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Resumen
La supervivencia de los microorganismos en la naturaleza depende de su habilidad

para adaptarse rápidamente a los cambios en las condiciones ambientales. Por este
motivo, las bacterias han desarrollado estrategias de supervivencia, mecanismos de
control activos que les permiten hacer frente a las condiciones adversas y que facilitan
el reajuste de la célula a nuevas situaciones. Uno de estos mecanismos es la Respuesta
general a estrés que se induce en bacterias Gram-negativas ante distintas condiciones
de estrés ambiental, tales como escasez en nutrientes, estrés osmótico, estrés oxidativo y
cambios bruscos de temperatura. Los genes involucrados en la resistencia al estrés se
encuentran bajo el control de una subunidad sigma alternativa de la RNA polímerasa
denominada os, codificada por el gen rpoS. El nivel intracelular de os se regula a nivel
transcripcional, traduccional y de estabilidad de la proteína.

Otra respuesta desencadenada ante condiciones de estrés es la Respuesta Estricta,
que se caracteriza por un aumento en el nivel intracelular de la alarmona (p)ppGpp.
Dicha molécula modula la expresión de varios genes, entre ellos el rpoS. Tanto en E.
coli como en Pseudomonas se demostró que el ppGpp tiene un efecto positivo sobre la
transcripción de rpoS.

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polímeros de reserva bacterianos cuya
acumulación y degradación favorece la supervivencia de los microorganismos en el
ambiente. Resultados obtenidos previamente en el laboratorio, demostraron que la
degradación del PHA acumulado incrementaba la supervivencia y la resistencia al estrés
de la bacteria Pseudomonas putida en microcosmos de agua de río.

Teniendo en cuenta estos aspectos, el objetivo general de la presente tesis doctoral
fue estudiar el papel de los polihidroxialcanoatos en los mecanismos de repuesta al
estrés en P. putida. Para esto se utilizó una cepa salvaje y una cepa con una mutación en
la enzima PhaZ, encargada de degradar PHA, y se analizó el contenido intracelular de
ppGpp en condiciones de depolimerización de PHA, así como también la resistencia a
estrés térmico y oxidativo, y el contenido intracelular de os durante ayuno en carbono.

Los resultados obtenidos mostraron que existe un aumento transitorio en el nivel
intracelular de ppGpp, aproximadamente 5 hs después del comienzo de la degradación
de PHA. No se observó incremento en el contenido de ppGpp en la cepa mutante
incapaz de degradar el polímero. La complementación de la mutación phaZ restauró el
fenotipo salvaje. Asimismo, se observó que la capacidad de degradación de PHA
incrementaba el nivel intracelular de os y la resistencia a estrés térmico y oxidativo
durante ayuno en carbono. La introducción del gen que codifica para la depolimerasa de
PHA en la cepa mutante phaZ incrementó el contenido de RpoS y la tolerancia al estrés.
Estos resultados sugieren que existe una relación entre la depolimerización de PHA y la
Respuesta general a estrés controlada por RpoS, que tal vez se encuentre mediada por
ppGpp.

Palabras claves: Polihidroxialcanoatos - Resistencia a estrés - RpoS - ppGpp- Ayuno
en carbono - Pseudomonas putida (oIeovorans) GPol.



Abstract
Survival of microorganisms in nature depends on their ability to adapt to changes in

environmental conditions. For this reason, bacteria have developed survival strategies,
active control mechanisms that allow them to cope with adverse conditions and
facilitate the cell readjustment to new situations. One of these mechanisms is the
General stress response induced in Gram-negative bacteria in response to several
environmental stresses, such as nutrient starvation, osmotic stress, oxidative stress and
abrupt temperature changes. The genes involved in stress resistance are under the
control of an alternative sigma subunit of the RNA polymerase, os, encoded by the rpoS
gene. The intracellular level of oS is regulated at several levels, including transcription,
translation and protein stability.

Another mechanism triggered by stress conditions is the Stringent response. This
response is characterized by an increase in the intracellular level of the alarmone
(p)ppGpp. This molecule modulates the expression of several genes, including rpoS.
The involvement of ppGpp as a positive signal for rpoS expression has been reported in
E. coli and Pseudomonas.

Polyhydroxyalkanoates (PHAs) are bacteria] reserve polymers that enhance survival
and competition abilities of microorganisms in the environment. Previous results of our
laboratory, demonstrated that PHA degradation increased survival and stress resistance
of Pseudomonas putida in river water microcosms.

Considering all these aspects, the general purpose of this PhD. thesis was to study
the role of PHAs in the stress response mechanisms in P. putida. For this purpose we
used a P. putida wild type strain and a mutant in the PhaZ enzyme, which is involved in
PHA degradation, to analyze the ppGpp intracellular levels in PHA depolymerization
conditions; as well as the resistance to thermal and oxidative stress, and the intracellular
os content during carbon starvation.

The results showed that PHA degradation is followed by an increase in ppGpp
intracellular levels. This increase was not observed in the mutant strain unable to
degrade the polymer. The complementation of the phaZ mutant restored the wild type
phenotype. Moreover, it was observed that the capacity of PHA degradation increased
the intracellular os level and the resistance to heat shock and oxidative stress during
carbon starvation. The introduction of the gene that codes for the PhaZ depolymerase in
the mutant strain, increased RpoS content and tolerance to stress agents. These results
suggest a relation between PHA depolymerization and the General stress response
controlled by RpoS, that could be mediated by ppGpp.

Key words: Polyhydroxyalkanoates - Stress resistance - RpoS - ppGpp - Carbon
starvation - Pseudomonas putida (oleovorans) GPol.
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I. El género Pseudomonas

I.1.Características generales

Las bacterias del género Pseudomonas se encuentran clasificadas dentro de la

subdivisión y Proteobacteria. El género Pseudomonas fue creado por Migula en el año

1894. El primer estudio taxonómico de las especies del género fue realizado por Stanier

en el año 1966, quién en base a características bioquímicas, morfológicas y

nutricionales las dividió en tres grupos (Fluorescentes, Acidovorans y Alcaligenes) y

varios subgrupos o biotipos (Stanier er aI., 1966). En el año 1973, las especies de

Pseudomonas fueron divididas en 5 grupos, en base a la homología del RNA ribosomal

(Palleroni et aL, 1973). Actualmente, de acuerdo con el análisis filogenético utilizando

la secuencia del rRNA 168, el género se divide en siete grupos: Pseudomonas syringae,

Pseudomonas chlororaphis, Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa,

Pseudomonas stutzeri y Pseudomonas pertucinogena (Anzai el al. , 2000).

Las especies pertenecientes al género Pseudomonas son bacilos Gram-negativos y

móviles, con uno o más flagelos polares. La mayoría de las especies son aerobias

estrictas, aunque existen algunas que pueden utilizar nitrato como aceptor de electrones

alternativo en la cadena respiratoria, lo cual les confiere la capacidad de crecer en

anaerobiosis. No poseen metabolismo ferrnentativo.

Una de las características más sobresalientes de las Pseudomonas es su asombrosa

versatilidad nutricional. Son capaces de utilizar una gran variedad de compuestos

orgánicos como fuente de carbono y como dadores de electrones para la producción de

energía. Debido a esta versatilidad metabólica, estas bacterias cumplen un papel muy

importante en la degradación de compuestos orgánicos en suelos y en ambientes

acuáticos, donde en general se las encuentra, lo cual determina que sean

microorganismos de gran importancia ecológica.

En el suelo, las Pseudomonas se encuentran especialmente en la rizosfera, debido a

la mayor disponibilidad de nutrientes de ese microambiente. Muchas de ellas poseen

características que las hacen adecuadas como agentes de control biológico, como ser la

producción de antibióticos, la liberación de sideróforos al medio y la síntesis de HCN

(O'Sullivan y O'Gara, 1992).
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Existe una gran variedad de especies de Pseudomonas que se caracterizan por su

capacidad para sintetizar pigmentos fluorescentes verde-amarillentos y solubles en agua

denominados pioverdinas. Entre ellas, se encuentran aquellas especies pertenecientes a

los grupos Pseudomonas syringae, Pseudomonas putida, Pseudomonas aeruginosa y

Pseudomonas chlororaphis. Debido a esta característica se las suele denominar

comúnmente, Pseudomonas fluorescentes.

l.2. Pseudomonas putida GPo1

Pseudomonas putida GPol fue aislada a partir de una muestra de suelo e

inicialmente identificada como una cepa perteneciente a la especie Pseudomonas

oleovorans (Baptist er aI., 1963). En el año 1973 (Schwartz y McCoy, 1973) la cepa fue

mejorada para la producción de epóxidos y enviada al American Type Culture

Collection como P. oleovorans TF4-1L (ATCC 29347). Sin embargo, en el trabajo

realizado por Stanier en 1966 el aislamiento original fue clasificado como una cepa

perteneciente a la especie P. putida biotipo A, enviada al ATCC y disponible con otro

número (ATCC 17633). Posteriormente se confirmó que la secuencia del rRNA lóS de

las dos cepas era idéntica.

Recientemente, en el año 2001, la secuenciación completa del rRNA lóS de la cepa

GPol, demostró que dicha secuencia estaba íntimamente relacionada con la secuencia

del rRNA 168 de la especie tipo de P. putida biotipo A, DSM 291T(99,2% de identidad

en la secuencia). Además, la secuencia del rRNA 168 de GPol se encontró menos

relacionada con el rRNA lóS de otras especies de Pseudomonas (< 98% de identidad en

la secuencia), incluyendo a la especie tipo de P. oleovorans, DSM 1045T(van Beilen e!

al., 2001). Estos resultados corroboraron la ubicación taxonómica de la cepa GPol

asignada por Stanier en 1966.

Algunos trabajos ponen en duda la utilidad del análisis de la secuencia del rRNA

lóS para definir especies (Stackebrandt y Goebel, 1994). Por este motivo, Diard y

colaboradores realizaron experimentos de híbridización DNA-DNA con distintas

especies de Pseudomonas seleccionadas según el análisis de la secuencia de rRNA lóS.

Los datos de homología de DNA sugirieron que GPol podría llegar a representar una

nueva especie, aunque los valores de porcentaje de homología y A Tm se encuentran

cercanos al umbral aceptado para definir una nueva especie (Diard et aL, 2002).
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II.Mecanismos de resistencia a estrés en bacterias

|I.1. Mecanismos de resistencia a estrés específicos

En la naturaleza existe una gran variedad de recursos y condiciones que pueden

influenciar el crecimiento bacteriano, como ser la temperatura, el pH, la presencia de

sustancias tóxicas, la concentración y la disponibilidad de nutrientes. Como

consecuencia, las bacterias han desarrollado diversos mecanismos de adaptación que les

permiten sobrevivir a un amplio rango de condiciones ambientales.

Estudios realizados principalmente en Escherichia coli y Salmonella ryphímurium

demostraron que las bacterias son capaces de responder a alteraciones en el ambiente

mediante la activación de un grupo específico de genes que se encuentran bajo el

control de una proteína regulatoria en común (Gottesman, 1984). Dichos genes,

comúnmente regulados en respuesta a situaciones de estrés especificas, constituyen

sistemas globales de control; ejemplos bien caracterizados incluyen la respuesta al

choque térmico (Neidhardt et al., 1984), la respuesta SOS (Walker, 1984), la

respuesta al estrés oxidativo (Christman et al., 1985) y la “respuesta 'estricta”

(Gallant, 1979).

En algunos casos, las proteínas asociadas con la respuesta a un agente estresante

pueden ser inducidas durante la exposición a otros agentes. Por ejemplo, S. typhimurium

sintetiza algunas proteínas de respuesta a choque térmico cuando se expone a agua

oxigenada (Christman et al., 1985; Morgan et al., 1986) y etanol (Morgan el al., 1986).

En E. coli, tanto la exposición a altas temperaturas como al etanol, ocasionan la

inducción de las proteínas de choque térmico (Van Bogelen er al., 1987). Resultados

obtenidos con P. putída sometida a dosis subletales de agua oxigenada demostraron que

se inducían proteínas que también se encontraban en respuesta a altas temperaturas y

alta osmolaridad (Givskov et al., l994a). Estos resultados demuestran que existe un

efecto de protección cruzada para algunos sistemas globales de control que comparten

proteínas en común.
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II.2.Mecanismo general de resistencia a estrés - Rol del factor

de transcripción de fase estacionaria, os.

ll.2.1.Generalidades

El crecimiento bacteriano en el laboratorio es una situación idealizada que

raramente ocurre en la naturaleza, debido principalmente a la escasez de nutrientes

necesarios para el crecimiento. Por este motivo, las condiciones que los

microorganismos encuentran en sus ambientes naturales son semejantes a las de la fase

estacionaria en el laboratorio.

En algunas bacterias, condiciones nutricionales desfavorables inducen una serie de

estadios morfológicos de diferenciación que finalizan con la formación de estructuras de

resistencia al estrés, como por ejemplo la formación de cistos en Azotobacter sp. o de

endosporas en Bacíllus sp. Los mecanismos de adaptación en bacterias no-diferenciadas

ocurren en ausencia de cambios morfológicos tan fácilmente detectables, sin embargo,

las mismas también desarrollan respuestas de resistencia. Dichas respuestas son el

resultado de la inducción de un conjunto de proteínas comúnmente denominadas:

“proteínas de estrés” (Matin, 1991). Los genes que codifican para dichas proteínas se

encuentran bajo el control del regulador central de la Respuesta general de estrés,

denominado os o RpoS.

El gen rpoS fue descubierto en Escherichia coli por varios grupos y en distintos

contextos. Fue identificado como un gen involucrado en la resistencia a UV (Tuveson y

Jonas, 1979), como un regulador de la catalasa codificada por el gen katE y de la

exonucleasa III (Sak et aL, 1989), como un regulador de la fosfatasa ácida (Touati et a1.,

1986), y como un gen inducible por condiciones de ayuno en nutrientes que codifica

para un regulador central de la fase estacionaria (Lange y Hengge-Aronis, 1991).

Finalmente, resultó evidente que todos los estudios trataban sobre el mismo gen, el cual

codificaba para un factor sigma (Mulvey y Loewen, 1989; Tanaka et aL, 1993) que se

denominó os. Desde entonces, se han identificado más de 100 genes que se encuentran

bajo el control de este factor de transcripción. Algunos de estos genes se encuentran

detallados en la Tabla 1.

Gran parte del conocimiento acerca de la Respuesta general de estrés se obtuvo del

análisis de células bacterianas en fase estacionaria de crecimiento o en bacterias
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mantenidas en condiciones de ayuno en algún nutriente esencial. En dichas condiciones,

las bacterias son capaces de desarrollar un estado de resistencia que las protege contra

distintos agentes de estrés.

Aunque os puede ser activado en respuesta a muchos agentes de estrés específicos,

esto no ocurre necesariamente con todos los genes inducidos por 0-5,ya que la expresión

de estos genes puede ser modulada por varios co-reguladores que pueden estar o no

estar presentes durante la exposición a determinados agentes de estrés. Por este motivo,

las consecuencias fisiológicas de la Respuesta general de estrés no son necesariamente

las mismas bajo diferentes condiciones de estrés. Por ejemplo, mutantes rpoS de E. coli

son deficientes en termotolerancia de fase estacionaria (Lange y Hengge-Aronis, 1991;

McCann et aL, 1991), pero pueden desarrollar termotolerancia cuando son expuestas a

altas temperaturas. Esto indica que al menos la regulación, y tal vez los genes

estructurales involucrados en estos dos tipos de terrnotolerancia son diferentes,

Tanto en enterobacterias como en Pseudomonas, la Respuesta general de estrés

actúa como una respuesta rápida de emergencia y como un programa de adaptación a

largo plazo al ayuno en nutrientes y a otros tipos de estrés, que involucra cambios en la

fisiología y morfología celular (Givskov er aL, l994b; Hengge Aronis, 1996). Cuando

la célula bacteriana entra en fase estacionaria, se inducen una serie de proteínas de

estrés con un patrón temporal específico, y como resultado se desarrolla una resistencia

a estrés múltiple (Jenkins et aL, 1988; Givskov et aL, l994a).

A diferencia de las respuestas de estrés específicas que protegen a las bacterias

contra un agente de estrés determinado, ya sea eliminando al agente estresante o

reparando el daño provocado, la función fisiológica de la Respuesta general de estrés

es preventiva. Confiere a la célula resistencia a estrés múltiple para evitar el daño. A su

vez esta respuesta es totalmente reversible, a diferencia de lo que ocurre con bacterias

esporuladas.
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Tabla 1. Ejemplos de algunos genes inducidos por RpoS en Escher/thin coli.

Demple et aL,Protección contra
estrés oxidativo

Exonucleasa. Involucrada en la

reparcódeN

Protección contra Ivanova et al .,Catalasas
katE estrés oxidativo 1994;

Loewen,l992

Operón involucrado en la síntesis de Proteccrón contra Hengge­
trehalosa (osmoprotector). estrés osmótico, Aronis et al.,

desecación y 1991
termotolerancia

Protección contra Farewell et

el etanol. aL, 1998 p
.I

Proteína transmembrana

Aldea et aL,

1989

bolA Probable regulador de la expresión Morfologia celular
depenicillin-bindingpoein 6

l

Metabolismo del Chang et al.,
piruvato 1994

poxB Piruvato oxidasa

II.2.2.Genes regulados por os en Pseudomonas

La adaptabilidad de las Pseudomonas fluorescentes se ve reflejada en el gran

número de probables reguladores transcripcionales que se encontraron en los genomas

de las distintas especies de Pseudomonas secuenciados hasta el momento. Se detectaron

cerca de 24 probables factores sigma en P. aeruginosa PAO-l y P. putída KT2440,

mientras que E. coli solo posee siete genes que codifican para factores sigma.

Trabajos realizados con P. aeruginosa, P. fluorescens y P. putida KT2440

demostraron que os es fundamental para la supervivencia en condiciones de ayuno en

carbono y para la resistencia a distintas formas de estrés, entre las que se encuentran:

14
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condiciones de alta osmolaridad, cambios a alta temperatura, exposición a agua

oxigenada y exposición al etanol (Samiguet et al., 1995; Ramos-Gónzalez y Molin,

1998; Suh et al., 1999). Sin embargo, en Pseudomonas el gen rpoS cumple otras

funciones importantes además de la protección general a estrés. En P. fluorescens, os

esta involucrado en la producción de antibióticos y en la supresión de patógenos

vegetales (Samiguet et al., 1995); en P. aeruginosa en la producción de alginato y

exotoxina A (Suh et al., 1999); mientras que en P. putida GPol, RpoS regula la vía

biosintética de asimilación de alcanos codificada por el plásmido OCT (Canosa et al.,

1999).

ll.2.3. Regulación de los niveles de os

El contenido intracelular de os se regula a varios niveles, que incluyen

transcripción, traducción, y estabilidad de la proteína (Figura 1). A su vez, diferentes

tipos de estrés afectan distintos niveles de control. En general, condiciones de estrés

potencialmente letales que requieren una respuesta rápida, afectan la proteólisis de os;

por el contrario, cambios graduales en las condiciones externas tienden a estimular la

transcripción y traducción del gen.

reducción fase estacionaria baja alta ayunoen alfa pH ácido
gradual en Ia (¿Alta densidad temperatura osmolaridad carbono temperatura
velocidad de celular?)

crecnmlent/\ / \ /
¡7705_> MRNAde fi 0-5 : proteólisis

rpoS

Expresión de genes blanco

Figura 1. Esquema de la activación de la Respuesta general a estrés a distintos
niveles. Reproducido de Hengge-Aronis, 2000.
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Il.2.3.l. Regiones promotoras del gen rpoS y regulación a nivel transcripcional

El gen rpoS se identificó en los genomas de varias bacterias pertenecientes a la

subdivisión y proteobacteria. Este gen se encuentra río abajo del gen nIpD, el cual

codifica para una lipoproteína estructural. En E. coli, P. aeruginosa y P. pulída

WCSS38 el promotor principal del gen rpoS se encuentra localizado dentro del gen

nlpD y posee secuencias promotoras -lO y -35 reconocidas por 07° (Fujita el aI., 1994;

Lange et aL, 1995; Kojik y Venturi, 2001). En P. putida WCSS38 el sitio de iniciación

de la transcripción se encuentra 373 pb río arriba del codón de iniciación de la

traducción (Kojik y Venturi, 2001).

Tanto en P. putida WCSS38 (Kojik y Venturi, 2001), como en P. aeruginosa (Fujita

et al., 1994)y P. fluorescens, (Whistler et al., 1998) la expresión de rpoS aumenta en la

fase estacionaria del crecimiento. Las secuencias promotoras de P. putida WCSS38 no

muestran actividad en ninguna fase de crecimiento en E.coIi (Kojik et aL, 2002), lo

cual indica que la maquinaria de transcripción de E. coli no puede dirigir la expresión de

este promotor.

Existen varios reguladores y moléculas pequeñas que están involucradas en la

regulación del promotor rpoS (Tabla 2). En E. coli, la transcripción de rpoS se

encuentra controlada por un sistema de dos componentes (BarA/Uer) y por la proteína

receptora de AMPc (Crp). En Pseudomonas, en cambio, la transcripción es controlada

por los reguladores de la familia TetR y por quorum sensing. Tanto en E. coli como en

Pseudomonas se ha demostrado que el ppGpp (sintetizado por las proteínas RelA y

SpoT) tiene un efecto positivo sobre la transcripción de rpoS.

La mayoría de los sistemas que regulan la transcripción de rpoS en Pseudomonas

están involucrados en la expresión de genes en respuesta a alta densidad celular, lo que

pone de manifiesto la integración de os con otros sistemas regulatorios globales.
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Tabla 2. Locus genéticos involucrados en lo transcripción de rpoS.

lWhistler et al. ,Efecto positivogacA/ga‘cS P. fluorescens

psrA P. aeruginosa Efecto positivo. Kojic y Venturi,
P. putida 2001; Kojic et
WCSS38 H al, 2002

Peestig et aL,
2001

E. coli Efecto positivo

relA/spoT E. coli Efecto positivo. Hirsch yElliot,
002 '

II.2.3.2. Regulación a nivel traduccional

El mRNA del gen rpoS es capaz de formar estructuras secundarias que determinan

que gran parte de la región de iniciación de la traducción quede inaccesible para los

ribosomas. Estudios realizados en E. coli, utilizando fiisiones traduccionales y

transcripcionales, demostraron que tanto la entrada en fase estacionaria, como ciertas

condiciones de estrés, eran capaces de aumentar la traducción del mRNA delIgen rpoS

(Lange y Hengge-Aronis, 1994; Muffler et al., 1996). Una de las hipótesis que se

. manejan es que dichas condiciones alteran la estructura secundaria del mRNA,

l facilitando el acceso a la región de iniciación de la traducción.

En E. coli se han identificado varias proteínas que regulan la traducción del mRNA

de rpoS (Brown y Elliot, 1996; Muffler et aL, 1997), aunque en la mayoría de los casos

1 v no se logró encontrar la conexión de dicho factor regulador en trans con señales

i ambientales específicas. Otros factores que intervienen en la regulación de la traducción

de rpoS son moléculas pequeñas de RNA regulatorias, como ser el RNA de DsrA

(Sledjeski y Gottesman, 1995) y el de OxyS (Zhang et aL, 1998), que se inducen en
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respuesta a cambios bruscos a bajas temperaturas y a condiciones de estrés oxidativo,

respectivamente.

[1.2.3.3.Regulación a nivel post-traduccional

El factor os es sintetizado en células en fase de crecimiento exponencial, pero los

niveles de esta proteína son bajos debido a la continua proteólisis realizada por una

proteasa específica denominada CleP (Schweder et aI., 1996). En E. coli, la proteína

os se estabiliza rápidamente en condiciones de ayuno en carbono o cuando las bacterias

son expuestas a alta temperatura, alta osmolaridad o pH alto (Lange y Hengge-Aronis,

1994). Un factor clave en la regulación de la proteólisis de os es el regulador RssB, que

actuaría presentando os a la proteasa CleP. (Becker et aL, 1999). Las señales
S

ambientales controlarían la proteólisis de o alterando la afinidad de RssB por os,

mediante fosforilación de RssB (Figura 2).

Hasta el momento no se han realizado estudios de regulación post-transcripcional y

post-traduccional en Pseudomonas, por lo que se desconoce el papel que juegan en la

regulación de rpoS.
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Estrés

Rss B-P RssB

. RssB-P] l
Aceti I-P/

sensorquinasas + ATP

[es

CIpXP

5
[0' . RssB-P . CIpXP]

ATP RssB(-P?)

ADP +Pi

Degradación de 0's

Figura 2. Modelo de reconocimiento de 05 por lo profeasa CIpXP. En condiciones
normales (no estrés), cs es reconocido por RssBfosfor‘ilada y transferido al complejo
CIpXPpara su degradación. En condiciones de estrés, RssB es defosforilada, lo cual

disminuyesu afinidad por css.Se desconoce si todas las condiciones de estrés que afectan
la proteólisis de es actúan mediante defosforilación de RssB.Gráfico reproducido de

Hengge-Aronis, 2000.

III.Respuesta estricta - Guanosina tetrafosfato (ppGpp)

y señales desencadenadas en respuesta al ayuno en
nutrientes.

III.1.Generalidades

En el año 1952, Sands y Roberts encontraron que en E. coli la primera respuesta

regulatoria ante condiciones de escasez de aminoácidos era la pérdida de la acumulación

de RNA estable (Sands y Roberts, 1952). Buscando los efectores que estaban
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involucrados en esa red regulatoria, Cashel y Gallant descubrieron que- el pppGpp

(guanosina 3'-difosfato, 5'-trifosfato) y el ppGpp (guanosina 3', 5'-bispirofosfato) se

acumulaban en respuesta al ayuno en aminoácidos (Cashel y Gallant, 1969). Estos

nucleótidos son sintetizados por fosforilación enzimática de GDP y GTP a ppGpp y

pppGpp, respectivamente, utilizando ATP como molécula dadora de fosfatos (Figura 3).

En condiciones favorables de crecimiento existe un nivel intracelular estable de pppGpp

y ppGpp, mantenido por la acción de dos enzimas denominadas RelA y SpoT. RelA es

una sintetasa, mientras que SpoT es fundamentalmente una hidrolasa, aunque tiene

actividad de sintetasa en ciertas condiciones de escasez nutricional.

Uno de los parámetros principales en la regulación de la síntesis de (p)ppGpp es la

relación entre tRNAs aminoacetilados y tRNAs libres (Haseltine y Bock, 1973). La

presencia de tRNAs libres en el sitio A del ribosoma SOS detiene la síntesis de

proteínas, con la consecuente activación de la enzima RelA para la síntesis de

(p)ppGpp. Por este motivo, en condiciones de escasez nutricional, el aumento en la

población de tRNAs libres provoca acumulación de (p)ppGpp.

Por otro lado, cuando E. coli se expone a diferentes clases de estrés fisico-químico

(etanol, H202 y agentes quelantes) también existe un aumento en el contenido

intracelular de ppGpp (VanBogelen et a1., 1987).

En condiciones de estrés, ya sea nutricional o fisico-químico, la acumulación de

ppGpp provoca un cambio global en el metabolismo celular. Al conjunto de esos

cambios se los conoce con el nombre de "respuesta estricta".

A partir del descubrimiento de la acumulación de nucleótidos de guanosina en

respuesta al ayuno en nutrientes, se realizaron muchos estudios para esclarecer la acción

de dichos efectores. Se encontró que estos nucleótidos modulan la transcripción de

ciertos genes, algunos de los cuales codifican para reguladores globales, mediante la

unión a las subunidades B y [3' de la RNA polimerasa (Chatterji y tha, 2001).

Asimismo, el (p)ppGpp también modula la competición de factores sigma alternativos

por la unión al núcleo de la RNA polimerasa, y como resultado determina la abundancia

relativa de las diferentes holeoenzimas de la RNA polimerasa (Jishage et aL, 2002). El

efecto neto de esta respuesta global es ejercer un efecto negativo sobre los-procesos

asociados con el crecimiento rápido, y regular positivamente la expresión de genes

involucrados en la resistencia al estrés y en la búsqueda de nutrientes.
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AMP Pi9PP

pppGpp / > PPGPP
AMP

re/A ’Ñ

SPOT spoT re/A spoT

PP' ATP/v \
GTP e ï GDP PmATP A

NDP "ndk NTP

Figura 3. Rutas celulares del metabolismo del (p)ppGpp en E. cali. Las enzimas
involucradasse representan con los nombres de sus genes estructurales y se muestran en
negrita. re/A : (p)ppGppsintetasa I, gpp: (p)pp6pp 5' -fosfohidrolasa, spa T: (p)pp6pp 3'­

pirofosfohidr‘olasa, na’k: nucleósido 5' - difosfato quinasa.

|II.2. Rol del ppGpp en la expresión de rpoS

Existen varios trabajos realizados en E. coli, en los que se demostró que el ppGpp

regula positivamente la expresión de rpoS. En condiciones de ayuno en nutrientes son

dos las enzimas capaces de sintetizar este nucleótido, RelA y SpoT, de manera que

únicamente las dobles mutantes relA spoT no poseen cantidades detectables de ppGpp.

En dobles mutantes relA spoT de E. coli, se comprobó que existía una reducción de la

actividad B-galactosidasa de fusiones rpoS-lacZ, así como también de los niveles de cs

(Gentry et aL, 1993). Posteriormente se demostró, que en las células deficientes de

ppGpp, la transcripción y la traducción de rpoS estaban desacopladas, lo cual provocaba

una terminación temprana de la transcripción (Lange et aL, 1995). Trabajos recientes

realizados en E. coli, demostraron que el papel principal del ppGpp era aumentar la

expresión basal de rpoS, tanto durante la fase exponencial de crecimiento como durante

la fase estacionaria (Hirsch y Elliot, 2002). Además, en esta bacteria, el ppGpp

incrementa los niveles de 0'S a nivel post-transcripcional, probablemente debido a que

este nucleótido es capaz de regular ciertos factores necesarios para la traducción de rpoS

(Brown et al., 2002).
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Por otro lado, también se demostró que el ppGpp era necesario para la inducción de

los promotores dependientes de RpoS, y que ciertas mutantes que desestabilizaban la

formación de complejos transcripcionales con el factor housekeepíng 0'70no requerían la

presencia de este nucleótido para la inducción de los promotores dependientes de 0-5.

Teniendo en cuenta que la holeoenzima unida a os (Eos ) es capaz de reconocer las

mismas secuencias consenso que la holeoenzima unida a 0'70, se sugirió que el ppGpp

era capaz de inducir un cambio estructural en la RNA polimerasa que permitía al factor

os competir con más éxito por la enzima (Kvint et al., 2000).

En el género Pseudomonas no se han realizado muchos estudios sobre el efecto del

ppGpp sobre cs. Un trabajo realizado en P. aeruginosa demostró que la sobreexpresión

de relA activaba prematuramente la transcripción de rpoS (van Delden e! al., 2001).

IV.Los polihidroxialcanoatos (PHAs)

IV.1.Generalidades

La gran mayoría de los seres vivos acumulan diferentes sustancias de reserva

energética cuando existe un exceso de recursos en su entorno. Durante períodos de

escasez nutricional estas sustancias de reserva son "consumidas" para poder sobrevivir.

Esta estrategia de previsión de las condiciones futuras constituye una ventaja selectiva

importante para la evolución y el mantenimiento de la vida en la Tierra.

Entre las sustancias de reserva acumuladas por los organismos procariotas se

encuentran los polihidroxialcanoatos (PHAs). Estos polímeros son acumulados por la

mayoría de las bacterias en condiciones limitantes de nutrientes esenciales para el

crecimiento (como ser nitrógeno combinado, sulfuro o fosfatos) y exceso en la fuente de

carbono (Schlegel et al., 1961). Cuando la fuente de carbono externa se agota, o si el

nutriente limitante es suministrado nuevamente, el PHA es depolimerizado y

posteriormente metabolizado como fuente de carbono y energía (Merrick y Doudoroff,

1964; Foster et al., 1994).

Los PHAs se depositan intracelularrnente en forma de cuerpos de inclusión y pueden

llegar a representar más del 90% del peso seco celular (Figura 4).
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El primer PHA en ser descubierto fue el poli(3-D-hidroxibutirato) (PHB), un

homopolímero que fue aislado y caracterizado por Lemoigne (Lemoigne, 1926). Este

polímero fue detectado por primera vez en Bacillus megateríum, encontrándoselo luego

en una extensa variedad de especies bacterianas.

Figura 4. Gránulos
de PHA en P.

pufida. IB, gránulo
de PHA (¡ha/tmbn
body). Imagen
Tomada de Kinkle ef

a/., 2000.

IV.2.Estructura y propiedades de los PHAs

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son polímeros lineales de (R)-3-hidroxiácidos

(Figura 5). En estos polímeros, el grupo carboxilo de un monómero forma un enlace

tipo éster con el grupo hidroxilo del monómero siguiente.

Figura 5. Esfrucfura general de los polihidroxialcanoafos.

Los PHAs pueden encontrarse como homopolímeros, polímeros integrados por

hidroxiácidos idénticos, o como heteropolímeros formados por dos o más clases de

monómeros diferentes. Existe una gran diversidad en cuanto a los ácidos

hidroxialcanoicos que integran los polihidroxialcanoatos, lo cual determina que existan

una enorme variedad de biopolímeros con propiedades fisicas y químicas diferentes.
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La composición monomérica de estos poliésteres depende de la cepa bacteriana que

los sintetiza y de la fuente de carbono que se suministra para su acumulación. De

acuerdo con el número de carbonos de sus monómeros constituyentes, los PHAs se

clasifican en:

o PHA de longitud de cadena corta o PHALCC:Constituido por monómeros de 3 a

5 átomos de carbono.

o PHA de longitud de cadena mediana o PHALCM:Constituido por monómeros de

6 a 15 átomos de carbono.

o PHA de longitud de cadena larga o PHALCL:Constituido por monómeros de más

de 15 átomos de carbono.

Los PHAs han cobrado una gran importancia durante los últimos años en el campo

de la industria debido a sus propiedades tennoplásticas. Por este motivo, han sido

considerados como posibles sustitutos de los plásticos derivados del petróleo.

Además de sus propiedades tennoplásticas, los PHAs poseen otras características

interesantes: su biodegradabilidad y el hecho que pueden ser producidos a partir de

recursos renovables. Su producción fermentativa utiliza productos derivados de la

agricultura como fiJente de carbono. En la naturaleza los microorganismos son capaces

de degradar los PI-IAs, mediante la acción de PHA depolimerasas y PHA hidrolasas

extracelulares, hasta C02 y agua. De esta manera, mientras que los plásticos derivados

de hidrocarburos utilizan las escasas reservas petroquímicas del planeta, la producción

de PHA se basa en la utilización de recursos renovables.

Sin embargo, la sustitución de los plásticos derivados del petróleo por los

tennoplásticos derivados de los PHAs no es aún redituable económicamente debido a

los altos costos de manufactura de estos últimos. Por este motivo, gran parte de los

investigaciones realizadas sobre los PHAs en los últimos años se han concentrado en

reducir los costos de producción y aumentar la productividad utilizando diversas

estrategias, entre las que se encuentran el rastreo de nuevas cepas productoras (Kranz et

aL, 1997; Pettinari et al. 2001), la optimización de las estrategias de cultivo, (Dumer et

al., 2001), la implementación del uso de sustratos de bajo costo (Pozo et aI., 2002), la

generación de mutantes de alta capacidad de acumulación (Page et aI., 1992) y la

producción de PHA utilizando cepas de E. coli recombinantes (Hang et aL, 2002).
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IV.3. Síntesis y degradación de PHAs de cadena mediana

(PHALCM)en Pseudomonas.

IV.3.1. Características de los PHALCM

Las mayoría de las especies de Pseudomonas sintetizan PHALCM.La composición

monomérica está determinada por el sustrato agregado al medio de cultivo, lo cual a su

vez determina las propiedades físicas y plásticas del material.

En particular, P. putida GPol cultivada con octano o ácido octanoico sintetiza un

copolímero de 3-hidroxihexanoato y 3-hidroxioctanoato en una relación de 1:9

(Lageveen et aI., 1988).

Por otra parte, la capacidad de las Pseudomonas de incorporar una gran variedad de

grupos funcionales a los PHAs extiende el rango de propiedades físicas y de

aplicaciones de estos poliésteres.

IV.3.2. Biosíntesis de PHALCMen P.putida GPo1

Los PHAs de longitud de cadena mediana fueron descubiertos en 1983 cuando

Witholt y colaboradores observaron, mediante microscopía electrónica, inclusiones

intracelulares en P. putida GPol cultivada con octano como fuente de carbono (De

Smet et aL, 1983). Esta bacteria es capaz de crecer con alcanos de largo de cadena

mediana porque contiene un plásmido catabólico denominado OCT que codifica para

enzimas involucradas en la oxidación de los alcanos (Grund et al., 1975).. Estudios

posteriores demostraron que el PHA acumulado por P. putida GPol era un copolímero,

y que su composición monomérica estaba directamente relacionada con la estructura del

alcano o alqueno utilizado para su crecimiento (Brandi et aL, 1988; Lageveen et aL,

1988). Se observó que los monómeros constituyentes del PHA tenían el mismo largo

que la fuente de carbono o se habían acortado en 2, 4 ó 6 átomos de carbono. La

composición de los PHAs y su relación directa con el sustrato utilizado para el

crecimiento, sugirió que la vía biosintética de los PHALCMera un camino metabólico

derivado de la vía de oxidación de los ácidos grasos (Figura 6). En esta vía biosintética

los ácidos grasos son degradados por remoción de unidades de C2como acetil-CoA. Los
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acil-CoAs son oxidados a 3-cetoacilCoA vía intermediarios de 3-hidroxiacilCoA, que

son utilizados como sustrato por la PHApolimerasa¡cmpara sintetizar el polímero. La

PHApolimerasa.cm es específica para (R)-3-hidroxi-alcanoíl-COAs de C6 a CM, con

preferencia por monómeros de C3, C9 y Clo (Lageveen et aL, 1988).

En un trabajo posterior, se demostró que otras Pseudomonas fluorescentes

pertenecientes al grupo de homología de rRNA I (Palleroni et aL, 1973), como P.

aeruginosa, P. fluorescens y otra cepa de P. putida denominada KT2442, también eran

capaces de producir PHALCMutilizando ácidos grasos como fuente de carbono

(Huisman et aL, 1989).

La cepa GPol es incapaz de sintetizar PHAs a partir de fuentes de carbono no

relacionadas, comos ser carbohidratos. Esto es una característica excepcional, ya que

todas las cepas de Pseudomonas fluorescentes pertenecientes al grupo de homología

rRNA I analizadas hasta el momento, sintetizan PHALCMa partir de distintos hidratos

de carbono (Haywood et al., 1990; Timm y Steinbüchel, 1992). En un trabajo realizado

con P. putida KT2440 cultivada con glucosa como fuente de carbono, se demostró que

los monómeros utilizados para la síntesis de PHA provenían de intermediarios de la

síntesis de novo de ácidos grasos (Huijberts et aL, 1994). Posteriormente se demostró

que existía una proteína denominada PhaG, que tenía la fiinción de transferir los (R)-3­

hidroxiacil-ACP generados por la síntesis de novo de ácidos grasos a la coenzima A,

produciendo de esta manera los (R)-3-hidroxiacil-COA utilizados para la síntesis de

PHA (Rehm el al., 1998). Lo mismo se encontró luego en P. aeruginosa. (Hoffmann et

al., 2000). El gen que codifica para la enzima PhaG está presente en P. pulida GPol,

pero aparentemente el gen no se expresa en presencia de glucosa (Hoffmann e! aL,

2000)
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Figura 6. Rufo de síntesis de PHA en P. pufia’a GPol cuando se cultiva con n-alcanos o
l-alquenos como fuente de carbono. I. alcano hidrolasa, II. alcanoldeshidrogenasa, III.

alcanal deshidrogenasa, IV. acilCoA sinTe‘rasa, V.aciICoA deshidrogenasa, VI. enoilCoA
hidratasa, VII‘ PHAsinfefasa, VIII. PHAdepolimerasa, IX. 3-hidroxiacilCoA

deshidrogenasa, X. 3-cefoacilCoA Tiolasa. (Lageveen ef a/., 1988).

IV.3.3. Genes involucrados en la síntesis de PHALCMen P.putida
GPo1

En P. putida GPol (Huisman et al., 1991) los genes involucrados en la síntesis de

PHA se encuentran agrupados en el locus pha. Este locus consta de seis genes (Figura

7):
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o Los genes phaCI y phaC2, que codifican para dos PHA sintetasas o PHA

polimerasas. Ambas enzimas poseen una muy pequeña diferencia en cuanto a la

especificidad de sustrato (Huisman et al., 1992).

o El gen phaZ, que codifica para una PHA depolimerasa intracelular (Huisman et

al., 1992).

o El gen phaD, que codifica para una proteína de función desconocida, pero con un

papel importante en la biosíntesis del PHA, ya que mutantes de P. pulida deficientes en

esta proteína acumulan un 20% menos de PI-IALCMque la cepa salvaje (Klinke et al.,

2000).

o El gen phaF, que actúa como un regulador de la transcripción de los genes pha

(Prieto et al., 1999).

o El gen phaI, con función desconocida hasta el momento (probable función

regulatoria) (Prieto et al., 1999).

Existen dos promotores que se encuentran río arriba del gen phaCI que tienen

secuencia consenso para promotores dependientes de 0‘70y 0'54(Huisman et al., 1991)

(Región Pc, en Figura 7). No se sabe con exactitud si esta región promotora dirige

únicamente la expresión del gen phaCI o de todos los genes pha como si fuera un

operón. Existen evidencias que indican que los genes phaCI y phaZ se transcribirían en

la misma unidad, pero como también se han encontrado transcriptos del tamaño del gen

phaCI solamente, se sugirió que parte del transcripto finaliza al final del gen phaCI y

otra parte continua hasta el final del gen phaZ (Prieto et al., 1999).

—':>f:>-:>E>-<:I<3
P

cl phaCI phaZ phaC2 phaD phaF phaI

lkb

Figura 7. Organización de los genes pha en P. pufida GPol.
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IV.3.4.Proteínas asociadas al gránulo de PHAen P. putida GPo1

Los gránulos de PHA se encuentran formados por poliésteres, proteínas y lípidos.

Según un trabajo de Witholt y colaboradores realizado en P. putída GPol los gránulos

nativos de PHA se encuentran rodeados por una monocapa lipídica en la cual se

encuentran inmersas las enzimas PHA polimerasas y la PHA depolimerasa (Preusting et

al., 1991). El análisis de las inclusiones de PHA en distintas especies bacterianas

confirmó este modelo de monocapa (Mayer y Hoppert, 1997). Además de estas

enzimas, existen otras proteínas denominadas phasinas que forman una capa proteica en

la superficie del gránulo que funciona como interface entre el citoplasma hidrofilico y el

centro hidrofóbico de las inclusiones de PHA (Fuller et al., 1992).

IV.3.5. Metabolismo del PHA en Pseudomonas - Factores

involucrados en la Regulación.

La regulación del metabolismo del PHA puede tener lugar a distintos niveles:

- Activación de la expresión de los genes pha por señales ambientales, tales como

escasez de nutrientes.

° Activación de las enzimas involucradas en la síntesis de PHA por componentes

celulares específicos o metabolitos intermediarios.

- Inhibición de las enzimas que intervienen en vías metabólicas competitivas, lo cual

resulta en un enriquecimiento de intermediarios que son utilizados para la síntesis de

PHA.

- Una combinación de todos los anteriores.

IV.3.5. l. Regulación de los genes pha a nivel transcripcional

La bacteria P. putida GPol acumula PHA solamente cuando se le suministran

alcanos o ácidos alcanoicos en exceso y en condiciones de limitación de algún nutriente

esencial para el crecimiento (De Smet et al., 1983). Los porcentajes más altos de

acumulación de PHA se encontraron cuando se utilizó nitrógeno como nutriente
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limitante (Lageveen et al., 1988). Además de la limitación de nitrógeno, la activación

del promotor que dirige la expresión de los genes involucrados en la síntesis de PHA

depende de la fuente de carbono presente en el medio de cultivo. Cuando se utiliza

glucosa o ácido cítrico el promotor se encuentra poco activado. Su actividad aumenta

marcadamente en presencia de alcanos, ácidos alcanoicos u otros sustratos relacionados

con los monómeros constituyentes del PHA.

Witholt y colaboradores encontraron una proteína denominada PhaF que estaría

involucrada en la regulación transcripcional de los genes pha. Según el modelo

esquematizado en la Figura 8, la proteína PhaF se une al DNA en ausencia de sustratos

necesarios para la síntesis de PHA, inhibiendo la transcripción de los genes pha. En

presencia de ácido octanoico, la proteína PhaF se une a los gránulos de PHA en

formación, despegándose del DNA, lo cual aumenta la expresión de los genes pha.

(Prieto et al., 1999).
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Figura 8. Modelo hipotético de regulación de los genes pha propuesto por Prieto er al.
En la parte A se representa la función represora de la proteína PhaF que ocurre cuando P.

put/da GPol se cultiva con sustratos que no pueden ser utilizados para la síntesis del
polímero. En la parte Bse representa la inducción de la expresión de los genes phaC'I,phaI
(este último de función desconocida) y phaFen presencia de ácido octanoico, y la asociación
posterior de las proteínas codificadas por dichos genes a los gránulos de PHA.En flechas

negras, se encuentran dibujados los transcriptos phaó'],phaF y phaIE Las flechas
discontinuas representan eventos improbables. Los circulos rayados en los gránulos de PHA

representan a Ia proteína PhaCZ,y los círculos sombreados a la proteína PhaZ.
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IV.3.5.2. Regulación de la degradación de PHA.

Los primeros trabajos en los cuales se estudió la degradación de PHA en

Pseudomonas demostraron que estas bacterias reprimían la expresión del gen que

codifica para la PHA depolimerasa en presencia de una fuente de carbono soluble que

les permitiera el crecimiento a altas velocidades. Una vez que los nutrientes se

agotaban, cesaba la represión de la síntesis de la PHA depolimerasa (Schirmer et al.,

1993; Foster el al., 1995). Sin embargo en P. putida GPol se encontró que la inhibición

de la síntesis de proteínas no afectaba la degradación de PHA, por lo cual se sugirió que

la PHA depolimerasa se encontraba siempre presente y activa, y que el polímero era

sintetizado y degradado de manera simultánea (Zinn, 1998). Doi obtuvo una conclusión

similar con respecto al metabolismo del PHA en la bacteria Ralstonia eutropha (Doi,

1995). En trabajos más recientes, se encontraron resultados que indicarían que durante

la síntesis de PHA la enzima PHA depolimerasa se encuentra siempre activa en

distintos grados (Prieto el al., 1999; Klinke et al., 2000).

V. Importancia de la utilización del PHA 'en Ia

supervivencia bacteriana y en la resistencia al estrés.

La acumulación y posterior degradación de polímeros de reserva intracelulares, tales

como los PHA, ha sido considerada una estrategia utilizada por las bacterias para

incrementar su supervivencia en ambientes cambiantes. Los PHAs son utilizados como

fiJente de carbono y energía en condiciones de escasez de nutrientes (Matin et al., 1979;

Kjelleberg et al., 1993), como fuente de carbono y energía para el enquistamiento y la

esporulación (Anderson y Dawes, 1990), para la degradación de compuestos tóxicos

(Godoy et al., 2003), y como fuente de poder reductor (Henrysson y McCarty, 1993).

En caso de agotamiento de la fuente de carbono externa, tanto las Pseudomonas

como aquellas otras bacterias capaces de sintetizar PHA pueden recurrir a la

degradación del polímero previamente acumulado. Hayward y colaboradores (1959)

observaron que el contenido intracelular de PHA de especies de Pseudomonas,

Rhizobium y Spirillium alcanzaba un máximo y luego disminuía cuando la bacteria

alcanzaba la fase estacionaria del crecimiento.
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Trabajos realizados en el laboratorio con cepas salvajes y deficientes en la síntesis

de PHB de Ralsronia eutropha y Bacillus megaterium, demostraron que aquellas cepas

capaces de sintetizar el polímero de reserva tenían mayor supervivencia en agua de río y

mayor capacidad de competencia con las bacterias autóctonas, que sus correspondientes

mutantes (López et aL, 1995). Conclusiones similares se obtuvieron cuando se analizó

la supervivencia de B. megaterium utilizando microcosmos de suelo (López el aL,

1998). Estos experimentos sugirieron que la síntesis y utilización del polímero

disminuía la supervivencia y la capacidad de competencia bacteriana en ambientes

naturales. A partir de estos resultados, se decidió analizar el efecto de la degradación de

PHA en la supervivencia. Para esto, se comparó la supervivencia en agua de río de una

cepa salvaje de P. putida, con la supervivencia de una cepa mutante en la enzima PHA

depolimerasa. Los resultados obtenidos con estas cepas demostraron que la incapacidad

de degradación de PHA representaba una desventaja para la supervivencia, tanto en

agua de río estéril, como en agua de río con la comunidad bacteriana natural (Ruiz et

aI., 1999). Además se comprobó que la deficiencia en la capacidad de degradación de

PHA, tenía un efecto negativo sobre el desarrollo de resistencia al estrés. Se observó

que la mutante deficiente en la depolimerasa de PHA mostraba una menor

supervivencia a la exposición al etanol y al estrés térmico luego de varios días de

permanencia en agua de río. Dado que, tanto la entrada en la fase estacionaria como las

condiciones de deficiencias nutricionales encontradas en el ambiente confieren

resistencia a múltiples agentes de estrés, los resultados obtenidos con las cepas de P.

putida indicaban que existiría una alteración en la respuesta al estrés ante la incapacidad

de utilizar PHA.

VI.Hipótesis de trabajo

Los resultados descriptos en la sección anterior, demuestran que los PHAs juegan un

papel importante en la supervivencia bacteriana ante condiciones de limitación de

nutrientes como las que existen en ambientes naturales. Sin embargo, se desconocen los

mecanismos mediante los cuales la capacidad de utilización de PHA favorecería la

supervivencia de las bacterias ante condiciones desfavorables. Resultados obtenidos por
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Hippe en 1967, sugirieron que existía una asociación entre la utilización de PHA y la

fosforilación oxidatíva.

Considerando que el ppGpp es una molécula involucrada en la respuesta

desencadenada ante condiciones de estrés, y teniendo en cuenta los resultados de Hippe

y los resultados del laboratorio que indicaban que la utilización de PHA incrementaba

notoriamente la resistencia a estrés, se estableció la siguiente hipótesis de trabajo: En

condiciones de estrés nutricional la energía derivada de la degradación de PHA podria

ser utilizada para la síntesis de nucleótidos, entre ellos la alarmona ppGpp, lo cual

provocaría un incremento en los niveles intracelulares de dicha molécula. A su vez,

niveles más elevados de ppGpp podrían traducirse en mayor inducción de os, lo cual

tendría como resultado una mayor tolerancia al estrés.
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Materiales y Métodos

, I.Cepas bacterianas y plásmidos utilizados

Durante el desarrollo del trabajo experimental se utilizaron cepas de Escherichia

coli, Pseudomonas putida y Salmonella thyphimurium.

La cepa de S. thyphimurium se utilizó como control en los experimentos de

cuantificación de ppGpp.

El genotipo de las distintas cepas bacterianas se detalla en la Tabla 3. Las

características de los plásmidos utilizados en este trabajo se mencionan en la Tabla 4.

Tabla 3. Cepas utilizadas

P. putida

GPoSOO l MutantephaZ de GPol. Incapaz de isman et aL, 1991
degradar PHA. l

KT2440 hdeR 1' Fanklin, et aL, 1981 'e
. DHSa recAI, AlacU169, BethesdaResearch
O cb801acA(lacZ)M15 Laboratories

. CC118kpir A(ara-leu) araD AlacX74galE Herrero et al., 1990
galehoA thi-I rpsErpoB
argE(Am) recAI.
Lisógenapara lpir

r
M15 Sm' thí mtl Alac Qíagen

argC95 argC95 Sanderson y Roth,
198 8

' OCT: plásmido natural que permite el crecimiento con alcanos de 6 a 12 carbonos.

36

,



ipGOl

Materiales y Métodos

Tabla 4. Plásmídos utilizados

pGEc422 H Inserto de 3,1 kb con los genes
phaCI yphaZ de P. putida GPol
enípGEM-7Zf(+). Ampr

Hulsman et aL, 1991

ríRóK,mobRK2,sacBR,IAB 1ga et., 1991
Ampr Smr

Vector de clonado para producto Promega
de PCR, Ampr

pGEM-T easy

pREP-4 » lacI replión pl 5A,Kmr Qiag

pGEM-T easy con el fragmento de Este trabajo
1,2 kb que contiene al gen rpoS de
P. putida KT2440, obtenido
mediteP. y

pGrpoT2440

poKT40 conelge rpoS Est traajo
interrumpido en el sitio PmlI por el
casete de Km del pUC4K

pGrpoStszr

pGEM-T easy con el fragmento de Este trabajo
aproximadamente 1, 6 kb del gen
rpoS de P. putída GPol
amplif cado PCR.

SGol
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II.Medios de cultivo y condiciones de crecimiento

La composición de los medios de cultivo utilizados para el crecimiento de E. coli o

Pseudomonas sp. se detallan en el Anexo, al igual que la composición de los todos los

buffers y soluciones utilizadas durante el desarrollo del trabajo experimental.

Il.1. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento para
Escherichia coli.

Las cepas de E. coli se cultivaron en medio LB agar o LB caldo con agitación a una

temperatura de 37°C. Cuando fue necesario se agregaron los siguientes antibióticos:

Amp 100 ¡ig/ml, Km 50 ó 25 pg/ml, Sm 100 pg/ml.

l|.2. Medios de cultivo y condiciones de crecimiento para

Pseudomonas putida.

ll.2.1.Condiciones generales

Para el crecimiento de las cepas de Pseudomonas putida se utilizaron los siguientes

medios: LB, CN, ME, 0,5NE2 y 0,5NE2P. Los medios: ME, 0,5NE2 y 0,5NE2P se

suplementaron siempre con caprilato (octanoato) de sodio 0,5 ó 0,25%, según el caso.

Para el crecimiento de las cepas portadoras de plásmidos el medio fue suplementado

con Km a una concentración de 50 pg/ml para el caso de los medios ricos y lOug/ml ó

25 pg/ml en los medios mínimos.

Los cultivos líquidos se realizaron en Erlenmeyers, con agitación -y a una

temperatura de 32°C.

Para el crecimiento en placa, las bacterias se incubaron a 32°C durante toda la noche

en Agar Nutritivo o durante 48 hs en ME sólido suplementado con caprilato de sodio

0,25%.
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Il.2.2.Condiciones particulares según el experimento

11.2.2.1. Cultivos de P. putida para medición de ppGpp y ATP.

Se utilizaron como inóculo 2 ó 3 colonias crecidas en una placa de ME caprilato de

sodio 0,25%, para realizar un precultivo de 25 ml del mismo medio en Erlenmeyers de

250 ml. Luego de 24 horas de incubación estos precultivos fueron utilizados para

inocular los cultivos en los cuales se llevaron a cabo las mediciones de contenido

intracelular de nucleótidos, proteínas y PHA. Los mismos se realizaron en Erlenmeyers

de l litro con 250 ml de medio 0,5NE2P con caprilato de sodio 0,25% y se crecieron con

agitación constante a 300 rpm.

El medio 0,5NE2P posee una concentración de nitrógeno limitante, lo cual junto con

la utilización del caprilato de sodio como única fuente de carbono favorece la

acumulación de PHA. Además, posee una baja concentración de fosfatos, lo cual lo

hace un medio apropiado para realizar marcaciones con 32P.

II.2.2.2. Condiciones de crecimiento de P. putida GP0500 para aislamiento de PHA.

Se realizaron cultivos de 10 ml en ME 0,5% caprilato de sodio que fueron crecidos

durante toda la noche. La totalidad del cultivo se utilizó para inocular 100 ml de otro

cultivo en el mismo medio, el cual se incubó durante 24 horas. A continuación, con este

cultivo se inoculó l litro de 0,5NE2 caprilato de sodio 0,5%. Luego de 24 horas de

crecimiento a 32°C, las células se centrifugaron, se lavaron con solución fisiológica

(cloruro de sodio 0,09%) y se guardaron toda la noche a -70°C para su posterior

liofilización.

II.2.2.3. Curvas de crecimiento en ME suplementado con caprilato de sodio 0,25% ó
0,5%.

Para inocular los cultivos en ME suplementado con caprilato de sodio, se utilizaron

precultivos crecidos en el mismo medio durante toda la noche. Los cultivos se

inocularon de manera de tener una D0530nminicial menor a 0,1. A intervalos regulares

de tiempo se tomaron muestras a las cuales se les determinó la DOssonmy en algunos
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casos también se realizó el recuento en placa para determinar el número de ufc/ml. Los

volúmenes de las muestras extraídas no superaron el 0,5% del total.

II.2.2.4 Curvas de crecimiento en CN.

Se realizaron precultivos en CN crecidos durante toda la noche para inocular los

cultivos del mismo medio en los cuales se llevaron a cabo las mediciones de Dossonma

distintos intervalos de tiempo. Las muestras de los cultivos no superaron el “0,5% del

volumen total.

II.2.2.S Cultivos para ayuno en carbono

Las células se cultivaron en 10 ml de ME con caprilato de sodio 0,25% durante toda

la noche. A la mañana siguiente, este cultivo se utilizó para inocular 110 ml de ME

caprilato de sodio 0,25% en Erlenmeyers de 500 ml, de manera de obtener una Dosgonm

inicial menor a 0,1. Los cultivos se crecieron hasta la fase estacionaria temprana

(D0530nmE 0,8) con agitación constante a 300 rpm.

Para realizar el ayuno en carbono se procedió de la siguiente manera: se

centrifugaron 100 ml de cultivo a 6000 rpm, se lavó el pellet con ME sin el agregado de

fuente carbonada y se resuspendió en 100 ml del mismo medio. Las bacterias se

incubaron en Erlenmeyers de 500 ml a 32°C con agitación constante a 400 rpm.

II.3.Mantenimiento de cepas

Las cepas de E.coli se conservaron en punciones de LB agar blando a temperatura

ambiente o congeladas a -20°C en LB caldo suplementado con 15% de glicerol.

Las cepas de Pseudomonas sp. se conservaron en punción a temperatura ambiente y

congeladas a -70°C en LB caldo o ME con caprilato de sodio 0,25%, con el agregado de

glicerol en el caso de la conservación en frío.
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Ill.Ensayos de resistencia a estrés

Estos ensayos se realizaron con cultivos de P. putida en fase exponencial o

estacionaria, así también como con células de P. putída expuestas a condiciones de

ayuno en carbono a diferentes tiempos (tal como se describió en la sección [1.2.2.5).

l|l.1. Ensayos de resistencia a estrés oxidativo

lll.1.1.Ensayos de resistencia por recuento en placa

Se tomó l ml de cada cultivo y se diluyó 103veces en ME sin citrato. Al tiempo

cero del experimento, las células fueron diluidas diez veces más en ME sin citrato con

3mM de H202 (Merck). La exposición al agua oxigenada se realizó a 30°C en tubos

Eppendorf. Se tomaron alícuotas de 0,1 ml de dichas diluciones a distintos tiempos y se

sembraron por triplicado en placas de Agar Nutritivo que se incubaron a 32°C durante

48 hs. Posteriormente se realizó el recuento de células viables a partir del número de

unidades forrnadoras de colonias (ufc).

lll.1.2.Ensayos de resistencia por tamaño del halo de inhibición

Para probar la sensibilidad al P1202de la cepa P. putida 50-9 se utilizaron cultivos

en fase exponencial (D0530nms 0,3) o estacionaria (DOngnmElD), crecidos en LB a

32°C. Alícuotas de 0,1 ml de estos cultivos se sembraron en placas de LB. En el centro

de cada placa sembrada, se colocó un disco este’ril de 6 mm de papel Whatman

impregnado en 0,01 ml de una solución 3mM de H202. Luego de 24 hs de incubación a

32°C se midió el tamaño del halo formado alrededor del disco (halo de inhibición), lo

cual se tomó como medida de la sensibilidad al agente oxidante.
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III.2.Ensayos de resistencia a estrés térmico

Se diluyó 1 rnl de cultivo lO3 veces en ME sin citrato precalentado a 30°C. Al

tiempo cero del experimento las células se diluyeron diez veces más en ME sin citrato

precalentado a 47°C. Se tomaron alícuotas de 0,1 ml de las diluciones a diferentes

tiempos y después se procedió como se describió en la sección III.1.l.

IV.Cuantificación de ppGpp y ATP

IV.1.Marcado de cultivos

IV.1.1Marcado de cultivos de P. putida

A distintos tiempos, se tomaron alícuotas de l ml de los cultivos parentales

indicados en II.2.2.l, que se incubaron en presencia de 0,1 rnCi/ rnl de [32P]Na2HPO4

durante 2 horas a 32°C para permitir la síntesis de compuestos de fósforo-32.

lV.1.2.Marcado del cultivo de Salmonella typhimurium argC95.

La cepa S. typhimurium argC95 se utilizó para identificar la mancha

correspondiente al ppGpp. Al ser esta cepa auxótrofa para arginina, la ausencia de dicho

aminoácido en el medio incrementa fuertemente la síntesis de ppGpp por inducción de

la respuesta estricta.

Se utilizó la técnica de marcación de Cashel (1969), empleando cepas cultivadas de

acuerdo al protocolo de Bochner y Ames (1982). Se partió de un cultivo estacionario en

medio MOPS (Ver anexo) adicionado con 0,04% de glucosa, 0,2M de fosfato de potasio

y 20ug/ml de arginina crecido a 37°C, sin agitación. Este cultivo se diluyó al 20% con

medio MOPS fresco suplementado como se indicó arriba y se incubó a 37°C durante

aproximadamente 3,5 hs (Domnrn s 0,4 - 0,5). Luego se tomaron 3 ml de dicho cultivo,

que se dividieron en dos tubos Eppendorf. Las células se lavaron con MOPS, glucosa

0,4%, 0,2 mM fosfato de potasio, con o sin el agregado de 20 ug/ml de arginina. A
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continuación, se volvieron a centrifiigar y se resuspendíeron en el mismo medio de

lavado, con o sin el agregado de arginina a una Dosgonm= 1,5. Se tomaron 0,2 ml de

esta suspensión y se agregó 1 ml de MOPS con 0,4% de glucosa, 0,2 mM de fosfato y

30 uCi/ml de [32P]Na2HPO4, en presencia o ausencia de arginina. Los cultivos se

incubaron a 37°C durante 30 minutos con agitación.

IV.2.Preparación del extracto ácido y corrida de las muestras

Se realizó una extracción con ácido fórmico de las células marcadas según lo

detallado en IV.1.l y IV.1.2. Para esto, a 0,2 ml de los cultivos marcados se agregaron

0,02 ml de ácido fórmico llN y se incubó en hielo durante 30 minutos. El extracto se

centrifugó durante 5 minutos a 12000 rpm a 4°C y el sobrenadante se sembró en placa

de polietileniminocelulosa utilizando fosfato de potasio 1,5 M pH 3,4 como buffer de

corrida. Una vez finalizada la cromatografía, la placa se secó y se expuso durante 24 hs

a una placa radiográfica.

Las manchas correspondientes a ppGpp y ATP fueron identificadas, recortadas de la

placa y posteriormente cuantificadas utilizando un contador de centelleo Metrolab

Modelo 3000. La mancha correspondiente al ppGpp se identificó como se indicó en

IV.1.2 y la correspondiente al ATP fue ubicada en la placa de acuerdo al trabajo de

Bochner y Ames (1982).

V.Extracción, detección y cuantificación de PHA

V.1. Tinciones específicas para visualizar las inclusiones de

PHA:Coloración fluorescente con Azul del Nilo A (Nile Blue A)

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

etílico. La forma oxazona (Nile pink) se forma por la oxidación‘espontánea del Azul del

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

líquido a la temperatura de la coloración (Ostle y Holt, 1982).

El procedimiento utilizado para la coloración fue el siguiente:
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Se coloreó con una solución acuosa al 1% de Azul del Nilo A (Sigma) un extendido

de células, sumergiendo el portaobjetos en jarritos “coplin” con el colorante a 55°C

durante 10 minutos.

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

acuosa de ácido acético al 8% durante 1 minuto y se dejó secar. Se observó el preparado

re-hidratado y cubierto con cubreobjeto al microscopio bajo una longitud de onda de

460 nm.

Los gránulos de PHA se observaron como partículas fluorescentes de color naranja

brillante.

V.2. Extracción de PHAde P. putida GP0500

Debido a que no se contaba con un patrón de PHA de C-6 y C-8, como el producido

por P. putida durante el crecimiento con caprilato de sodio, se procedió a realizar el

aislamiento de dicho polímero a partir de cultivos de P. putida GP0500 para poder

utilizarlo posteriormente como patrón para la cuantificación del contenido intracelular

de PHA mediante cromatografía gaseosa. La purificación se realizó a partir de la cepa

deficiente en la enzima PHA depolimerasa, ya que la incapacidad para degradar el

polímero permitía un mayor porcentaje de acumulación.

El protocolo utilizado fue similar al realizado por Lageveen et al. (1998) con

algunas modificaciones. El PHA se extrajo a partir de 2 g. de células liofilizadas

utilizando cloroformo como solvente y utilizando un aparato de extracción Soxhlet. La

suspensión se mantuvo en reflujo durante 8 horas. Luego, se dejó enfriar a temperatura

ambiente y se pasó por un filtro de celulosa para eliminar los restos celulares. A

continuación, el extracto se evaporó en Rotavap hasta un volumen de lO ml,

aproximadamente. Posteriormente se colocó la mezcla en un vaso de precipitados, se

agregaron 10 vol. de etanol y se dejó precipitando durante toda la noche. Al día

siguiente, se eliminó el sobrenadante y se dejó en la estufa para eliminar el etanol.

Luego el precipitado se disolvió en 10 ml de cloroformo y se colocó en una placa de

Petri de vidrio. Al día siguiente se obtuvo una película transparente del polímero.
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V.3. Cuantificación de PHA

Para cuantificar el contenido de PHA intracelular, las muestras fueron sometidas a

metanólisis para formar los correspondientes monómeros esterificados (Brandl et aL,

1988) y luego analizadas mediante cromatografia gaseosa (Braunegg et al. ,1978).

V.3.1.Preparación y metanólisis de las muestras

Los pellers de las muestras a analizar fueron liofilizados, realizándose luego el

cálculo del peso seco para cada uno de ellos. Al mismo tiempo se pesó l g de PHA

(obtenido como se indicó en V.2) para preparar el patrón de corrida. A las muestras y al

patrón se les agregó l ml de una solución 15% de HZSO4concentrado en metanol y

luego 1 ml de cloroformo. Esta mezcla se incubó durante 140 minutos a 100°C, luego

de lo cual se agregaron 0,5 ml de agua destilada y se mezcló agitándose vigorosamente

durante 20 segundos. Se dejo en reposo hasta que se separaron las fases y se transfirió la

fase orgánica a otro tubo que se guardó a —20°C hasta el momento de la corrida

cromatográfica.

V.3.2.Análisis por cromatografía gaseosa

Los productos de la metanólisis fueron analizados por separación isotérrnica en

columna de vidrio de 1,80 m rellena con 10% Carbowax 20M-TPA en Chromosorb W­

AW de malla 80/100.

Se utilizó un cromatógrafo Gow-Mac serie 550, equipado con ionizador de llama.

Como gas transportador se empleó nitrógeno a un flujo de 25 ml/min., siendo las

temperaturas del inyector, columna y detector 200°C, l70°C y 230°C, respectivamente.

Los datos fueron analizados mediante un integrador Spectraphysics. La cuantificación

se realizó por comparación de las áreas de los picos obtenidos en las muestras con la

solución patrón de PHA.
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Vl. Manipulación de proteínas

V|.1. Preparación de extractos celulares

Los pellets se lavaron con buffer fosfato lOOmM- pH 7,5 (Na2P04 87mM, KH2P04

13 mM), se centrifugaron a 12000 rpm durante 5 minutos y se resuspendieron en 1 ml

del mismo buffer al cual se le adicionó PMSF (fluoruro de fenilmetilsulfonilo) a una

concentración final lmM. La ruptura de las células se realizó por sonicación (Ultrasonic

Homogenizer - Cole Parmer Instrument Co, Chicago, USA). Se utilizaron seis rondas de

sonicación de 10 segundos cada una, con intervalos de 10 segundos a 4°C entre cada

una de ellas.

Para eliminar los restos celulares, los extractos se centrifugaron a 12000 rpm

durante 30 minutos a 4°C. Los lisados se conservaron a -70°C hasta su utilización.

Vl.2.Determinación de la concentración de proteínas

En los experimentos de cuantificación de ppGpp y ATP las proteínas se midieron

según el método de Lowry et al. (1951).

Para realizar los ensayos de Inmunoblot y para cuantificar la proteína purificada

Rposhisxó, se utilizó el método de Bradford (1976). Se utilizó albúmina cristalina de

suero bovino como estándar.

V|.3. Electroforesis en geles de poliacrilamida con SDS (SDS­

PAGE)

La electroforesis se realizó a temperatura ambiente en una unidad de electroforesis

vertical (10 x lO cm x 1mm) de acuerdo al protocolo de Laemmli (1970), utilizando un

gel de corrida al 10% y un gel concentrador al 4,5%. Las soluciones madres se

describen en el anexo, así como el buffer de corrida. Las electroforesis se llevaron a

cabo a arnperaje constante de 20mA hasta que las muestras atravesaran el gel

concentrador, para luego aumentarse a 25mA.
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V|.4. Tinción de geles de poliacrilamida con Coomasie Blue R­
250.

Los geles se tiñeron en una solución de 0,2% de Coomasie Brilliant Blue R-250 en

45% de metanol y 10% de ácido acético durante una hora. Para decolorar, se dejaron

durante toda la noche en una solución de 45% de metanol y 10% de ácido acético.

VI.5.Técnica de Inmunoblot

VI.5.1.Transferenciade proteínas a membranas de nitrocelulosa

Una vez corrido el gel, el mismo se sumergió en buffer de transferencia durante 30

minutos. La membrana de nitrocelulosa se recortó de acuerdo al tamaño del gel (7 x 5,5

cm) y se sumergió primero en agua deionizada durante 5 minutos y luego en buffer de

transferencia durante 20 minutos. A continuación se armó el sándwich de transferencia

de la siguiente manera:

papeles Whatman 0,3 embebídos en buffer de transferencia (x2)
+

membrana
+

gel
+

papeles Whatman 0,3 embebídos en buffer de transferencia (x2)

El sándwich se colocó en un aparato de transferencia, con 1,2 litros de bufir a 4°C y

se corrió a 80 mA durante una hora.

Una vez finalizada la transferencia, la membrana se lavó con agua destilada y se tiñó

con una solución de 0,5% Rojo Punceau S en 1% de ácido acético durante lO minutos

para visualizar las proteínas totales transferidas a la membrana. Al mismo tiempo, el gel

se tiñó con solución de Coomasie Brilliant Blue R-250 para verificar la transferencia de

las proteínas del gel.
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VI.5.2.Revelado utilizando un antisuero anti-RpoS

Luego de la tinción con Rojo Punceau S, se lavó la membrana varias veces con agua

deionizada para eliminar el colorante. Para realizar el bloqueo, la membrana se incubó

durante toda la noche en TBS Tween 0,5% con 5% leche descremada en la heladera. Al

día siguiente la membrana se lavó dos veces con TBS y a continuación se incubó con

agitación y a temperatura ambiente durante l hora con una dilución apropiada del

antisuero anti-RpoS en TBSTween 0,1% con 5% leche descremada. Luego, se

realizaron 3 lavados con TBSTween 0,5% y un último lavado con TBS. Posteriormente,

se incubó durante l hora con una dilución 1/5000 en TBSTween 0,1% con 5% leche

descremada del anticuerpo secundario IgG anti-ratón conjugado a fosfatasa alcalina

(NEN Life Sciences Products). Luego, se realizaron 4 lavados al igual que en el caso

anterior. Se reveló con una solución de NTB (nitroblue tetrazolium) y BCIP (5-bromo­

4-cloro-3indolil-fosfato) (PerkinElmer Life Sciences, Inc.) y se detuvo la reacción

lavando con agua.

VI.5.3.Análisis semi-cuantitativo de la proteína RpoS

Para estimar la cantidad de la proteína RpoS en los experimentos de Inmunoblot, se

digitalizó la membrana con un analizador de imágenes luminiscentes LAS-1000 plus

(FujiFilm) y posteriormente se cuantificó utilizando el software Image Gauge Ver. 3.12

(Fuji Photo Film CO, LTD).

VII.Técnicas Moleculares

Vll.1.Aislamiento de DNAcromosómico

El aislamiento de DNA cromosómico a partir de cultivos de 2 ml en LB caldo de

las distintas cepas de P. putida se realizó utilizando el protocolo que se describe a

continuación:

Los cultivos fueron centrifugados a 8000 rpm durante 20 minutos y los pellers

obtenidos fueron resuspendidos en 0,3 ml de LB caldo adicionado con SDS a una
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concentración final de 0,1 %. Luego de la resuspensión, se agregó un vol. de fenol

saturado en Tris, pH 8. A continuación, se colocaron los tubos en un agitador con

adaptador para tubos de microcentrífuga y se agitaron a 40 Hertz durante 2 hs. Luego,

se centrifugó en microcentrífuga a 13000 rpm por 15 minutos, se extrajo la fase

superior (acuosa) y se la pasó a tubos limpios. Se agregó un volumen de fenol:

cloroformo: isoamílico (25 : 24 : l) y se agitó como antes a 40 Hertz por 10 minutos.

Se extrajo nuevamente la fase superior y se la trasvasó a un tubo limpio para luego

agregar un volumen de cloroformo: isoamílico (24 : 1). Se agitó suavemente por

inversión y luego de centrifugar durante 5 minutos se volvió a extraer la fase acuosa. Se

agregaron 0,6 volúmenes de isopropanol, se agitó por inversión y se centrifugó durante

30 minutos. Luego de un lavado con etanol 70%, se dejo secar el peller a temperatura

ambiente por 20 minutos para luego resuspenderlo en 0,05 ml de H20 deionizada

estéril. Finalmente, se agregó RNAsa a una concentración final de lOpg/ml y se incubó

a 37 °C por 1h.

VII.2.Aislamiento de DNAplasmídico

El aislamiento de DNA plasmídico a partir de cepas de E. coli se realizó utilizando

el kit CONCERT High Purity plasmid miniprep system (GibcoBRL) o el kit Wizard

PCR Preps DNA Purification System (Promega).

Cuando los aislamientos de plásmidos se realizaron con el fin de verificar

construcciones se utilizó el siguiente protocolo rápido: Se resuspendió el pellet (de 2 ml

de cultivo en LB) en 0,15 ml de Buffer l. Se agregaron 0,15 ml de Buffer 2. Se mezcló

por inversión de 4 a 5 veces y se incubó a temperatura ambiente durante 5 minutos. Se

agregaron 0,15 ml de Buffer 3 frio, y luego de mezclar por inversión, se incubó en hielo

durante S minutos. Se centrifugó a 13000 rpm en microcentrífuga durante 10 minutos y

el sobrenadante se pasó a un tubo limpio. Para precipitar, se adicionaron 0,9 ml de

etanol absoluto. Se volvió a centrifugar durante 20 minutos. Se descartó el sobrenadante

y se dejó secar, para luego resuspenderlo en 0,02 ml de agua deionizada.
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Vll.3.Digestión con enzimas de restricción

La digestión con enzimas de restricción (New England Biolabs o Promega) se

realizó de acuerdo al protocolo de Sambrook el al. (1989). Cuando fue necesario, las

enzimas se inactivaron por calentamiento a 65°C durante 10 minutos.

Vll.4.Tratamiento de extremos cohesivos con la enzima Mung
Bean

La enzima Mung Bean (New England Biolabs) es una endonucleasa que degrada

extensiones de cadena simple de moléculas de DNA o RNA.

El tratamiento con esta enzima se realizó sobre un fragmento de DNA digerido con

Sal] con el objeto de obtener extremos romos para una posterior reacción de ligado. Se

utilizaron 2 unidades de la enzima de NEB por cada microgramo de DNA en la

reacción. Se incubó durante 30 minutos a 30°C y posteriormente la enzima se inactivó

con el agregado de SDS al 1%. A continuación el fragmento de DNA tratado se purificó

con el kit Wizard de Promega antes de proceder a la reacción de ligado.

Vll.5. Purificación y recuperación de DNA

Se utilizaron los kits comerciales de Qiagen (Qiaex II gel extraction kit) y Bio-Rad

(Prep-A-Gene DNA purification system) para la purificación de fragmentos de DNA

tratados con enzimas de restricción en mezcla de reacciones o en geles de agarosa, así

como también para la purificación de los fragmentos amplificados por PCR.

VII.6.Análisis de la secuencia de DNAy diseño de cebadores

La búsqueda de sitios de restricción se realizó utilizando el programa YELLYFISH

(Biowire.com Inc.,www.jellyfish.labvelocity.com).
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El diseño de cebadores se realizó con la asistencia del programa OLIGO (National

Biosciences Inc., Plymouth, MN, EEUU. WWW.oligo.net).

Vll.7.Reacción en cadena de la polimerasa (PCR)

Vll.7.1. PCR "tradicional"

Se utilizaron de 50 a 100 ng de DNA cromosómico para hacer las reacciones de

amplificación por PCR en un volumen final de 0,05 ml. Las concentraciones de los

reactivos en la mezcla de reacción fueron las siguientes: 0,2 mM de cada

deoxinucleósido trifosfato, 0,75 uM de cada cebador (salvo para la amplificación del

gen rpoS de P. putida GPol, donde la concentración utilizada fue el doble), 2,5 mM de

MgClz, 1X de buffer de amplificación de PCR, 0,5 unidades de Taq DNA polimerasa

(Promega, New England Biolabs, GIBCO BRL). Los productos obtenidos se corrieron

en geles de agarosa al 1% y se visualizaron por tinción con bromuro de etidio. Como

marcadores de peso molecular se utilizaron el lHindIII (New England Biolabs) y las

escaleras de DNA del kb de BRL y 100 pb de Invitrogen.

Vll.7.2.PCR de colonias

El screening de las supuestas mutantes rpoS de P. putida, se realizó mediante

amplificación por PCR del gen en cuestión a partir de las colonias crecidas en la placa

de selección, utilizando el protocolo de López et al. (1995). Se tomó material de cada

colonia y se resuspendió en tubos Eppendorf con 0,5 ml de TE (10 mM Tris-HCl pH 8,

0,1mM EDTA). A continuación los tubos se sumergieron en un baño de agua hirviendo

durante 10 minutos para romper las células. El lisado resultante se mezcló brevemente y

se centrifugó para bajar las gotas resultado de la condensación. Se utilizó una alícuota

de 0,01 de cada muestra para realizar la reacción de PCR
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Las secuencias de los cebadores utilizados para amplificar el gen rpoS de P. putida

KT2440 y el gen del mismo nombre correspondiente a P. putida GPol se detallan en las

Tablas 5 y 6.

Tabla 5. Cebadores utilizados para la amplificacióndel gen mas de P. parido KT2440

rpoSlow 'I'I'T CAC CTC CAA GTC ACC CAC

rpoSKpn GGC GTT T'IT TGSLIACLCGCGCT AGC TAC TGG
(*2)

ErpoSZlow CGR TCG TCG GTS ASG GTA TC

(*) Se muestra subrayado el sitio de restricción para las enzimas BamHI (*l) y Kpn]

(*2).

Tabla 6. Cebadores utilizados para la amplificación del gen rpas de P. parido GPol

ErpoSZlow CGR TCG TCG GTS ASG GTA TC

rpoS2low CAC YTC RCG CTG CTT STC

(o) Letras R, S, e Y: mezcla de bases en esa posición. R: A ó G, S: G ó C, Y C ó T.

Vll.7.4.Condiciones de ciclado

A continuación se detallan las condiciones de ciclado para la amplificación por PCR

utilizadas para cada par de cebadores.



storpoSup y rpoSlow

-Paso inicial de desnaturalización: 5 minutos a 95°C

-3S ciclos de amplificación:

paso de desnaturalización: 60 segundos a 95°C

paso de unión del cebador al DNA molde: 30 segundos a

62°C

paso de síntesis: 60 segundos a 72°C

-Etapa final de síntesis: 5 minutos a 72°C

4- rpoSBam y rpoSKpn

-Paso inicial de desnaturalización: 5 minutos a 95°C

-35 ciclos de amplificación:

paso de desnaturalización: 60 segundos a 95°C

paso de unión del cebador al DNA molde: 30 segundos a

62°C

paso de síntesis: 60 segundos a 72°C

-Etapa final de síntesis: 5 minutos a 72°C

ot-ErpoSZup y ErpoSZlow

-Paso inicial de desnaturalización: 5 minutos a 95°C

-35 ciclos de amplificación:

paso de desnaturalización: 60 segundos a 95°C

paso de unión del cebador al DNA molde: 30 segundos a

53°C

paso de síntesis: 60 segundos a 72°C

-Etapa final de síntesis: 5 minutos a 72°C

«torpoSZup y fdxA

-Paso inicial de desnaturalización: 5 minutos a 95°C

-35 ciclos de amplificación:
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paso de desnaturalización: 45 segundos a 95°C

paso de unión del cebador al DNA molde: 30 segundos a

43°C

paso de síntesis: 60 segundos a 72°C

-Etapa final de síntesis: 10 minutos a 72°C

ot.rpoS2up y rpoSZlow

-Paso inicial de desnaturalización: 5 minutos a 95°C

-35 ciclos de amplificación:

paso de desnaturalización: 45 segundos a 95°C

paso de unión del cebador al DNA molde: 30 segundos a

43°C

paso de síntesis: 60 segundos a 72°C

-Etapa final de síntesis: lO minutos a 72°C

VII.8.Reacciones de ligado

Vll.8.1.Ligado de productos de PCR

Los productos de PCR se ligaron al vector pGEM-T easy de Promega siguiendo las

instrucciones del fabricante.

Vll.8.2.Ligado de fragmentos de DNAdigeridos enzimáticamente

Fragmentos de DNA con extremos romos o cohesivos se ligaron con alguno de los

diversos vectores plasmídicos descriptos en la Tabla 4. Se utilizó la enzima T4 DNA

ligasa de NEB. La relación de extremos moleculares (DNA inserto/DNA vector) fue de

3 : l. La reacción se llevó a cabo de 16 a 18 hs a 16°C.
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Vll.9.1.Geles de agarosa

Los geles de agarosa fueron preparados según las indicaciones de Sambrook e!

al. (1989). La concentración de los geles de agarosa varió entre 1% y 2%, según el

tamaño del fragmento a analizar. Las electroforesis se realizaron utilizando bufler TAE

a 100 V en cubas de Sigma (Sigma Chemical Company, St. Luis, USA). Como

marcadores de peso molecular se utilizó DNA del fago A digerido con HindIII (NEB),

la escalera de 1 kb de BRL o 100 pb de Invitrogen.

Los geles se tiñeron con solución de bromuro de etidio (0,5 ug/ml) durante 15

minutos. El DNA se visualizó con un transiluminador de luz UV y los. geles se

fotografiaron con una cámara digital Kodak Digital Science CD120.

Vll.9.2.Geles de agarosa de bajo punto de fusión

Para el aislamiento y purificación de fragmentos de DNA se utilizaron geles de

agarosa l % en TAE de bajo punto de fusión. Las condiciones empleadas en la corrida

fueron las mismas que para los geles convencionales de agarosa (sección anterior), a

excepción que la solidificación de los geles se realizó en frío (4°C).

Vll.9.3.Cuantificación de DNAen geles de agarosa

El DNA en los geles de agarosa se cuantificó utilizando el 1D Image Analysis

Software (Kodak Digital Science) y utilizando como patrón 100 ng de XHindIII.



VIII.Técnicas genéticas

VIII.1.Transformación de E.coIi

Vl||.1.1.Preparación de células competentes

Partiendo de una colonia aislada de E.colí crecida en LB con el antibiótico

correspondiente, se inoculó un cultivo de 2 ml en medio SOB. El cultivo se incubó

durante toda la noche a 37°C y con 0,5 ml de este cultivo se inoculó otro de 50 ml del

mismo medio. Luego de 2 horas de incubación a 37°C, el cultivo se incubó a 4°C

durante 5 minutos y después se centrifugó a la misma temperatura para bajar las células.

El pellet se resuspendió en 16 ml de TFBI frío, se incubó por 5 minutos a 4°C y se

volvió a centrifugar en frio para luego resuspender el peIIet obtenido en 2 ml de TFBII

frío. Luego de 10 minutos a 4°C, las células competentes se alicuotaron y se

conservaron a -70°C hasta el momento de su utilización.

VIII.1.2.Transformación

Se mezcló el DNA con 0,05 ml de células competentes. La transformación se realizó

en un ciclador MinicyclerTM (MJ Research), utilizando el siguiente programa: 40

minutos a 4°C, 2 minutos a 45°C y finalmente 10 minutos a 4°C. Se agregaron 0,9 ml de

LB caldo y se incubó de l a 2 hs a 37°C con agitación. Posteriormente, se sembraron

0,01 ml del cultivo en medio LB suplementado con el antibiótico correspondiente y se

incubó durante toda la noche a 37°C. En caso de que fuera necesario, a las placas se les

agregó X-B-Gal. (5-bromo-4-cloro-3indolil-B-D-galactopiranósido) 40 pg/ml.

56



VIII.2.Ensayos de Conjugación

VIII.2.1.Conjugación de S17-1 pBBR1MCS-2 y S17-1 mepCZ con P.

putida GPo1 y GP0500.

El plásmido vector pBBRlMCS-2 y el plásmido mepCZ, que lleva los genes

phaCI y phaZ de P. putida GPol, fueron introducidos por conjugación tanto en P.

putida GPol como en P. putida GP0500.

Para realizar la conjugación se utilizaron cultivos de la cepas dadoras (E. coli Sl7-1

pBBRlMCS-2 o E. coli Sl7-l mepCZ) y las cepas receptoras (P. putida GPol o

GPOSOO)crecidos durante toda la noche en LB caldo, con el agregado de antibióticos a

las cepas de E. coli. Se tomaron 0,1 ml de cultivo de la cepa dadora y 0,2 ml de la

receptora (relación dador : receptor 1 : 2) y la mezcla se centrifugó a 8000 rpm durante

5 minutos. A continuación el pelIet mixto se resuspendíó en 5 ml de una solución de

SO4Mg 10 mM y se sembraron 0,1 ml de esta resuspensión en placas de LB que se

incubaron durante 16 hs a 32°C, tiempo durante el cual ocurre la conjugación. Al día

siguiente el césped se levantó con 3 ml de SO4Mg 10 mM y se sembraron 0,1 ml de

diluciones al décimo y al centésimo en las placas de selección de ME suplementado con

caprilato de sodio 0,25% y kanamicina 25 ug/ml. Dichas placas fueron incubadas a

32°C hasta que se observaron colonias aisladas. En el medio utilizado para la selección

sólo pueden crecer aquellas células de P. putida que incorporaron el plásmido, dado que

esta bacteria es sensible a Km y E. coli es incapaz de crecer en ME, ya que no puede

utilizar ninguna de las fuentes de carbono que posee este medio.

Las colonias obtenidas fueron purificadas por pasaje al mismo medio, y

posteriormente se analizó su fenotipo para la degradación de PHA como se indica en

VIII.3.
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Vlll.2.2. Conjugación de 817-1 lpir pKNGrpoS::Kmr con P. putida
GPo1.

El vector suicida pKNGlOl con el gen rpoS de P. putida KT2440 interrumpido con

un casete de Km se introdujo en P. purida GPol con el objetivo de obtener una cepa

mutante para el gen rpoS por recombinación homóloga entre los dos alelos. Este vector

permite la selección positiva de dobles recombinantes basado en su resistencia a

sacarosa, debido a la letalidad condicional de los genes sacBR presentes en pKNGlOl

(Kaniga et al., 1991)

El protocolo de conjugación fue similar al detallado en el punto anterior con la

siguiente modificación: la mezcla de conjugación de células dadoras y receptoras en

SO4Mg 10 mM fue pasada por un filtro de 0,45 um para favorecer el contacto célula­

célula. El filtro se depositó en una placa de LB y se incubó a 32°C durante toda la

noche. Al día siguiente, el filtro se resuspendió en l ml de SO4Mg 10 mM, y se

sembraron 0,2 y 0,4 ml en placas de selección: ME suplementado con caprilato de sodio

0,25%, kanamicina 25 ug/ml y sacarosa 5%. Las placas se incubaron a 32°C durante 2

días, después de los cuales aparecieron las primeras colonias. A continuación las

colonias se analizaron por réplica en placa para seleccionar la pérdida del plásmido

suicida (colonias Sac', Km', Sms).

VIII.3.Complementación de la mutante P. putida GP0500

La complementación de la mutante P. putida GP0500 mediante la introducción del

plásmido mepCZ se analizó de la siguiente manera: Se utilizaron cultivos de 2 ml de

las transconjugantes obtenidas en VIII.2.1. crecidos durante toda la noche en ME

suplementado con caprilato 0,25% y Km 10 ug/ml. Luego se realizó el ayuno en

carbono de las células siguiendo el procedimiento detallado en II.2.2.5, pero utilizando

un volumen de medio de 2 ml. Luego de 2 hs en el medio sin carbono, se realizó una

coloración de Azul del Nilo para determinar la presencia de inclusiones de PHA. La

ausencia de los gránulos de PHA indicaba complementación positiva.
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IX.Secuenciación del gen rpoS de P. putida GPo1

La secuenciación fue realizada por la compañía Ana-Gen mediante el método

“cebador teñido/nucleótido terminador teñido” junto con secuenciadores automáticos

BioSistems PE (Ana-Gen Technologies, Inc Atlanta, GA, EEUU).

Los cebadores utilizados para la secuenciación fueron los cebadores universales

M13F y M13R, además de los indicados en la Tabla 7.

Los alineamientos y comparaciones de secuencias se realizaron con el programa

CLUWSTALW (www.genome.ad.jp/clustalw). La búsqueda de homologías se realizó

con las bases de datos Swisprot y Genebank a través del programa BLAST (Basic Local

Alignment Search Tool, www.genome.ad.jp/blast).

Tabla 7. Cebadores utilizados para la secuenciación del gen ¡7305de P. parido GPoI.

Cebador Secuencia de 5'a 3’

fdxl.l TGA CCG ACA AGC AGC GTG

fdx3 ACA AAA ACG CCC CGA AAT CA

Ejiq’bpj :,

X. Expresión y purificación de la proteína RpoS de P.

putida KT2440

X.1.Condiciones de cultivo

La cepa E. coli M15 con los plásmidos pREP4 y el plásmido de expresión pQrpoS

se cultivo durante toda la noche en 15 ml de medio LB caldo suplementado con Amp y

Km, a una concentración de 25 ¡ig/ml. Una fracción de 5 ml de este cultivo "seutilizó

para inocular 100 ml del mismo medio precalentado a 37°C. El cultivo se incubó a 37°C

hasta una DOssOnm= 0,5 y se le agregó IPTG a una concentración final de lmM para

S9
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inducir la expresión de la proteína. El cultivo se incubó durante 4 horas más, luego de

las cuales las células se centrifugaron a 7000 rpm durante 10 minutos y el pellet se lavó

con buffer fosfato 100 mM, pH 7,5. El pellet se guardó a -20°C hasta el día siguiente.

X.2.Preparación de lisados en condiciones desnaturalizantes

El pellet de células se descongeló en hielo y se resuspendió en 10 rnl de buffer de

lisis. A continuación se agitó a baja velocidad durante 20 minutos a temperatura

ambiente hasta que la solución quedó traslucida. El lisado se centrifugó a temperatura

ambiente a 14000 rpm durante 25 minutos y el sobrenandante obtenido se guardó a ­

20°C hasta la purificación.

X.3. Purificación de la proteína en condiciones
desnaturalizantes

La purificación se realizó utilizando el kit Qiaexpress (Qiagen) en condiciones

desnaturalizantes teniendo en cuenta las indicaciones del proveedor y optimizando las

condiciones. Al lisado obtenido en el paso anterior se le agregó B-mercaptoetanol a una

concentración final de lO mM para reducir los puentes disulfuro y así disminuir la

aparición de contaminantes. Posteriormente se agregaron 0,2 ml de agarosa Ni-NTA

(Níquel-Ácido Nitrilotriacético) y la mezcla se mantuvo durante 1 hora en un agitador

rotatorio a temperatura ambiente. Luego de la unión de la proteína a la resina, la mezcla

se lavó 4 veces con l rnl de buffer C para eliminar las proteínas inespecíficas. La

proteína recombinante se eluyó con 4 fracciones de 0,125 ml de bufler D, seguido por 4

fracciones del mismo volumen en buffer E. Todas las fracciones se analizaron por SDS­

PAGE.
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XI. Obtención y titulación del antisuero de ratón anti­

RpoS.

XI.1.Obtención del antisuero

Para fabricar el antisuero se utilizaron 3 hembras de ratón de la cepa CF l que fueron

inmunizadas via intraperitoneal con dosis de 25 ug de la proteína RpoShisxó purificada,

que se administró emulsionada con adyuvante de Freund. Dos de los ratones se

inmunizaron con 4 dosis, con intervalos de una semana. La tercera hembra se inmunizó

con 2 dosis, con intervalos de 20 días. Tres días antes del sangrado a blanco, a cada

ratón se le aplicó un booster del antígeno vía endovenosa. Cada antisuero fue titulado

por separado como se describe a continuación.

XI.2. Titulación de la concentración de antisuero anti-RpoS a
utilizar en la técnica de lnmunoblot

El antisuero se tituló mediante la técnica de lnmunoblot utilizando 30 ug de

proteinas totales transferidas a la membrana de nitrocelulosa. Dicho extracto se obtuvo

de 30 ml de cultivo de P. putída GPol crecido en ME caprilato de sodio 0,25% durante

8 horas (DOngnm=l ,2)

Los tres antisueros de ratón anti-RpoS se juntaron y se mezclaron alternativamente,

probándose diversas diluciones de cada uno individualmente y de las mezclas, para ver

cual daba mejor señal con el menor inespecífico. El anticuerpo secundario anti-Ratón

conjugado a fosfatasa alcalina se utilizó a una dilución constante de 1/5000.
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Anexo

I. Medios de cultivo

Caldo nutritivo (CN) (por litro) (Merck)

peptona de carne
extracto de carne

Lysogeny broth (LB) (por litro) (Miller, 1972)

triptnna
ClNa

extracto de lev J

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

C6H507Na3(ácido cítrico, sal de sodio) ............................ ..

K2HPO4anhidro

NaHNH4PO4. 4 HzO

Luego de autoclavar se agregaron:

Solución de MgSO4 . 7 HzO 1M
MT microelementos*

*MT microelementos (por litro) (Lageveen et aL, 1988)
F6804. 7 H20

MnClz . 4 H20

C0804. 7 Hzo

CaClz.2 HzO

CUClz. 2 Hzo

ZnSO4. 7 H20

Medio E sin citrato

Medio E sin el agregado de citrato de sodio.

Medio 0,5NE2 (por litro) (Huisman et aL, 1992)
NaHNH4PO4. 4 H20

K2HPO4 . 3 HzO

KH2P04
extracto de levadura

5g
3g

10g
10g
Sg

2g
10g
3,5g

.0,800 ml
l ml

2,78 g

1,98 g

2,81 g

1,47 g

0,17 g

0,29 g en lN HCl.

1,75 g

7,5 g

3,7 g

l g
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Luego de autoclavar se agregaron:

Solución de MgSO4. 7 HZO 1M l ml
MTmí-u ‘ ‘u lml

Medio 0,5NE2P (por litro) (Modificado del medio 0,5NE2 de Huisman et aI., 1992 para

realizar marcado de cultivos con 32P)

K2HPO4 . 3 H20 0,5 g

KH2P04 0,24 g

NH4FI 0,45 g

NaÜl 0,5 g

extracto de levadura l g

Luego de autoclavar se agregaron:

Solución de MgSO4. 7 HZO 1M l ml
MTmí-u ' ‘n l ml

Medio Mínimo MOPS (por litro, 10X) (Neidhardt et aL, 1974)

MOPS 83,72 g

tricina 7,17 g

Se agregaron aproximadamente 300 ml de agua deionizada y luego se ajustó el pH a 7,4

con KOH lON. Se llevó a un volumen de 440 ml y posteriormente se adicionaron las

siguientes soluciones:

FeSO4. 7 H20 0,01 M lO ml

NH4Cl 1,9 M 50 ml

K2804 0,276 M 10 ml

CaC12.2 HZO 0,02M 0,25 ml

MgClz 2,5 M 2,1 ml
NaCl 5 M 100 ml

Solución de micronutrientes ® 0,2 ml

Agua deionizada 387 ml

Se esterilizó por filtración

Solución de micronutrientes ® (para 50 ml)

(NH4)6(MO7)24 0,09 g

H3BO3 0,062 g
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CoCl; 0,018 g

CuSO4 0,006 g

MnC12.4 HZO 0,055 g

ZnSO4. 7 H20 0,012 g

SOB (Medio de crecimiento para preparar E.colí competentes) (por litro) (Hanahan
et aL, 1991)

Tripfnna 20 g

Extracto de levadura 5 g

NaCl 0,58 g

KC] 0,19 g

Luego de autoclavar se agregó:

Solución de MgSO4. 7 HZO2M 10 ml

Medios sólidos

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

Para preparar LB agar blando, se agregaron 7,5 g de agar por cada litro de medio.

II. Buffers y soluciones utilizadas para manipulación de

proteínas

OSDSPAGE (Laemmli, 1970)

Solución de acrilamida 30% (para 500 ml)

Acrilamida 146 g
N, N'-Metilen-hiqacrilamida 4 g

Buffer gel separador (4X, para 500 ml)

Tris hace 90, 83 g
SDS 2g
Se lleva a pH 8,8 con HCl

Buffer gel concentrador (4X, para 500 ml)

Tris base 30, 23 g
SDS 2g
Se lleva a pH 6,8 con l-ICl
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Gel separador (10%) (para 25 ml)
Buffer gel separador 4X
Solución de acrilamida: bisacrilamida ............... ..
Persulfato de amonio 10%
TEMED
Agua deionizada

Gel concentrador (5%) (para 10ml)

Buffer gel concentrador 4X
Solución de acrilamida: bisacrilamida
Persulfato de amonio 10%
TEMED
Agua deionizada

Buffer de corrida (por litro)

Tris base
Glir‘ina
SDS

Buffer de siembra (4X, para lO ml)

Tris 0, 25M, pH 6,8
SDS
eaoarnca

Azul de bromofenol
2-mercaptoetanol

6,25 ml
8,35 ml
0,130 ml
0,014 ml
lO, 5 ml

2,5 ml
1,7 ml
0,04 ml
0,02 ml
5,8 ml

3 g
14,4g
lg

5 ml

0,6 g
4 g
0,004 g
2 ml

oBuffer de transferencia a membranas de nitrocelulosa (por litro)

Tris base
Glicina
SDS
Metanol

oSolucionespara revelado Inmunoblot

TBS 1x

Tris. HCl 10 mM pH 8,0
ClNa 150 mM

5.8 g
2.88 g
0.37 g
200 ml
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III.Buffers utilizados para la manipulación de DNA

o Extracción rápida de DNA plasmídico (Bimboim y Doly, 1979)

Buffer l
Tris- Cl 25 mM, pH 8,0
EDTA 10 mM

glucosa 50 mM
RNasa A 100 pg/ml

Buffer 2
NaOH 200 mM
SDS 1%

Buffer 3
Acetato de potasio 3.0 M, pH 5,5

oCorrida de geles de agarosa

TAE 50X (por l litro) (Sambrook et aL, 1989)

Tris base 242 g
Acido acético glacial 57, lml
EDTA 0,5 M pH 8,0 100 ml

Buffer de siembra 6X (por 100 ml) (Sambrook et aI., 1989)

Azul de bromofenol 0,25 g
Sacarosa 40 g

IV.Buffers utilizados para la preparación de E.coIi competentes

Buffer de transformación I (TFBI)

Acetato de potasio 30 mM
MnClz 50 mM
KCl 100 mM
CaClz lO mM
glicerol 15%

Se esterilizó por filtración.

Buffer de transformación II (TFBII)

MOPS-Na pH 7,0 10 mM
CaClz 7,5 mM
KCl lO mM



glicerol 15%

Se ajustó a pH 6,1 con KOH y se esterilizó por filtración.

V. Buffers utilizados para la purificación de la proteína

RpoShisx6 en condiciones desnaturalizantes

(Modificados de Qiagen- QlAexpress system)

Buffer de lisis (por litro)

NaH2P04 . H20 13,8 g
Tris base 1,2 g
UrPa 480, 5 g

Se ajustó el pH a 8,0 con NaOH y se llevó a volumen final.

Buffer de lavado - Buffer C (por litro)

NaH2P04 . H20 13,8 g
Tris base 1,2 g
Urea 480, 5 g
Tween 70 20 ml

Se ajustó el pH a 6, 3 con HCl y se llevó a volumen final

Buffer de Elución- Buffer D (por litro)

NaH2P04 . H20 13,8 g
Tris base 1,2 g
IIrr-a 480, 5 g
Tween 70 20 ml

Se ajustó el pH a 5,9 con HCl y se llevó a volumen final

Buffer de Elución- Buffer E (por litro)

NaH2P04 . H20 13,8 g
Tris hace 1,2 g
Urea 480, 5 g
Tween 70 20 ml

Se ajustó el pH a 4,5 con HCl y se llevó a volumen f'mal
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l. Acumulación de nucleótidos (ATP y ppGpp) en P.

putida durante la degradación de PHA.

El primer paso para testear nuestra hipótesis de trabajo consistió en evaluar si los

niveles de ppGpp en P. putida GPol se incrementaban durante la degradación de PHA.

Por este motivo, se decidió diseñar un experimento que permitiera comparar los niveles

intracelulares de ppGpp en la cepa salvaje de P. putida GPol y en la cepa mutante en la

enzima PHA depolimerasa, P. putida GP0500, durante la degradación del polímero.

|.1. Condiciones de crecimiento y acumulación de PHApara las

cepas de P. putida GPo1 y GP0500.

Para poder cuantificar los niveles intracelulares de ppGpp durante la

depolimerización de PHA en P. putida, fue necesario utilizar condiciones de cultivo

especiales que permitieran la acumulación de PHA y su posterior degradación. Además

resultaba necesario conocer la cinética del proceso de acumulación y degradación del

polímero para establecer los tiempos adecuados para la medición de ppGpp. Para

cumplir con estos objetivos se realizó una curva de crecimiento de las cepas de P.

putida GPol y GP0500 utilizando el medio 0,5NE2P suplementado con caprilato de

sodio 0,5%. La presencia de caprilato (octanoato) de sodio como fuente de carbono y la

baja concentración de nitrógeno en el medio inducen la acumulación del polímero, que

comienza a degradarse una vez agotada la fuente carbonada.

En la Figura 9 se encuentran graficadas las curvas de crecimiento para ambas cepas,

conjuntamente con los porcentajes de PHA acumulados relativos al peso seco celular. El

porcentaje de polímero acumulado aumenta con el crecimiento, tanto para la cepa

salvaje como para la mutante, obteniéndose los máximos porcentajes de acumulación

del polímero durante la fase estacionaria, tal como está descripto por Lageveen et al.

(1988).

Al observar la curva de acumulación de PHA de la cepa GPol, puede verse que el

máximo porcentaje de acumulación ocurre a las 23 horas de haberse iniciado el

experimento y que el mismo corresponde a un valor de 50 % del peso seco,
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aproximadamente. A partir de ese momento la cantidad de PHA comienza a disminuir

hasta alcanzar un valor de 4%. Esto se debe a que el polímero acumulado es utilizado

como fuente de»carbono y energia durante la fase estacionaria tardía.

Para la cepa GPoSOO,el máximo porcentaje de PHA alcanzado corresponde a casi

un 55% del peso seco, manteniéndose aproximadamente constante hasta el final del

experimento. Estos resultados coinciden con lo esperado para esta cepa, que no es capaz

de utilizar el polímero acumulado debido a que posee una mutación en la enzima

encargada de la depolimerización de PHA.

VHd%

Tierva (hs)

Figura 9. Curva de crecimiento y acumulación de PHA de P. parido GPol y GPoSOO.
Las bacterias se cultivaron en medio 0,5NE2Psuplementado con caprilato de. sodio 0,5% con
agitación a 32°C. Se muestran los valores de ufc/ml (El: GPol O: GPO500)y el contenido de
PHA(IzePol o: GPoSOO)de tas muestras tomadas a distintos tiempos. El contenido de PHA

fue calculado como el porcentaje del peso seco celular.

l.2. Medición de los niveles intracelulares de ppGpp en P.

putida GPo1 y GPoSOO.

Tomando en cuenta el resultado de la sección anterior, se procedió a cuantificar el

nivel intracelular de ppGpp (Figura 10) a distintos tiempos durante el proceso de

acumulación y degradación de PHA en medio 0,5NE2P, tanto en la cepa salvaje de P.

putída como en aquella incapaz de degradar el polímero acumulado. En la Figura lO se

observa que en P. putida GPol, existió un marcado aumento en el nivel intracelular de
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ppGpp a las 30 hs de iniciado el experimento, el cual coincidió con el comienzo de la

degradación de PHA. En la cepa mutante, GPOSOO, se observó una pequeña

disminución en el porcentaje de PHA (de 62 % a 42%), que podría deberse a

degradación no especifica por otras lipasas. A su vez, esta disminución en el contenido

de PHA también coincidió con un leve pico en el nivel intracelular de ppGpp.

Este experimento se realizó por duplicado y en ambos casos se obtuvo un pico en el

nivel intracelular de ppGpp aproximadamente 5 horas después del comienzo de la

degradación del polímero en la cepa salvaje, mientras que en la cepa mutante el

contenido de ppGpp no mostró variaciones importantes.
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Figura 10. Nivel intracelular de ppGpp y con-tenidode PHA en P. Mide GPol y
6Po500. Las células se cultivoron en 0,5NE2Psuplementado con caprilato de sodio 0,5%. A

distintos tiempos se tomaron muestras para la cuantificación de ppGpp(El: GPol O:
GP0500)y el porcentaje de PHA(I:GPol o: 6P0500). Codavalor corresponde al promedio

de la mediciónrealizada sobre dos muestras independientes.

L3.Complementación dela mutación phaZ.

Con el objetivo de comprobar si el aumento transitorio en el nivel intracelular de

ppGpp estaba asociado a la capacidad de degradación de PHA, se decidió realizar la

complementación de la mutación phaZ para cuantificar posteriormente los niveles
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intracelulares de ppGpp en la cepa de P. putida GPoSOOcomplementada con el gen que

codifica para la depolimerasa de PHA.

Como se mencionó en la Introducción, en P. putida GPol existe un promotor,

denominado Pc,, ubicado río arriba del gen phaCI (que codifica para una PHA

sintetasa), que aparentemente dirige la expresión de los genes phaCI y phaZ. Por este

motivo, para realizar la complementación de la mutación phaZ, se utilizó un plásmido

movilizable y capaz de replicar en P. putida que llevaba un fragmento de 3,1 kb que

incluía al promotor Pc ¡ y a los genes phaCI yphaZ de P. putida GPol. Dicho plásmido,

denominado mepCZ, fue introducido por conjugación en P. putida GPoSOO.A esta

misma cepa también se le introdujo el plásmido sin el inserto (plásmido vector) Por otro

lado, el plásmido mepCZ también se introdujo en P. putida GPol (Figura ll).

Luego de la conjugación se obtuvieron varias transconjugantes, y se seleccionaron

aquellas que presentaban el fenotipo esperado (de acuerdo al procedimiento descripto en

la sección VIII.3 de Materiales y Métodos), es decir capacidad de degradación de PHA

para aquellas que portaban el gen phaZ e incapacidad de degradación para aquellas que

portaban el plásmido vector. Una vez corroborado el fenotipo, se utilizaron algunas de

estas transconjugantes para realizar una curva de crecimiento en 0,5NE2P con caprilato

de sodio 0,5% y se seleccionaron tres que presentaban velocidad de crecimiento similar

para realizar los experimentos posteriores.
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Figura 11. Esquema de lo contrucción del plásmido mepCZ y su posterior introducción
en las cepas de P. pufida.
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I.3.1.Análisis de la acumulación y degradación de PHAen P. putida

GPo1ImepCZ, GPoSOO/mepCZ y GPoSOO/pBBR1MCS-2.

Para analizar la cinética del proceso de acumulación y degradación de PHA de las

cepas de P. putida que contenían el plásmido mepCZ, las bacterias se cultivaron en

0,5NE2P suplementado con caprilato de sodio a una concentración de 0,5% y Km a una

concentración de 10 ug/ml. En estas condiciones, la degradación de PHA comenzaba a

observarse recién luego de 48 hs de cultivo. Esto indicaba que existían diferencias con

respecto a la cinética de acumulación y depolimerización observada en la cepa salvaje,

GPol (Figura 9), que podrían adjudicarse a la presencia de los genes que codifican para

las enzimas PHA sintetasa y PHA depolimerasa en un plásmido de mediano número de

copias. Para acortar el tiempo transcurrido hasta el comienzo de degradación de PHA,

se decidió disminuir la concentración de caprilato de sodio a 0,25 %. Utilizando estas

condiciones, la degradación de PHA comenzaba luego de 24 hs de incubación en el

medio utilizado y presentaba una cinética parecida a la obtenida anteriormente para la

cepa GPol sin el plásmido mepCZ.

En la Figura 12 se observa que para todas las cepas el máximo contenido de PHA se

alcanza luego de 23 hs de cultivo, cuando las bacterias llegan a la fase estaciónaria. La

cepa P. putida GPoSOOcon el plásmido vector pBBRlMCS-Z, mantiene constante su

porcentaje de PHA en alrededor de un 27%. Las cepas P. putida GPol y GPoSOOcon el

plásmido mepCZ muestran, como era de esperar, una disminución en el contenido del

poliéster. El porcentaje máximo de PHA alcanzado por ambas cepas se encuentra

alrededor de un 20%. Dicho porcentaje comienza a disminuir después de las 24 hs de

cultivo, alcanzando un valor de aproximadamente 1% luego de 46 hs de cultivo. Cabe

destacar, que los porcentajes máximos de PHA alcanzados son menores a los obtenidos

para las cepas GPol y GPoSOOsin el plásmido mepCZ. Esto podría atribuirse al menor

contenido de caprilato de sodio (fuente de carbono utilizada para sintetizar PHA) en el

medio de cultivo.
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Figura 12. Curva de crecimiento y acumulación de PHA de P. parido GPol/planCZ.
6Po500/mepCZ y 6Po500/pBBR1MCS-2. Las bacterias se cultivaron en medio0,5NE2P

suplementado con capi-¡lata de sodio 0,25% y Km10 ¡ig/ml, con agitación a 32°C. Se
muestran los valores de ufc/ml (El: GPol/mepCZ O: GPo500/pBBR1MCS-2A:

GPo500/mepCZ) y el contenido de PHA(IzePol/ mepCZ O: GPOñOO/pBBRlMCS-ZA:
6Po500/ mepCZ) de las muestras tomadas a distintos tiempos.

|.3.2. Niveles intracelulares de ppGpp y ATP en P. putida

GPo1/mepCZ, GPoGOO/mepCZ y GPO500ÍpBBR1MCS-2.

Una vez conocida la cinética del proceso de acumulación y degradación de PHA en

las bacterias portadoras del plásmido mepCZ, se procedió a analizar el

comportamiento de las mismas en relación a la acumulación de ppGpp durante la

depolimerización.

Los resultados que se muestran en la Figura 13A indican que existe un aumento en

el nivel intracelular de este nucleótido aproximadamente 5 horas después del comienzo

de la degradación de PHA. Esto ocurre, tanto para la cepa GPol portadora del plásmido

mepCZ, como para la cepa mutante complementada, GPoSOO/mepCZ. Los niveles de

ppGpp en la cepa de P.putida GPoSOO con el plásmido vector permanecieron

constantes, al igual que el contenido de PHA.

Durante la fase exponencial de crecimiento también se observaron pequeños

aumentos en los niveles de ppGpp en las distintas cepas, sin embargo en este caso los

precursores para la síntesis de este nucleótido pueden provenir de otras vías

metabólicas.

Los máximos contenidos de PHA alcanzados se encontraron entre el 13 % y el 19%.
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El aumento en el nivel de ppGpp observado en las cepas GPol y GPoSOOportadoras del

plásmido mepCZ resultó menor al obtenido en la cepa GPol en el experimento

anterior. En dicho experimento la cepa GPol acumuló alrededor de un 45% de PHA

(Figura 10).

Este experimento se realizó por duplicado, observándose en ambos casos un pico en

el nivel intracelular de ppGpp posterior al comienzo de la degradación de PHA.

En la Figura 13B se muestran los resultados de la medición de los niveles de ATP.

En las bacterias capaces de degradar el polímero acumulado (GPol/ mepCZ y

GPoSOO/ mepCZ) existió un pequeño incremento en el nivel de ATP cuando

comenzaba a degradarse el polímero. Esto no ocurría en GPoSOO/pBBRlMCS-2. Cabe

destacar, que los niveles intracelulares de ATP en las bacterias capaces de depolimerizar

PHA fueron siempre mayores a los observados para la cepa mutante.
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Figura 13. Niveles intracelulares de ppGpp (A) o ATP (B) (símbolos vacios) y contenido
de PHA(símbolosrojos) en P. parido 6Pol/mepCZ (cuadrados), GPo500/mepa

(triángulos) y GPOSOO/pBBRIMCS-Z(circulos). Los bacterias se cultivaron en 0,5NE2P
suplementario con caprila'ro de sodio 0,25% y Km10 ¡ig/ml, con agitación o 32°C. Cada valor

en el gráfico, corresponde al promedio de la mediciónrealizado sobre dos muestras
independientes.
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Il. Resistencia al estrés y nivel intracelular de RpoS en

P. putida durante Ia degradación de PHA.

Como se mencionó en la Introducción, entre los genes inducidos por ppGpp se

encuentra el gen que codifica para el factor sigma de fase estacionaria, RpoS.

En fiJnción de los resultados descriptos en la sección anterior y considerando que, de

acuerdo con resultados previos, la capacidad de degradación de PHA aumentaba la

supervivencia y la resistencia al estrés en aguas naturales; el siguiente paso fue

determinar si existía un incremento en el contenido intracelular de cs durante la

degradación del polímero de reserva, lo cual daría lugar a su vez a un aumento en la

resistencia al estrés. Para cumplir con este objetivo se decidió analizar el nivel

intracelular de os durante la degradación de PHA mediante la técnica de InmunoBIot,

así como también evaluar la resistencia a estrés térmico y oxidativo en las mismas

condiciones.

Para realizar el mencionado análisis fue necesario estudiar previamente algunos

aspectos de la Respuesta general a estrés en P. putída cultivada en distintos medios, y

en distintas fases del crecimiento.

A su vez, para realizar el InmunoBIot fue necesario obtener un antisuero capaz de

reconocer la proteína RpoS de P.putida GPol.

II.1.Obtención del antisuero anti-RpoS

Para obtener el antisuero anti-RpoS de P. putida se construyó una proteína

recombínante RpoShisx6 a partir de la secuencia del gen rpoS de otra cepa de P. pulída

denominada KT2440. Se decidió utilizar la secuencia del gen rpoS de P. putia'a KT2440

debido a que dicha secuencia se encontraba ya publicada y hasta el momento no se

había logrado clonar aún el gen homólogo en P. putida GPol.
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II.1.1. Clonado del gen rpoS de P. putida KT2440 mediante PCR.

Construcción y expresión de Ia proteína RpoShisx6.

Para amplificar el gen rpoS de P. putída KT2440 se utilizaron los cebadores rpoSup

y rpoSlow que fueron diseñados en base a las secuencias adyacentes a dicho gen, que

estaba ya publicada (Ramos-González y Molin, 1998). Como era de esperar, se obtuvo

un fragmento de amplificación de alrededor de 1200 pb (Figura 14A).

Para verificar que se trataba del gen buscado, se realizó otra reacción de PCR

utilizando cebadores que habían sido diseñados en base a la región más conservada del

gen rpoS de Pseudomonas (Canosa et aL, 1999). Dichos cebadores amplificaban un

fragmento interno del gen de alrededor de 270 pb. Como se puede visualizar en la

Figura 14B, se obtuvo un fragmento del tamaño esperado, lo cual confirmó que el

fragmento clonado correspondía al gen rpoS.

l 2 3 4

nlpD rpoS

rpoSup9 eh rpoSIOW
E S 600pb_I‘Do un

3 300Db-—
iii4..Bmw

27o pb

Figura 14. (A) Amplificación mediante PCRdel gen rpoS de P.par/da KT2440. La
amplificación se realizó utilizando los cebadores rpoSup y rpoSIow. Calle 1: fragmento

obtenido a partir de DNA de P.pufla’a KT2440, calle 2: 7»HindIII, calle 3: control negativo
de PCR.(B). Amplificación por PCRutilizando cebadores internos (ErpoSZup y ErpoSZlow)

Calle 1: marcador de 100 pb de Invitrogen, calle 2: fragmento obtenido utilizando el
fragmento de 1255 pb obtenido en (A), calle 3: fragmento obtenido a partir de DNAde P.

par/da KT2440, calle 4: control negativo.

Para obtener la proteína recombinante RpoShisxó se utilizó la estrategia que se

detalla a continuación, y que se esquematiza en la Figura 15. El fragmento con el gen
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rpoS se clonó en el plásmido pGEM-T easy de Promega. Este clon se utilizó como

DNA molde para realizar otra PCR utilizando cebadores con secuencias para sitios de

restricción que permitieran su posterior clonado en el plásmido de expresión pQE3].

Como resultado de esta PCR, se obtuvo un fragmento de alrededor de 1 kb. Dicho

fragmento se clonó en el plásmido pGEM-T easy y posteriormente se digirió con las

enzimas BamHI y KpnI para su subclonado en el plásmido pQE3 l. Se obtuvieron varios

subclones, que se denominaron pQrpoS del número 1 al número 4. Con estos cuatro

clones se realizaron cultivos para inducir, mediante el agregado de IPTG, la expresión

de la proteína recombinante según como se detalló en la sección X.l de Materiales y

Métodos. En la Figura 16 se muestra el extracto proteico de uno de los clones, antes y

después de la inducción por IPTG.
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Figura 15. Construcción del plásmido de expresión PQrpoS. El gen rpas se representa en gris.
PO: región promotora y operadora bajo el control de Iac‘rosao IPTG. RBS: si‘riode unión al ribosoma.
En el gel se muestra el fragmento de amplificación obtenido con los cebadores rpoSBam y rpoSKpn.
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Figura 16. Inducción de la expresión de
la proteína RpoShisx6 mediante IPTG.
Calle lzmar‘cador de peso molecular de
SIGMA,calle 2: extracto de proteínas de
E cali con el plásmido pQrpoS antes de
la inducción, calle 3: el mismo extracto
luego de la inducción con IPTG.

66 kDa

45 kDa

36 kDa

29 kDa

II.1.2.Purificación de la proteína RpoShisx6.

La purificación de la proteína RpoShisx6 se realizó utilizando una columna de

Sepharosa acoplada a Ni-NTA (níquel-ácido nitrilotriacético). En este tipo de superficie

el hexapéptido de histidina de la proteína recombinante queda inmovilizado por

interacción con la carga positiva del ion Níquel. La elución de la proteína de la columna

se realiza utilizando un buffer de pH ácido.

El primer intento de purificación de la proteína recombinante se realizó en

condiciones nativas. Sin embargo, en estas condiciones fue imposible obtener el pegado

de la proteína a la columna, probablemente porque la proteína nativa adoptaba una

conformación que escondía el hexapéptido de histidina.

La purificación en condiciones desnaturalizantes se realizó agregando B­

mercaptoetanol y Tween 20 al buffer de elución, ya que de otra manera la proteína eluía

con muchos contaminantes. En la Figura 17 A se muestra el gel de SDS-PAGE

correspondiente a los distintos pasos de purificación de la proteína RpoShisx6. La

proteína purificada tenía un peso molecular entre 36 y 45kDa (el peso molecular

estimado es de 38 kDa) (Figura 17B).

La proteína purificada se utilizó para inocular ratones con el objetivo de obtener un

antisuero anti-RpoS para ser utilizado en los experimentos de InmunoBlot.
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Figura 17. (A) Gel de SBS-PAGEcon las fracciones correspondientes a la purificación de
la proteína Rposhisxó. Calle 1: porción del extracto no unido a la columna, calle 2: eluido del
primer lavado a pH 6,3, calle 3: eiuido del segundo lavado a pH 6,3, calles 4 a 7: eluido a pH
5,9: calles 8 a 10: fracciones eluidas a pH 4,5. (B) Proteína Rposhisxó purificada junto al

marcador de peso molecular.

II.1.3.Titulación del antisuero anti-Rpos

Los antisueros se titularon mediante la técnica de InmunoBlot, utilizando como

fuente de antígeno extractos proteicos de P. putída GPol crecida en ME caprilato de

sodio 0,25% hasta una D0530nmde aproximadamente 0,8.

Se obtuvieron 2 antisueros de ratón anti-RpoS. Ambos revelaban una banda de

aproximadamente 40 kDa. Uno de ellos presentaba un título de 1/300 y el otro tenía un

título de 1/1200. Este último fue el que se utilizó para todos los experimentos de

InmunoBlot.

ll.2. Construcción de la mutante rpoS P. putida 50-9.

Con el objetivo de obtener un control que pudiera ser utilizado para confirmar la

detección de la proteína RpoS mediante InmunoBlot con el antisuero obtenido, se

decidió construir una mutante rpoS de P. putida GPol.
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Dado que el clonado del gen rpoS de P. putida GPol estaba resultando dificil, y

teniendo en cuenta el alto grado de homología entre las secuencias de rpoS de diferentes

especies de Pseudomonas, se decidió utilizar el gen de P. putida KT2440 para la

construcción de la mutante.

ll.2.1. Interrupción del gen rpoS utilizando un casete con resistencia

a kanamicina. Construcción del vector pGrpoS::Kmr

La estrategia utilizada para la construcción de la mutante rpoS consistió en la

interrupción del gen clonado con un casete de kanamicina y su posterior inserción en el

cromosoma de P. putida GPol mediante recombinación homóloga (Figura 18).

Analizando la secuencia del gen rpoS de P. putida KT2440, se encontró un sitio de

restricción para la enzima PmlI aproximadamente en la mitad del gen rpoS. Dicha

enzima corta el DNA generando extremos romos.

Para realizar la interrupción del gen, se utilizó un fragmento del plásmido pUC4K

que contiene el gen de resistencia a kanamicina (casete kanamicina). Para liberar dicho

fragmento, el plásmido pUC4K se digirió con la enzima Sal]. Posteriormente el casete

cortado con Sal] se trató con la endonucleasa Mung Bean para generar extremos romos

y poder realizar el ligado del casete así tratado con el plásmido pGrpoSKT244O cortado

con la enzima PmlI. Con este ligado, se transformó E. coli DHSa y se seleccionó por

resistencia a Amp y Km.

Como resultado de la transformación se obtuvo una colonia. Para verificar que se

trataba del clon con la construcción buscada, se realizó la extracción plasmídica y se

digirió con EcoRI. Como resultado de la digestión se obtuvieron 2 fragmentos, uno de

3000 pb correspondiente al vector y otro de aproximadamente 2500 pb, que

correspondía al gen rpoS de P. puria'a KT2440 interrumpido con el casete de Km

(Figura 18). Dicho plásmido fue denominado pGrpoSzsz'.
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Figura 18. Construcción del plósmido p6rpo5::l<m'. En el gel se muestran los fragmentos
obtenidos como resultado de ia digestión con Eco/212Calle 1:p6rpoS::KmPsin cortar, calle 2:
el mismo plásmido cortado con EcaRL calle 4: marcador de 1 kb de BRL.

84



Resultados

ll.2.2. Construcción del plásmido pKNGrpoS::Kmr y pasaje por

conjugación a P. putida GPo1.

Con el objetivo de transferir el gen rpoS interrumpido por el casete de Km a P.

putida GPol, se realizó un subclonado del fragmento rpoS::Kmr del plásmido

pGrpoS::Kmr al plásmido pKNGlOl. Este último vector es un plásmido movilizable,

incapaz de replicar en ausencia de la proteína n (codificada por el gen pir), y que

además permite la selección positiva de dobles recombinantes por resistencia a sacarosa

debido a la letalidad condicional de los genes sacBR (Kaniga et al., 1991). Para realizar

este subclonado el fragmento rpoSzszr fue liberado del plásmido pGrpoS::Kmr por

corte con las enzimas ApaI y Sal], y luego ligado en los sitios homólogos presente en el

vector pKNGlOl. Como resultado se obtuvo el plásmido pKNGrpoSzsz'.

El plásmido pKNGrpoSzszr fue introducido por conjugación en P. putida GPol

utilizando a la cepa E. coli Sl7-l A pir como dadora. La selección se realizó en ME

caprilato de sodio 0,25 %, suplementado con Km 25 pg/ml y 10% de sacarosa.

Posteriormente se realizó una réplica en placa de las colonias obtenidas para ver cuales

de estas colonias eran resistentes a Km y sacarosa, y a su vez sensibles a Sm. Este

fenotipo, estaría indicando la pérdida del vector pKNGlOl y la adquisición de la

resistencia a Km por recombinación homóloga con el gen rpoS. Se pasaron 200 colonias

por réplica en placa, cuatro de las cuales resultaron resistentes a Km y sacarosa, y

sensibles a Sm.

ll.2.3.Verificación del genotipo de las mutantes rpoS mediante PCR.

Para verificar la interrupción del gen rpoS en el genoma de P. putida GPol se

realizó una PCR utilizando oligonucleótídos degenerados, denominados rpos2up y

rpoSZlow, que se diseñaron en base a las secuencias del gen rpoS de P. putia’a KT2440,

P.fluorescens Pf-S y P. aeruginosa PAO-l.

El cebador rpos2up se une al DNA 580 pb antes del sitio donde se encuentra

introducido el casete de Km, y el cebador rpoS2low lo hace 333 pb después. El

fragmento esperado de amplificación del gen rpoS salvaje utilizando estos cebadores es
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de 913 pb, mientras que si se encuentra el casete de Km interrumpiendo el gen el

fragmento esperado es de 2165 pb.

En la Figura 19 se muestra el resultado de la amplificación por PCR de varias

colonias transconjugantes Km', Sacr y Sms. Como puede observarse, dos de esas

colonias dan un fragmento de amplificación que correspondería al tamaño esperado del

gen rpoS interrumpido por el casete de Km, mientras que el resto de las colonias dan un

fragmento de amplificación que corresponde al gen rpoS salvaje.

Una de las colonias que presentaban la inserción del casete de Km en el gen rpoS se

seleccionó para continuar con el análisis fenotípico. A esta cepa de P. putída’, mutante

en el gen rpoS se la denominó P. putida UBA 50-9.

123456789

2072pb
1500pb

SOOpb

Figura 19. Verificación del genotipo de las supuestas mutantes rpas mediante PCR.
Calle 1: marcador de 100 pb de Invitrogen, calle 2: fragmento obtenido utilizando DNA de

P.put/da GPol, calle 3 a 5: colonias con genotipo salvaje (fragmento de 913 pb), calle 6 y 7:
colonias con genotipo mutante (inserción del casete, fragmento de 2165 pb), calle 8:
fragmento obtenido utilizando el plásmido PKNGrpoSIIKm",calle 9: control negativo.

II.2.4Verificación del fenotipo de la mutante rpoS P. putida

UBA 50-9.

Las mutantes rpoS se caracterizan por su sensibilidad a la exposición al agua

oxigenada. El gen katE, que codifica para una catalasa, se induce mediante RpoS

durante la entrada en fase estacionaria. Por este motivo se probó la tolerancia a H202 de
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Ó
Ü cultivos en fase de crecimiento exponencial y en fase estacionaria de P. putida GPol y

P. putída 50-9 (Tabla 8).

. En células en fase de crecimiento exponencial no se observó diferencia en cuanto a
‘. la tolerancia a H202 entre la mutante rpoS y su cepa parental. Sin embargo, cuando se

. utilizaron células en fase estacionaria, el halo de inhibición de la cepa mutante como

resultado de la exposición al agente oxidante resultó aproximadamente 20% mayor que

el halo de inhibición para la cepa salvaje.

, Tabla 8. Sensibilidad al estrés
oxidativo de P. put/da GPol y su
correspondiente mutante rpoS P.
parido UBA50-9. Se tornó el diámetro
en milímetros del halo de inhibición como

medida de la sensibilidad a HZOZ.Los

valores corresponden a medias i 15D.

Rpos' 21,3 :l:0,5

, ll.2.5. Observación de la acumulación de PHAen las mutantes para

el gen rpoS.

, Si bien las mutantes rpoS fueron aisladas en medio mínimo, posteriormente resultó

a muy difícil hacerlas crecer en dicho medio. Esto resultó extraño, ya que no está

descripto que las mutantes rpoS tengan dificultades para crecer en medio mínimo y en

general las velocidades de crecimiento de dichas mutantes no difieren con las de las

cepas salvajes para este gen.

A pesar de eso, se decidió observar si las cepas mutantes para rpoS acumulaban

PHA normalmente. Para la acumulación del polímero, tanto la cepa P. putida UBA 50-9

como la otra mutante rpoS obtenida se cultivaron en ME suplementado con caprilato de

sodio 0,25%. El crecimiento fue muy lento, obteniéndose una D0580nm=0,8 recién

, después de 2 días de incubación a 30°C. A esta densidad óptica, las cepas mutantes para

rpoS eran capaces de acumular PHA, de acuerdo con la observación microscópica de las

células teñidas con Azul del Nilo.
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II.3.Detección de la proteína RpoS mediante InmunoBIot.

Una vez obtenida la mutante rpoS de P. putída, se procedió a realizar la prueba con

el antisuero anti-RpoS. Para la detección de os se utilizaron cultivos en fase estacionaria

crecidos en LB caldo, ya que, como se mencionó anteriormente, dicho factor de

transcripción se induce durante la entrada en fase estacionaria.

En la Figura 20 se observa el gel de SDS-PAGE (Figura 20 A) y el correspondiente

InmunoBlot (Figura 20 B) utilizando el antisuero anti-RpoS, de extractos celulares de P.

putída GPol, P. putída UBA 50-9 y de la proteína RpoShisx6 purificada. En la Figura

20 B se puede visualizar que el extracto correspondiente a P. putída GPol muestra una

banda de tamaño similar a la de la proteína RpoShisx6 cuando se expone al antisuero

anti-RpoS. No se obtuvo ninguna banda cuando se utilizó un extracto proveniente de la

cepa mutante UBA 50-9. Esto indica que el antisuero estaría reconociendo la proteína

buscada.

Figura 20. Gel de SDS-PAGE y correspondiente Inmunob/of de extractos de P. par/da
GPol y P. pufida rpaS 50-9 utilizando el antisuero anti-Rpos de P. pufída KT2440.
(A). Gel de SDS-PAGE teñido con azul de Coomasie. Calle 1: marcador preteñido de NEB,
calle 2: 30 ug de extracto proteico de P.put/da GPol crecida en LBcaldo durante 16 hs,
calle 3: 30 ug de extracto proteico de P.put/"da50-9 crecida en LBcaldo durante 16hs,
calle 4: 0,2 ug de RpoShisx6 purificada. (B) Inmunob/of con antisuero anti-RpoS. Calle 1:

RpoShisx6, calle 2: extracto de P.pufia’a 50-9, calle 3: extracto de P.put/da GPol.
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Il.4.Clonado del gen rpoS de P. putida GPo1 mediante PCR.

Paralelamente a la construcción de la mutante rpoS y a la fabricación de la proteína

recombinante Rposhisxó se realizó el clonado del gen rpoS de P. putida GPol mediante

amplificación por PCR. Para diseñar los cebadores utilizados para la reacción de PCR,

se realizó un alineamiento de las secuencias correspondientes al gen rpoS de varias

Pseudomonas. Uno de estos cebadores se diseñó en base a la comparación de las

secuencias flanqueantes al extremo 5' del gen y se denominó rpoSZup. Dado que la

secuencia adyacente al extremo 3' de rpoS se hallaba poco conservada, se decidió

analizar si existía homología en la secuencia del gen adyacente. Analizando la región

flanqueante al gen rpoS de las especies de Pseudomonas fluorescentes presentes en

bases de datos, se encontró que en todas las especies el gen adyacente hacia el extremo

3' era el gen fdxA, el cual codifica para una ferredoxina. Este gen se encuentra

codificado en la cadena de DNA complementaria a la que codifica para cs. La

comparación de la secuencia carboxi-terminal de la proteína FdxA entre P. syringae, P.

putida KT2440 y WCS358, P. aeruginosa y P. fluorescens mostró una alta homología,

lo cual permitió el diseño del otro cebador que se utilizó en la PCR, al cual se lo llamó

fdxA (Figura 21A).

La amplificación por PCR del DNA de P. putida GPol, utilizando los cebadores

mencionados y las condiciones que se detallaron en Materiales y Métodos, generó dos

fragmentos de distinta intensidad. El fragmento de mayor intensidad tenía un tamaño de

aproximadamente 1400 pb y el de menor intensidad, 1600 pb (Figura ZlB). El tamaño

esperado de amplificación de acuerdo con la secuencia de P.purida WCS358 era de

1588 pb.

Para realizar la identificación de los fragmentos obtenidos, se realizó una segunda

PCR utilizando como molde cada uno de estos fragmentos por separado. Los cebadores

utilizados para esta PCR fueron diseñados por Canosa et al. (1999) en base a la región

más conservada de rpoS entre las especies de Pseudomonas (Ramos González y Molin,

1998). Estos cebadores, denominados ErpoSZup y ErpoSZlow, fueron los mismos que

se utilizaron en la sección II.l.l para la amplificación del fragmento interno del gen

rpoS de P. putida KT2440. Como se puede observar en la Figura 2lC, el único

fragmento que dio amplificación positiva fue el fragmento de mayor tamaño. Dicho

fragmento se clonó en el plásmido pGEM-T easy de Promega y se envió a secuenciar a

la compañía Anagen.
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Figura 21. (A) Representación esquemática del gen ¡"pas y su región adyacente, junto con
los cebadores utilizados para Iaamplificación de dicho gen. (B). Fragmentos obtenidos

mediante amplificación por PCRutilizando los cebadores rpoSZup y fdxA. Callel: fragmento
obtenido a partir de DNAde P.put/da GPol, calle 2: fragmento obtenido utilizando como

molde DNA de P.put/da KT2440, calle 3: control negativo de PCR,calle 4: marcador de lkb
de BRL.(C). Amplificación por PCRutilizando los cebadores internos (ErpoSZup y

ErpoSZlow) para el gen rpos. DNA utilizado como molde en cada caso: calle2: DNA de P.
put/da GPol, calle 3: fragmento 1 obtenido en (B), calle 4: fragmento 2 obtenido en (B),

calle 5: control negativo (HgO).

La secuenciación del gen rpoS se realizó por caminado cromosómico, es decir a

partir de la secuencia inicial obtenida utilizando los cebadores universales M13, se

diseñaron nuevos cebadores (internos) y se continuó la secuenciación. Además de los

cebadores universales (M13F y M13R) se utilizaron un total de 4 cebadores para la

secuenciación completa del gen en las dos direcciones.

En la Figura 22 se muestra la secuencia completa del gen rpoS de P. putida GPol,

que posee un tamaño de 1007 pb. Este gen codifica para una proteína de un tamaño

estimado de 38 kDa.
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Figura 22. Secuencia nucleofidíca del gen rpas de P. pufida GPol. En letra gris se
muestra la secuencia codificante. La secuencia sombreado corresponde a la secuencia de

Shine Dalgarno.

Las secuencias depositadas en las bases de datos que mostraron mayor porcentaje de

identidad con la secuencia de rpoS de P. putída GPol fueron las secuencias de rpoS

correspondientes a dos cepas de P. putida aisladas de suelo, KT2440 (92% de identidad)

y WCS358 (91% de identidad) (Tabla 9).

Asimismo, al realizar el alineamiento de la secuencia deducida de aminoácidos de

GS de P. putída GPol con secuencias de RpoS de otras Pseudomonas y de

enterobacterias, se observó que la mayor identidad corresponde a las secuencias de

RpoS de P. putída KT2440 (Identidad: 98%, Similitud: 99%) y P. putída WCS358

(Identidad: 97%, Similitud: 99%). El porcentaje de identidad del RpoS de P. putida
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GPol con la secuencia de la proteína homóloga en enterobacterias se encuentra

alrededor del 66 % (porcentaje de similitud de 77%) (Tabla 9).

El alto porcentaje de identidad entre la secuencia de rpoS de P. putida GPol y la de

P. putida KT2440, sustentó la utilización del gen rpoS de KT2440 para la construcción

tanto de la mutante rpoS, como de la proteína recombinante RpoShisx6 a partir de la

cual se obtuvo el antisuero anti-RpoS utilizado en este trabajo.

Si bien se logró secuenciar el gen rpoS completo, no fue posible obtener la

secuencia de DNA adyacente al extremo 3' de dicho gen. Esto podría deberse al alto

contenido G+C de la región (alrededor de un 50% en otras especies de Pseudomonas) y

a la probable presencia de secuencias terminadoras de la transcripción.

Tabla 9. Porcentajes de identidad y similitud del gen rpoS y de la secuencia
aminoacídica del factor sigma Rpos de P. pufía'a GPol con otros genes rpoS y

secuencias aminoacídicas de Rpos presentes en bases de datos.

% de identidad Proteína
en la secuencia
de DNA

P. putida KT2440 92

P. chlororaphis 85 92 95

P. syringae pv. tomato 82 90 94

P. tolaasz'i

A. vinelandíi 83 85 92

S flexneri A 83 66 Hv 77

S. thyphimurium 83 66 77
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