.
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IV . 1 . 2 . 1 . a . Transformación de protoplastos de B.

megateriunr PV447.

La transformación de protoplastos con plásmidos multicopia
es una técnica bien establecida en B. megaterium (Vary 1994).

Se transformó B. megaterium PV447 con el plásmido
termosensible pTV24.

El porcentaje de regeneración de protoplastos fue de 12 %y
se obtuvo una eficiencia de transformantes resistentes a
tetraciclina de 2,7 x 10-5

Figura N° 11. Esquema plásmido pTV24
(Youngman et al. 1984)
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Varias colonias transformantes resistentes a tetraciclina,
se purificaron y se analizó la presencia del plásmido por
extracción del mismo y electroforesis en geles de agarosa.
Alícuotas de 1 ml de cultivos exponenciales de cada uno de
estos clones se conservaron en congelador de —70°C. Se
eligió una de los clones para continuar con la experiencia de
transposición.

IV . 1 . 2. 1 . b . Transposición de Tn917 en el

cromosoma bacteriana.

Uno de los clones transformantes que contenían a pTV24 se
utilizó para la experiencia de transposición con Tn917.

El cultivo exponencial en LB adicionado de Tc 10 pg/ml, Em
5 ug/ml y Lm 50 ug/ml, incubado a 30 °C con agitación,

alcanzó una D.05m)nmde 0,5. El recuento de células dió como
resultado 4 x 107células/ml.

Luego de los dos cultivos a 42 °C en LB adicionado de Em 5
ug/ml y Lm 250 ug/ml, para perder el plásmido termosensible
se calculó el porcentaje de pérdida del plásmido sembrando 30
placas de LB-EmSug/ml-LmZSOug/ml, con aproximadamente 400
colonias cada una, incubando a 30 °C por 24 horas, con
réplica a placas de LB-TclOpg/ml, incubando a 30 °C por otras
24 horas. El porcetaje de pérdida de plásmido obtenido fue
de 0,8 %.

Como la probabilidad de encontrar mutantes PHAentre los
clones que habían perdido el plásmido era muy baja debido al
bajo número de clones resistentes a Emy Lmsin plásmido, se
decidió colorear con la técnica de tinción en placa con Negro
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Sudan a todas las colonias, aunque la mayoría no había
perdido el plásmido.

De 50 colonias que presentaron un color celeste pálido, l
no mostró acumulación de gránulos de PHAen el citoplasma
celular cuando se observó al microscopio óptico después de
colorear extendidos celulares en portaobjeto con Negro Sudan
B. Este clon presentaba las tres resistencias.

Luego de varios cultivos en caldo LB sin agregado de
antibióticos, esta cepa perdió las tres resistencias, sin
perder su incapacidad de acumular PHA, por lo que no se
descarta la posibilidad de que se trate de una mutación
espontanea.
A esta cepa se lo denomino B. megaterium UBA30-20.
Alícuotas de un cultivo exponencial de este clon en caldo LB

se conservaron a -70 °C.

IV . l . 2 . l . c . Determinación cualitativa de acumulación de

PHBpor el método espectrofotométrico.

El análisis espectrofotométrico del contenido de PHBde la
cepa UBA30-20,dió como resultado un espectro de absorción de
225 a 255 nm nulo.

IV . 1 . 2 . 2 . MUTAGÉNESIS MEDIADA POR LOS TRANSPOSONES

CON)UGATIVOSTn916 Y Tn9l9.

Se adaptó un procedimiento simplificado para la
transferencia de transposones al cromosomade B. megaterium
y la consecuente obtención de mutantes.

IV . 1 . 2 . 2 . a . Conjugación en filtro .
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Se utilizaron comocepas dadoras de transposón B. subtilis
CKSlOZy Enterococcus faecalis CG110 que portan Tn916 en el
cromosoma y E. faecalis GF590, que posee a Tn919 en el
cromosoma.

La cepa receptora utilizada fue B. megaterium PV447.
Cuando se conjugó B. subtilis CKSlOZ con B. megaterium

PV447 fue necesario el aislamiento de mutantes de B.

megaterium PV447 resistentes a ácido nalidíxico, para
contraseleccionar a .B. subtilis CK8102. Por selección en
placas de LB conteniendo rifamicina 5 ug/ml se construyó una
cepa de B. megaterium PV447resistente a rifamicina. ComoB.
subtilis creció con esa concentraciones del antibiótico, por
el mismo método de selección de mutantes espontaneas se
obtuvo una cepa de B. megaterium resistente a rifamicina 5
ug/ml y ácido nalidíxico 20 ug/ml, a la que se denominó
UBA30-22.

Se utilizaron las siguientes condiciones:
Relación dadora/receptora: 10/1
Medio no selectivo: agar LB
Medio de selección: agar LB-Rif.5pg/ml-Ac.Nal.20ug/ml­

Tc.10ug/ml.
Purificación: en el medio de selección.

Colonias transconjugantes se desarrollaron sobre las
membranasen el medio de selección, con la morfología típica
de B. megaterium.

Experimento controles mostraron que la frecuencia de
mutación espontanea de PV447a resistente a tetraciclina fue
menor que 10-8.

No se desarrollaron colonias en los filtros controles
individuales de la receptora ni de la dadora.

En el ensayo de conjugación E. faecalis CG110 o GF590 con
B. megaterium PV447, la estrategia de contraselección fue
utilizar medio mínimo con xilosa como fuente de carbono, ya
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que las cepas dadoras no metabolisan xilosa. En este caso
las condiciones fueron:
Relación dadora/receptora: 10/1
Medio no selectivo: Agar antibiótico N3 (DIFCO)
Medio de selección: MMBm-xilosal,5%-Tc.5ug/ml.
Mediode purificación: igual al de selección pero con

Tc.10ug/ml.
Nuevamentecrecieron colonias sobre los filtros en el medio

de selección con la morfología de B. megaterium.
La morfología de las colonias de las tres especies

utilizadas son bien diferenciables.
La Tabla N°3 muestra los resultados obtenidos

IV . l . 2 . 2 . b . Inserciones en genes phb.

En réplicas del medio de purificación, se aplico la técnica
de coloración en placa con Negro Sudan B y en portaobjeto con
Azul del Nilo, para detectar inserciones de estos
transposones en el cromosomade B. megaterium, que produjeran
mutantes deficientes en la síntesis de PHA. Los resultados
fueron negativos, no se encontraron células que no acumularan
gránulos de PHAen el citoplasma.

lV. 1.2.2.0. Detección de Tn916 y Tn919 en B.

megateríunï.

Dado que en esta era la primera vez que se transfería
transposones conjugativos a B. megaterium, se quiso confirmar
la inserción de Tn916 o Tn919 en el cromosoma de esta

bacteria como así también sus potencialidad mutagénica por
medio de la técnica de hibridización Southern y detección de
mutantes incapaces de crecer en medio mínimo.
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Tabla 3. FRECUENCIA DE TRANSFERENCIA POR

CONJUGACIÓNDE 'l'n9l6 Y 'l‘n9l9
, KlFrecuenCla de TC

Cepa Cepa

Dadora Receptora Selección Receptora Dadora

B. subtilis B. megaterium
CKSlOZ UBA30-22 Nal,Tc 1,3x10" 1,4x1oJ

En. fáecali megaterium
CG110 pv447 Xil,Tc 6,6x10” 7,2x104

C6590 pv447 Xil,Tc 6,1x104 3,6x104

cs110 UBA30-21 Em,Lm,Tc 2,4x1oq 5,5x104

CG590 UBA30-21 Em,Lm,Tc 2,0x10'7 4,6x10'B

B. megaterium E. coli

mac-23 X1033 Sm,Tc 2,8x10'7 3,2:10'“

B. megaterium B. megaterium

UBA30-23 mac-21 Em,Lm,Tc 1,8x10'7 2,0x10'°

Em, eritromicia; Tc,
Sm, streptomicina; Lm, lincomicina.
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IV . 1 . 2 . 2 . c . 1 . Hibridización Southern, con marcado no

radioactivo.

Para este análisis se aisló el ADN cromosómico de 8
transconjugantes elegidas al azar, se digirieron con la
enzima de restricción EcoRl, que no posee sitios de corte
dentro del ADNdel transposón y se hibridizaron con sondas de
1,8 kb cuando se utilizó el fragmento HindIII/KpnI o de 1,3
Kb cuando se utilizó el fragmento HindIII/SstI, del pAM120
(Norgren y Scott 1991), ambos provenientes de la región del
gen tetM, que codifica para la resistencia a tetraciclina.
Este gen se encuentra tanto en Tn916 como en Tn919 (Burdett
et al. 1982).
Comose observa en la Figura N°12 la cepa receptora salvaje

no hibridizó con la sonda, mientras que todos los
transconjugantes muestran señal positiva.
Sin embargo comoestos transposones tienen un peso molecular

16 kb, muchos fragmento pueden tener peso moleculares mayores
que 20 kb y tener una movilidad electroforética en geles
similar, con la concentración de agarosa utilizada, no
pudiéndose determinar si el transposón está insertado en
diferentes sitios del cromosomade las distintas cepas.

ComotetM tiene un sitio de corte de HindIII que divide al
transposón en dos fragmentos (Gawron-Burke and Clewell 1984),
se realizó otra experiencia de Southern digiriendo al
cromosomade las transconjugantes con la enzima HindIII para
obtener por lo menos dos bandas de menor peso molecular. En
esta experiencia se utilizó el plásmido pAM120completo como
sonda.

Como se observa en la Figura N°13 el ADN de las

transconjugantes hibridizó con la sonda del transposón. En
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todos los casos se observan por lo menos dos bandas y los
diferentes perfiles de hibridización indican distintos sitios
de inserción. No ocurre hibridización con el ADNde la cepa
salvaje PV447 mientras que sí ocurre con el ADNde la cepa
control positivo B. subtilis CKSlOZ.

a
1 2 3 4 5 6

I kb kb

-s.4 ’9-4
-6.5 —6.5

-2.3
1-20

IWguraÏÑ°12. Análisis de hibridización de inserciones de Tn916
y Tn919 en el cromosoma de B. megaterium, utilizando sondas
marcadas con biotina. a. Carriles 1-4, ADNde 4 transcojugantes de
Tn916, aisladas independientemente, digerido con EcoRl. Carril S,
pAM12O digerido con HindIII y SstI. Carril 6, ADN de B.
megaterium PV447 digerido con EcoRl. Sonda: fragmento
HindIII/Sstl de pAM120. b. Carril 1, pAM120. Carriles 2-3, ADN
de 2 transconjugates aisladas independientemente de Tn919,
digerido con EcoRl. Carriles 4-5, ADNde 2 transconjugantes
aisladas ondependietemente de Tn916, digerido con EcoRl. Sonda:
Fragmento HindII/Kpnl de pAM120.
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Figura N018. Análisis de hibridización de inserciones de Tn916 y
Tn919 en el cromosoma de B. megaterium utilizando como sonda a
pAM120marcado con biotina y ADNcromosómico digerido con HindIII.
Carril 1, ADNde B. subtilis CKSlOZ. Carriles 2,3,5 y 7, ADNde 4
transconjugantes de Tn916, aisladas independietemente. Carriles 4
y 6, ADNde 2 transconjugates de Tn919 aisladas indepedientemete.
Carril 8, ADNde B. megaterium PV447.
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IV. 1.2.2. c . 2. Detección de mutantes tetraciclina

resistentes incapaces de crecer en medio
nnüúnno.

De 50 transconjugantes de la conjugación B. subtilis-B.
megaterium UBA30-22, crecidas en medio completo, 8 no
crecieron en medio mínimo.

Estos resultados demostrarían que Tn916 puede ser usado
como método mutagénico en B. megaterium.

IV . l . 2 . 2 . d . Mantenimiento de las propiedades de
transferencia.

Se comprobó el mantenimiento de las propiedades de
transferencia conjugativa del transposón Tn916, conjugando
una de las cepas transconjugantes, UBA30-24, con B.
megaterium UBA30-21 y con E. coli UBAl-9 que no poseen Tn916
en el cromosoma donde las frecuencias de transferencia
obtenidas fueron del orden que las obtenidas anteriormente,
aun en el caso intergenérico (Tabla N°3).

Además, UBA30-21posee el transposón Tn917 inserto en el
cromosoma, estos resultados apoyarían lo ya observado en
otras especies (Clewell 1986), con relación a que Tn917 no
interfiere con la trasferencia de Tn916.

Se ha demostrado en otras especies Gram positivas que una
función cromosomal es responsable de la transferencia de
Tn916 (Bringel et al. 1992). Estos resultados sugerirían que
en B. megaterium las propiedades de conjugación y
transposición no fueron alteradas.
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IV . l . 3 . CARACTERIZACION DE LAS MUTANTES .

IV . l . 3 . 1 . COLORACION CON AZUL DEL NILO.

Se comprobó la no acumulación de gránulos de PHAsen las 4
mutantes por observación al microscopio óptivo bajo luz
ultravioleta, luego de la tinción con el colorante específico
Azul del Nilo. Los gránulos de PHAse observan brillantes
sobre un fondo oscuro. Comolas mutantes no acumularon PHAS,
sólo se observó el fondo oscuro. En la Figura N°14 se puede
observar la fluorescencia de los gránulos de la cepa salvaje
B. megaterium PV447.

lV.l.3.2. DETERNHPLÁCHJNDEL COBÜTHVHJODE PHAAPOR.

CROMATOGRAFIA GASEOSA.

La Tabla N°4 muestra los resultados obtenidos en las 4

cepas mutantes y en las cepas salvajes de las cuales derivan.
Las cuatro mutantes no poseen cantidades detectables de PHB.



Figura N°14. A. Fotografía de unnextendido de B.magnate-HumPV447
coloreado con Azul del Nilo, observado bajo luz ultravioleta .
B. Fotografía del mismo extendido que einA, pero observado bajo luz

vívíble.



Tabla 4. CONTENIDO DE PHA

Contenido de PHA

Cepa (96/pesoseco)
B. megaterium

91431551 21

PV447 17

UBA30-20 0

UBA30-25 0

UBA30-26 0

UBA30-27 0

IV . 1.3.2. DETERMINACION DE LA ACTIVIDAD ESPECIFICA

DE LAS TRES ENZIMAS DEL CAMINO

BIOSINTETICO DE PHA.

Las cuatro mutantes obtenidas presentaron una actividad de
sintasa nula o extremadamente baja. En contraste, la
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actividades de la B-cetotiolasa o la acetocetil-COA reductasa
dependiente de NADPH,no ha sido afectadas (Tabla N°5).

De acuerdo a estos resultados seria la inactividad de la
enzima sintasa la que determina la incapacidad de acumular
PHAen las cuatro mutantes.

Tabla N°5. ACTIVIDAD ENZIMA'I'ICA .

Actividad enzimática (LI/pg. de proteinass).
Acetoacetil-COA

Cepa 3-cetotiolasa reductasa PHA sintasa

B. megaterium

QMB1551 998 307 129 , o

pv447 932 328 116, o

UBA30-20 1.113 224 nd

UBA30-25 1.012 250 2,8

UBA30-26 912 301 4,2

UBA30-2'7 843 294 5,9
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IV . l . 3 . 3 . CAPACIDAD DE ESPORULACION .

Las mutantes esporularon normalmente tanto en medio
completo SNAcomo en MMBm. El porcentaje de esporulación de
las mutantes es semejante al de las salvajes. (Tabla N°6)

Tabla 6. CAPACIDAD DE ESPORULACION

O I d

% de espurolaClon

C'ÜP'ïl Caldo Caldo

SNB Medio mínimo

B. megaterium

QMBISSI 6,3 5,9

pv447 5,2 5,6

UBA30-20 4,9 5,4

UBA30-25 6,1 5,9

UBA30-26 6,8 5,1

UBA30-27 4,8 3,4

a
Porcentaje de células resistentes a shock térmico por
células totales.
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IV . l . 3 . 4. MICROSCOPÍA ELECTRÓNICA

Figura N°15. En las fotografías de microscopía electrónica
de transmisión de las células salvajes B. megaterium PV447,
los gránulos de PHAaparecen como zonas transparentes a los
electrones bien definidas, mientras que en las de la cepa
mutante estas zonas no se observan.



Fi ura N°15. Microsco ía Electrónica 20.000x .8' P
A. B. megateríum PV447.
B. ¡BCmegateríum UBA80-25.
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IV. 2 . APLICACION DE UN SISTEMA DE TRANSFERENCIA DE

PLASNHEKMSIHDRCODULKLNCHJNEbllllnegwterüun,

Dado que la introducción de plásmidos en B. megaterium por
transformación de protoplastos utilizada hasta el momento,
presenta una eficiencia variable, especialmente dependiente
de la etapa de regeneración de protoplastos y con el fin de
establecer un sistema que facilite los ensayos de
complementación necesarios para el objetivo final de este
trabajo, como así también los variados estudios que se
realizan en nuestro laboratorio donde está involucrada la
transferencia de genes intra e interespecífica, se aplicó un
método, desarrollado para otras especies Gram positivas
(Trieu-Cout et al. 1991) de transferencia de plásmidos
vectores de clonado por conjugación.

Triue-Cout et al. construyeron los plásmidos multicopias
pAT18 y pAT19, que se diferencian únicamente en la
orientación de la zona de múltiples sitios de corte, MCS
(parte de la Figura N°16).

Estos plásmidos poseen varias características de interés:

— Poseen oriT de pRK2, por lo cuál puede ser movilizado por
pRK24y transferirse por conjugación.
- Es un plásmido "shuttle", es decir que puede replicar
tanto en bacterias Gramnegativas comopositivas, por tener
ori R de pAMBl y de pUC.

Tiene 10 sitios únicos de corte por enzimas de restricción
en la región MCS.
- Permite detectar los derivados del clonado que contienen
el inserto, por a-complementación en bacterias que posean una
deleción en la región a del gen lacZ del operón lactosa.
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Confiere resistencia a eritromicina, a E. coli, en
concentraciones selectivas de 150 ug/ml y a bacilos y cocos
Grampositivos, en concentraciones de 8 pg/ml.

Estas características permiten que estos plásmidos sean
utilizados como vectores de clonado en E. coli, y luego
transferidos por conjugación mediada por pRK24.

El método comprendió dos etapas, en primer lugar la
introducción por transformación del plásmido a movilizar en
E. coli JM83/pRK24y luego la transferencia del mismo, por
conjugación en filtro a B. megaterium PV447y a las mutantes
UBA30-20 y UBA30-25.

Las frecuencias de transformantes correspondientes a cada
plásmido en E. coli JM83/pRK24fueron las siguientes:
Recuento de receptoras totales: 4,0 x 109 células.
Transformantes pAT18resistentes a Em: 2,3 x 105

Transformantes pAT19resistentes a Em: 3,0 x 105

Frecuencias de transformantes, expresada como número de
transformantes por célula receptora:

pATlB: 5,75 x 10'5
pAT19: 7,2 x 10'5

Una vez transferido el plásmido pAT18 o pAT19, a E. coli
JM83/pRK24 por transformación, este fue movilizado a B.
megaterium por conjugación mediada por pRK24.
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pUC18-phaCBAAe. p-BIuescript-phaCAe_

Xba 1 Kpn 1

Operón phb 8,50 Kb Gen phaC de
de A. eutrophus A. eutrophus

(5,5Kb) (3,5Kb)

Bam H1 1
Eco R1 1

ori R
pAM[31

oriR
pUC RK2 j

-- lac a -->­
MCS

sitio de múltiples cortes
con enzimas de restricción

Figura N°16. Plásmidos utilizados en el subclonado de
phaCAe de pAS35 y phaCABp,e de pTZlBU-PHB en pAT19.



Tabla N°7, TRANSFERENCIA DE pATlG Y pATl9 A B.

¡negpateriumn.

Cepa Cepa Frecuemcia de

dadora receptora transfereciaa

B. megaterium
E. coli pv447 1,7 x 10*

JM24-19 UBA30-20 2,1 x 10*

B. megaterium
pv447 2,3 x 10ü

UBA30-25 1,5 x 10*
E. coli

JM24-19

a' Númerode transconjugantes por célula dadora.

La Tabla N°7, muestra la eficiencia de transferencia de los
plásmido pAT18 o pAT19 usando la cepa parental PV447 o las
mutantes UBA30-25 y UBA30-20.

Las frecuencias de transferencia obtenidas son de igual
orden que las obtenidas con otras especies Gram positivas
(Trieu-Cout et al. 1991).
El perfil de transconjugantes de B. megaterium, resistentes a
eritromicina se muestra en la Figura N°17.



Iïguraïüol7. Perfil del plámidos de transconjugantes de
pAT19 de B. megaterium.

}\: Carril 1 pAT19. Carriles 2-3, transconjugates de UBA30-20
B: Carriles 1-3 transconjugantes de PV447. Carriles 4-5,

transconjugates de UBA30-25 Carril 6: Marcadores de
peso molecular, ADNdel fago lambda digerido con HindIII.
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IV. 3. EXPRESION HETEROLOGA DE GENES PHB EN B.

megaterium

Como se dijo anteriormente los gránulos PHA presentan
proteínas asociadas cuyos roles en la formación del gránulo y
sus interacciones son pocos conocidas. En consecuencia,
para contribuir al conocimiento sobre el tema, se quiso saber
si la proteína de 22 kDade B. megaterium podría interactuar
con gránulos sintetizados por una sintasa heteróloga. Para
realizar este análisis se construyeron cepas recombinantes de
B. megaterium por transferencia del gen phaC¿e_, que codifica
para la enzima PHAsintasa de A. eutrophus, a mutantes de B.
megaterium deficientes en de esta actividad obtenidas más
arriba.

lV . 3 . 1 . SUBCLONADO

Paralelamente se subclonaron en pAT19, el gen phaCA¿_, y el

operón phaC,A,BA¿ , extraídos de los plásmidos pAS35 y

pTZlBU-PHB,respectivamente, (Figura N°16), en E. coli
JM83/pRK24. Esta cepa de E. coli permitió la detección de

los productos del subclonado por a-complementación y el
plásmido conjugativo pRK24facilitó la transferencia por
conjugación de los plásmidos recombinantes, productos de este
subclonado, a mutantes PHBnegativas de A. eutrophus y B.
megaterium, utilizando el método de conjugación aplicado en
la sección IV.2.
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IV . 3 . 1. a . Subclonado del fragmento KPnÍ-BamHl de

pA835, correspondiente al gen phaC/La,

en pATÏi
El único sitio de corte con enzimas de restricción

compartido por pATl9 y pAS35 en uno de los extremos del
fragmento de interés es KpnI. Dadoque existen dos sitios de
corte de Kpnl dentro del gen phaCAe_, antes de extraer el
fragmento Kpnl-BamHl de pAS35 se puso a punto una digestión
parcial del plásmido, utilizando diluciones al medio de la
enzima y períodos de incubación entre 1 y 4 horas.

La Figura N°18, muestra los resultados obtenidos cuando el
período de incubación fue de 90 núnutos. Las condiciones
elegidas de digestión parcial de pAS35, fueron las que se
describen en Materiales y Métodos.

En la transformación de células competentes de E. coli
JM83/pRK24con la mezcla de ligado L1, compuesta por el pATl9
digerido con Kpnl-BamHl y el fragmento Kpnl-BamHl de pAS35 se
obtuvieron los siguientes resultados:

El medio de selección fue LB-XGal-IPTG-EmlSOug/ml.
Colonias blancas totales: 512
Colonias azules totales : 5
Receptoras totales 1,2 x 109.

Las colonias blancas son el producto de la transformación
de E. coli JM83/pRK24con plásmidos de la mezcla de ligado
que tienen un inserto interrumpiendo la complementaciónalfa.
Las azules, en cambio derivan de la transformación con pAT19
sin digerir o reconstituido por religado. En consecuencia la
frecuencia de transformantes con posibilidad de portar el
plásmido recombinante con el fragmento de interés es:
N° de colonias blancas/receptoras: 512/ 1,2x109 = 4,2:«10-7



12345678

FiguraN°18. Digestión parcial de pAS35 con las enzimas BamHly
Kpnl. Tiempo de icubación a 37°C de 90 minutos.

Carril 3: Marcadores de peso molecular, ADN del fago lambda
digerido con HindIII de 23,0 - 9,4 - 6,5 - 4,2 - 2,3 y 2,0 Kb.
Carrlies 1 - 2 - 4 - 5 —6 - 7: diluciones al medio crecientes de
Kpnl. Carril 8: pAS35totalmente digerido con ambas enzimas.

IV . 8 . 1 . b . Subclonado del fragmento Xbal-ECORI de

TZlSLL-PHB,correspondiente al operón

pth,A,B/¡_e en pAT19.

La transformación de células competentes de E. coli
JM83/pRK24 con la mezcla de ligado L2, compuesta por pAT19

digerido con Xbal-EcoRl y el fragmento Xbal-EcoRl de pTZlBU­
PHBarrojó los siguientes resultados.
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El medio de selección es igual al utilizado en el inciso
anterior.

Colonias blancas totales: 498
Colonias azules totales : 4

Receptoras totales 1,2 x 109
Númerode colonias blancas/receptora

498/1,2 x 1o9 = 4,15 x 10'7

lV.3.l.c. Deteccióndel inserto.

Cada colonia blanca resistente a eritromicina de las placas
de selección de transformantes, contiene pAT19 con un
inserto. Existe una alta probabilidad de que este inserto
corresponda al fragmento del gen sintasa en las transformadas
con L1 o al operón phb en las transformadas con L2, pero
también puede tratarse de ligados de dos o más moléculas de
pAT19 unidos cabeza-cola u otras combinaciones que no
expresen el gen sintasa. Con el fin de detectar el plásmido
de interés con un método rápido se utilizó la conjugación en
placa a la mutante de A. eutrophus PHB-4, que no posee
actividad de sintasa.

Se transfirió por conjugación en placa, cada uno de los
clones portadores del pAT19 con un inserto a la cepa sin
actividad de PHAsintasa, A. eutrophus PHB-4y se detectaron
los clones que acumularon PHA, por la formación de colonias
opacas. La mutante PHAnegativa forma colonias traslúcidas.

5% de las colonias blancas analizadas contenían plásmidos
que al ser transferidos a A. eutrophus PHB-4dieron colonias
opacas. 2% correspondientes a L1 y 3% a L2.

El análisis por coloración en porta con Azul del Nilo de
las colonias recombinantes opacas de A. eutrophus PHB-4puso
en evidencia la presencia de gránulos de PHAsen las células.

La Figura N°19 muestra la acumulación intracelular del
polímero detectada por fluorescencia bajo luz ultravioleta.



A B

(C D

Figura N°19. Observación al microscopio óptico de extendidos de
las recombinates de A. eutrophus, coloreados con Azul del Nilo.

A. A. eutrophus Ae8, bajo luz Visible.
B. A. eutrophus Ae8, bajo luz ultravioleta.
C. A. eutrophus AelO, bajo luz visible.
D. A. eutrophus AelO, bajo luz ultravioleta.



IV . 3 . l . d . Elección de clones recombinantes .

Comose indica en Materiales y Métodos la purificación de
las colonias blancas de la placa de selección y la
conjugación en placa se realizaron en forma de grilla
correlacionadas (Figura N°7). Esto permitió la
identificación inmediata de los clones de interés de la placa
de selección.

Se eligió un clon para cada subclonado denominándolos E.
coli Ec19 al clon que contenía al pAT19 con el inserto
correspondiente al gen sintasa 3/ E. coli Ec13 al clon que
contiene a pAT19 con el inserto correspondiente al operón
phb. A los plásmidos correspondientes se los denominó pEc19
y pEc13.

IV.3. 1.e . Visualización de los plásmidos recombinantes

por electroforesis en geles de agarosa.
En la Figura N°20 se pueden observar los distintos pasos

del subclonado. Los carriles 18 a 23 muestran las bandas
correspondientes a los plásmidos obtenidos sin digerir y
digeridos con enzimas de restricción, que separan los
fragmentos clonados del plásmido, obteniéndose la banda de
aproximadamente 3,5 kb del fragmento que contiene el gen
sintasa y la banda de 5,5 kb del que contiene al operón phb.
Esta última se fusiona con la banda de 6,6 kb correspondiente
al plásmido.



IV . 3.2. TRANSFERENCIA A MUTA‘NTES PHB NEGATlVAS DE

B. megaterium.

Una vez detectados los clones E. coli Ec19 y Ec13, se
transfirieron los plásmidos recombinantes por conjugación en
filtro a mutantes de B. megaterium, que no poseen actividad
de sintasa, obtenidas previamente. 2 colonias
transconjugantes de B. megaterium UBA30-25 con el plásmido
recombinante pEc19 se desarrollaron sobre los filtros (B.
megaterium AS-R y A5-E). Siendo la frecuencia de
transconjugantes totales/receptoras totales.: 2/2(5 x 107) =
2 x 10‘”.

Cinco colonias transconjugantes de B. megaterium UBA30-25
con pEcl3 se desarrollaron sobre los filtros (B. megaterium
AS-l, A5-2, A5-3, A5-4 y AS-S). Siendo la frecuencia de
transconjugantes en este caso de: 5/2(5 x 107) = 5 x 104.

Se verificó la presencia de gránulos PHAen las células por
coloración en porta con Azul del Nilo.

La Figura N°21 muestra lo observado al microscopio óptico
con iluminación ultravioleta o luz visible de la
recombinantes B. megaterium A5-2.
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¡FiguraNo 20 Etapas del subclonado. Electroforesis en geles de agarosa
mostrando las sucesivas etapas del subclonado de los fragmentos Xbal­
EcoRl de pTZlBU-PHB (5,5 Kb) y Kpnl-BamHl de pAS35 (3,5 Kb) en el
plásmido pAT19 (6,6 Kb).
(hrrfles1-4-5-9-12-15-20-21: Marcadores de peso molecular, ADNdel
fago A digerido con EcoRl de 21,2-7,4-5,8-5,6-4,8 y3,5 Kb.

2: pASBS (Kpnl-BamHl). 3: pTZlBU-PHB (Xbal-EcoRl)
6: fragmento Kpnl-BamHl. 73/8: fragmento Xbal-EcoRl.

10: pATlQ (Kpnl-Bamfil). 11: pAT19 (Xbal-EcoRl).
13 y 14: L1 y L2 antes de ligar. 16 y 17: L1 y L2 ya ligados.
18: pEcl9(Xbal-ECOR1). 19: pEcl9
22: pEc13 (Xbal-EcoRl). 23: pEc13.



IV.8.3. DESARROLLO DE UN SISTEMA RAPIDO DE

’TRASFEREBKJAEN ll nnaganmfiunï.
Con el fin de establecer un sistema de transferencia de

plásmidos a B. megaterium menos engorroso que la conjugación
en filtro utilizada hasta el momento, se intentó la
transferencia de los plásmidos recombinantes por el método de
conjugación en placa, descripto más arriba, para A. eutrophus
PHB-4.

20 colonias blancas de la placa de selección provenientes de
la transformación de E. coli JM83/pRK24 con L1 y L2, se
conjugaron con la mutante B. megaterium UBA30-26, por el
método rápido de repique con mondadientes, de la misma forma
que se realizó con A. eutrophus PHB-4.
Se obtuvo 1 recombinante resistente a eritromicina, derivada

de L2, que formó una colonia opaca en el medio de selección.
A la cepa obtenida se la denominó B. megaterium 193-1.
En la Figura N°21 se muestra la observación al microscopio

óptico con iluminación ultravioleta de la acumulación de PHA
en gránulos, de B. megaterium 193-1.



A B

Figura N°21. Observación al microscopio óptico de extendidos de
las recombinates de B. megaterium, coloreados con Azul del Nilo.

A. B. megaterium A5-2, bajo luz visible.
B. B megaterium A5-2, bajo luz ultravioleta.
C. B. megaterium 193-1, bajo luz visible.
D. B megaterium 193-1, bajo luz ultravioleta.
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IV . 3 . 4 . CARACTERIZACION DE LAS RECOMBINAN'I'ES .

IV . 3 . 4. l . ACTIVIDAD DE SINTASA DE LOS EXTRACTOS

CRUDOS .

La obtención de extractos crudos de las cepas recombinantes
se vió dificultada por el hecho de que éstas eran muy
resistentes a la lisis por ultrasonido.

La observación al microscopio óptico de la suspención de
células sonicadas reveló una alta proporción de células
enteras en el caso de las recombinantes de B. megaterium, no
siendo así en la cepas salvajes B. megaterium PV447 y QMBlSSl
y en las recombinantes de E. coli E.c.19 y E.c.13.

Por este motivo se sometieron tanto las cepas recombinantes
comolas salvajes a ruptura por prensa French.

En el caso de las recombinantes de B. megaterium, además
fue necesario un pasaje adicional por la prensa. Se obtuvo
así una proporción de células rotas que permitió disponer de
extractos crudos para la extracción gránulos y la actividad
de sintasa, aunque se esperaba una disminución en la
actividad de la sintasa comoconsecuencia de este tratamiento
agresivo que afecta la estabilidad de la enzima.

La Tabla N°8 muestra los resultados obtenidos.
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Tabla No8, ACTIVIDAD DE PHA SINTASA

Proteínas Enzima Actividad

Cepa específica

(pg/ml) (LI/ml) (LI/mg)

B. megaterium

PV447 68,2 2,48 38,82

QMBISSl 71,0 2,57 36,20

A5-2 46,0 1,16 25,22

193-1 51.4 1,52 29,82

A. eutrqphus

316

56 1,76 31,42
E. coli

JM83 63 nd

Ec13 17 1,16 68,23

Ec19 12 0,87 72,50

u, 1 undidad de enzima : la cantidad de enzima que transforma
1 pmol de sustrato por minuto.
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Se observa que la actividad de las cepas salvajes es
inferior a la obtenida cuando la lisis de las células se
realizó sin pasaje por la prensa French (Tabla N°5).

IV . 3 . 4 . 2 . CONTENIDO DE PHA.

La Tabla N°9 muestra los resultados obtenidos de la
cunatificación por cromatografía gaseosa del contenido de PHA
de las cepas salvajes y de recombinantes.

Tabla N°9, CONTENIDO DE PHA

% de PHA

por
Cepas

peso SECO

B. megaterium

pv447 16

QMBlSSl 21

A5-2 26

193-1 18

A5-E 20

E. coli

Ec13 18

A. eutrqphus

15
H16
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IV . 3 . 4. 3 . ESPORULACIÓN .

Se determinó la capacidad de esporulación de las cepas
recombinantes de B. megaterium, en medio NSB. La Tabla N°10
muestra los resultados obtenidos.

Tabla N°10 ESPORULACION

Esquema de incubación

20 mín. 80 °C --- % de

+ esporulación

CePaS 24 hs. a 30 °C 24 hs. a 30 °C

(cel/ ml) (cel/ ml) (a)

B. megaterium
pv447 1,8 x 1o6 3,4 x 1o7 5,30

QMB1551 3,0 x 10” 2,5 x 1o7 3,40

A5-2 7,4 x 105 1,8 x 1o7 4,11
193-1 2,3 x 1o6 2,8 x 107 8,21

A. eutrqphus
ms o 3,4 x 10° o

Aaa 0 4,5 x 1o7 0

AelO o 1,3 x 10° o

(a) %de células sometidas a shock témico por células totales.
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Las cepas recombinantes de B. megaterium mantuvieron su
capacidad de esporulación con un porcentaje aproximado al de
las salvajes PV447 y QM81551. Comoera de esperar no
esporulan las recombinantes A. eutrophus Ae8 y AelO, ni la
cepa control A. eutrophus H16.

IV . 3 . 5 . EXTRACCKON DE GRANULOS .

Se realizaron varias extracciones de gránulos por
centrifugación en gradiente de glicerol, a partir de los
extractos crudos utilizados en la sección IV.3.4.a.

Iïguraïfi°22. Cetrifugación en gradiente de glicerol.
A“ B. megaterium A5-2
B. B. megaterium UBA30-25

Se obtuvieron. gránulos de las cepas salvajes A. eutrophus
H16, B. megaterium PV447 y las recombinantes B. megaterium
A5-2, B. megaterium 193-1 y E. coli E.c.13.

H5



En la Figura N°22 se puede observar la banda de gránulos,
que se encuentra en el tubo de centrifugación correspondiente
a la recombinante B. megaterium A5-2 que no se observa en el
gradiente de la mutante de la cual deriva B. megaterium
UBA30-25.

IV . 3 . 6 . PERFIL DE PROTEI‘NAS .

Los gránulos obtenidos en la Sección IV.3.5. se sometieron,
previa desnaturalización, a electroforesis en geles de
poliacrilamida, para analizar las proteínas asociadas a los
mismos.

En la Figura N°23 podemosdestacar los siguientes puntos:
El perfil de proteínas de A. eutrophus H16muestra una banda

de Mr39 correspondiente a la sintasa y la banda de Mr24,

que corresponde a la proteína fasina de A. eutrophus.
El perfil de B. megaterium PV447 muestra 3 bandas

preponderantes, de Mr 40, 43 y 22. La dos primeras
corresponderían a la actividad de sintasa, y por ser de bajo
peso molecular, como en C. vinosum, podrían homologarse al
complejo que forman en esta especie los productos de los
genes phaCCv y phaECv, aunque en el caso de B. megaterium aún

no se han identificado. La banda mayoritaria de Mr 22
corresponde a la proteína que se presume es la fasina de B.
megaterium.

Las cepas recombinantes B. megaterium 193-1 y A5-2 presentan
una banda de Mr 22 que correspondería a la fasina de B.

megaterium y otra banda de menor intensidad, cuya ubicación
corresponde a la enzima PHAsintasa de A. eutrophus H16

La cepa recombinante E. coli Ec13 presenta bandas que
corresponderían a la sintasa de A. eutrophus H16. Comoes de
esperar no se observan bandas a nivel de las proteínas de Mr



24 ni de 22, que se encuentran en A. eutrophus y B.
megaterium respectivamente.

La proteína sintasa de A. eqtrophus H16 tiene un peso
molecular de 64 kDa, sin embargo debido a su inestabilidad en
los procesos de obtención del extracto crudo aparece en los
geles de poliacrilamida con un peso molecular de 40 kDa,
aproximadamente, esto se observa también en esta tabla tanto
para A. eutrophus como en las cepas recombinantes.

El perfil de las cepas recombinantes 193-1 y A5-2 muestra
a la proteína de Mr 22 de B. megaterium, presente en la
mutante PHB negativa, unida a los gránulos de PHA
sintetizados por la sintasa heteróloga de A. eutrophus.
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lïguraïü°2& Electroforesis en geles de poliacrilamida.
Perfiles de proteínas.

A" Carriles 1, B. megaterium PV447. 2, Marcadores de peso
molecular. B.Carriles 1, B. megaterium 193-1. 2, A.
eutrophus H16. 3, B. megaterium A5-2. 5, E. coli Ecl3
4, Marcadores de peso molecular (Mr) 66-45-36-29-24-20-14.
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La mutagénesis con nitrosoguanidina y posterior aislamiento
por enriquecimiento en gradiente de sacarosa o por selección
en alcohol alílico permitió el aislamiento de mutantes
deficientes en la síntesis de PHAcomo así también de cepas
superproductoras o de poca acumulación. En este trabajo se
centró la atención en las mutantes PHAnegativas.

Por enriquecimiento en gradiente de sacarosa se obtuvieron
mutantes PHA negativas, analizando sólo el 4 % de la
población rastreada, que correspondió a las 19 fracciones
más cercanas al fondo del tubo, donde se concentraron las
células de menor contenido del polímero. Sin embargo la
aplicación de este método presenta algunas limitaciones en
B. megaterium ya que no se observaron bandas netas
determinadas por el porcentaje de acumulación de PHAen las
células. Esto podría deberse a la característica que poseen
las especies de Bacillus de formar cadenas de variada
longitud, afectando la densidad de flotación de las unidades
que formaran colonias. La baja tasa de viabilidad obtenida,
podría mejorarse utilizando un soluto de menor osmolaridad
comopor ejemplo percoll ( Pedrós-Alió et al. 1985).

Los transposones conjugativos Tn916 y Tn919 mostraron
capacidad de inserción en el cromosoma de B. megaterium
manteniendo sus propiedades de transposición y conjugación
intra e interesfecífica.

La mutagénesis mediada por por Tn917 como así también por
los transposones conjugativos, no resultó en inserciones que
afectasen la síntesis de PHA. Es probable que estos
transposones no posean sitios de inserción cercanas a genes
pha. Mutaciones producidas por inserción de Tn917 se han
detectado en el cromosoma de B. megaterium, pero ninguna en
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genes pha (Vary 1994) y con relación al transposón
conjugativo Tn916, a pesar de no tener secuencias
repetitivas invertidas, comosucede en los no conjugativos,
posee regiones reconocidas por la enzima que cataliza la
circularización del transposón (Scott et al. 1994),
existiendo la posibilidad de que estas secuencias determinen
que las inserciones no sean al azar.

Las mutantes obtenidas fueron utilizadas en nuestro
laboratorio con múltiples aplicaciones: estudios
fisiológicos y ecológicos, transposición, transferencia de
material genético y análisis moleculares y son una
herramienta de importancia para el estudio de los genes
involucrados en la biosíntesis de PHAs. En este trabajo se
continuó con la creación de un sistema para estudiar la
interacción entre la proteínas que se encuetran asociadas al
gránulo. Una vez establecido este sistema se aplicó al
estudio de la interacción entre proteínas heterólogas.

El método de transferencia por conjugación de plásmidos
movilizados por pRK24, presentó una eficiencia similar a la
obtenida para otras especies Gram positivas (Trieu-Cout et
al. 1991). pAT19permitió el subclonado del gen sintasa de
A. eutrophus y el establecimiento de un sistema estable de
complementación con mutantes de B. megaterium que carecían de
la actividad de PHAsintasa. La detección del inserto se
efectúo por el método ya probado de conjugación con A.
eutrophus PHB-4 (Friedrich et al. 1981), que se realiza por
repique con mondadientes, facilitando el análisis de muchas
colonias. Esto nos permitió comprobar que se había clonado
el inserto adecuado.

Para evitar este pasaje por A. eutrophus PHB-4 y/o una
etapa de filtrado, se desarrolló el método de repique con
mondadiente para la conjugación de las colonias
transformantes de la mezcla de ligado con la mutante B.
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megaterium UBA 30-26. Por este método se obtuvo un
rendimiento de 5 %, equiparable al obtenido para A. eutrophus
PHB-4.

La transferencia del gen sintasa de A. eutrophus a las
mutantes sin actividad de sintasa de B. megaterium UBA30-25y
UBA30-26,capacitó a la célula para la síntesis y acumulación
en gránulos de PHA.

Se observó, que al igual que en E. coli (Schubert et al.
1991), la expresión de las enzimas de A. eutrophus a partir
de su propio promotor es constitutiva. En este trabajo la
actividad de las recombinantes de B. megaterium fue inferior
a la obtenida para las cepas salvajes. Es de alta
probabilidad que el tratamiento realizado en la obtención de
los extractos crudos haya afectado considerablemente la
actividad de las sintasas. Es de destacar que las cepas
recombinantes de B. megaterium fueron más resistentes a la
lisis que las salvajes o las recombinantes de E. coli y fue
necesario un pasaje adicional por prensa French para obtener
un porcentaje de células rotas adecuado para la medición de
la enzima y la extracción de gránulos. Esta característica
será motivo de mayor investigación en el futuro. Con
respecto a las recombinantes de E. coli los valores obtenidos
fueron del orden de los que figuran en la literatura
(Valentin y Steinbüchel 1994).

En los perfiles de proteínas, la proteína de Mr 22 que se
encuentra normalmente asociada a los gránulos de PHAde B.
megaterium, apareció también asociadas a los gránulos
formados por la sintasa de A. eutrophus, en forma
mayoritaria. Ademássi se compara los perfiles de proteínas
de las cepas recombinantes B. megaterium A5-2 y 193-1 con la
recombinante E. coli Ec13 y la cepas salvajes A. eutrophus
H16 3/ B. megaterium PV447, se puede observar que la cepa
recombinante E. coli E.c.13 no presenta ninguna proteína
asociada a gránulos equivalente a la fasina de Mr 24 de A.

eutrophus o la de Mr22 de B. megaterium.
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Estos resultados apoyarían la teoría de que la proteína de
Mr 22 correspondería a las denominadas fasinas de R. ruber,
C. vinosum o A. eutrophus (Pieper et al. 1994; Pieper y
Steinbüchel 1994, 1995; Liebergesell et al. 1992; Wieczorek
et al. 1995). Estudios inmunológicos realizados por medio
de western (Wieczorek et al. 1996), utilizando anticuerpos
obtenidos contra la fasina de A. eutrophus, revelaron que no
existe reacción cruzada con los extractos crudos de B.
megaterium, tanto de la cepa salvaje como de las mutantes
obtenidas en este trabajo. A pesar de esta diferencia
inmunológica de la proteína de Mr 22 de B. megaterium con la
fasina de A. eutrophus, en este trabajo se obtuvo una
interacción entre la proteína de Mr 22, propuesta como la
fasina de B. megaterium, y los gránulos formados por la
sintasa heteróloga.
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Se obtuvo una colección de mutantes de B. megaterium
incapaces de sintetizar PHA, contribuyendo de este modo con
una herramienta indispensable, al estudio de la biosíntesis
de estos polímeros. Estas mutantes, por sus características
de no acumular PHAs y no tener actividad de PHA sintasa,
fueron utilizadas en numerosos ensayos relacionados con
estudios fisiológicos, ambientales, de biología molecular e
inmuológicos, tanto en nuestro laboratorio comoen el grupo
de investigación dirigido por el Dr. Alexander Steinbüchel de
la Universidad de Muenster, Alemania (Wieczorek et al. 1996).

Se adaptó un método rápido de trasferencia de plásmidos a
B. megaterium, por conjugación en placa, mediada por pRK24.
Este método sustituye ampliamente la transformación de
protoplastos y la conjugación en filtros, que presentan una
manipulación complicada y frecuencias de recombinantes
variables.

Se subclonaron paralelamente el gen phaCLe, y el operón

phaC,A,BMLen un vector “shuttle”, movilizable por pRK24que
permitió la replicación de los plásmidos recombinante en las
mutantes incapaces de sintetizar PHAs, de la bacteria Gram
positiva B. megaterium.

Los plásmidos recombinantes productos del subclonado en E.
coli, expresaron en esta cepa, la enzima PHAsintasa de A.
eutrophus con actividades del orden de las que figuran en la
literatura.
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Se obtuvo una colección de recombinantes de B. megaterium
que expresaron el gen phaCLe. y acumularon PHAen forma de
gránulos.

Se estableció un sistema de estudio de las interacciones
entre fasinas y demás proteínas asociadas al gránulo que
intervienen en la síntesis y degradación del polímero. Este
sistema de complementación entre proteínas heterólogas
permitirá el análisis de especificidad en estas interacciones
tanto a nivel estructural comoregulatorio.

Se aplicó este sistema de estudio al análisis de la
interacciones de la proteína de Mr 22, presente en las
mutantes de B. megaterium, con los gránulos formados por la
PHAsintasa de A. eutrophus, observándose que la proteína de
22 Mr de B. megaterium, se encuentra asociada a los gránulos
formados por la sintasa heteróloga y que esta asociación es
forma mayoritaria. Este asociación seria una prueba adicional
de que la proteína de Mr22 correspondería a la fasina de B.

megaterium. El comportamiento de la proteína de Mr 22 se
correlaciona con el esperado para una fasina.
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