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RESUMEN

Los microorganismos psicrotolerantes pueden sobrevivir y reproducirse a bajas
temperaturas superando los limites impuestos por ambientes permanentemente frios.
Una estrategia exitosa empleada por los mismos es colonizar el interior de las rocas, un
habitat que proporciona amortiguacion térmica y estabilidad fisica. Mediante
metagendmica descriptiva con foco en el metabolismo microbiano se han encontrado un
namero considerable de genes implicados en la tolerancia/resistencia a metales en estas
comunidades. Entender la interaccién de los microorganismos endoliticos con metales
contribuye al conocimiento sobre mecanismos muy poco estudiados en estas
comunidades y también podria derivar en potenciales aplicaciones en procesos de

bioremediacion.

En nuestro laboratorio contamos con una coleccion de 26 aislamientos de
bacterias endoliticas antarticas que presentaron tolerancia a distintos metales. Nos
planteamos entonces el uso de la multigenémica funcional como herramienta de
bioprospeccion para la identificacion de genes que codifiquen mecanismos involucrados
en la tolerancia a metales y produccion de pigmentos en dichos aislamientos. Una de las
grandes limitantes que tiene esta aproximacion es que la identificacion de una funcién
dependera de una correcta expresion heter6loga del ADN ambiental en el hospedero
seleccionado. Habitualmente, las biblioteca metagendmicas/multigendmicas funcionales
utilizan como hospedero a Escherichia coli, evaluando las distintas actividades a 37°C.
En el caso de enzimas psicrofilas, esto puede resultar en la inactivacion o en una
disminucion considerable de su actividad. Como aproximacion novedosa planteamos la
utilizacion de hospederos psicrotolerantes para la construccion de las bibliotecas,

estrategia que no se ha implementado hasta el momento.

La presente tesis procura contribuir al conocimiento de las comunidades
bacterianas endoliticas de ambientes frios a través de la construccion de vectores
hibridos, seleccién y puesta a punto de hospederos alternativos, asi como la
construccion de multigenotecas funcionales, buscando clones tolerantes a distintos

metales.

Con este objetivo en mente, se disefid una estrategia para la construccion de un

plasmido hibrido replicable en Pseudomonas y Arthrobacter psicrotolerantes que fueron
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previamente aisladas en nuestro laboratorio. Este plasmido hibrido se basa en la
utilizacion de los vectores modulares SEVA y la incorporacion en dicho andamio de un
origen de replicacion (pCG100) funcional en Arthrobacter. Mediante esta aproximacion
se logré construir el vector hibrido pSEVA231-pCG100. Este vector se replico
satisfactoriamente en E. coli, Pseudomonas putida y aislamientos de Pseudomonas
antarticas. Si bien el vector no fue capaz de replicarse en Arthrobacter, no podemos
descartar que sea debido a la incapacidad de inducir el estado de competencia o de
introducir ADN foraneo en estos hospederos psicrotolerantes. Sin embargo, mutaciones

en la secuencia del pCG100 pareceria ser la explicacion mas plausible.

Paralelamente se caracterizd la coleccion de aislamientos de Arthrobacter y de
Pseudomonas y se seleccionaron potenciales hospederos. Se logrd inducir la
competencia y transformar las cepas de Pseudomonas con eficiencias del orden de 10°.
Si bien se utilizaron varias estrategias para transformar Arthrobacter, no se logr6 aun
usando el vector pART2, el cual ha sido reportado en otras cepas de este género. Las

posibles causas son discutidas.

En una primera aproximacién, se decidid poner a punto la construccion de
multigenotecas utilizando una mezcla de ADN gendmico de los 22 aislamientos
endoliticos antérticos y E. coli DH5a como cepa hospedera. La biblioteca se construy6
utilizando el vector pSEVA232, el cual contiene el origen de replicacion pBBR1. Esta
region es funcional en Pseudomonas por lo que la biblioteca o clones particulares
pueden ser transferidos a este hospedero alternativo. Se generd en E. coli una biblioteca
de 275 clones, los cuales fueron analizados funcionalmente evaluando tolerancia a
distintos metales. Se evalué tolerancia a Ag*', Co*%, Cu*), Mn*?, Ni*? y Zn*?. Se
identificaron 5 clones que presentaron tolerancia a Ag™ y 5 a Co*. Se confirmé la
asociacion del fenotipo de tolerancia con la presencia del plasmido para 3 de los clones
con resistencia a Co™® pero ninguno de los clones con resistencia a Ag*™ confirmé la

asociacion del fenotipo con la presencia del plasmido.

Los 3 plasmidos que confieren resistencia a Co®* presentan distinto perfil de
restriccion, sugiriendo que contienen fragmentos de ADN multigenémico distintos.
Como perspectiva inmediata de este trabajo proponemos la secuenciacion de estos
plasmidos de manera de determinar si se pueden inferir posibles genes relacionados con
el metabolismo de metales a partir de la comparacion con bases de datos. También

planteamos la introduccion de estos pldsmidos en los aislamientos de Pseudomonas
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antarticas seleccionadas, de manera de determinar si también otorgan tolerancia a Co*

en este hospedero o si la funcion codificada depende del contexto genémico.
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1. INTRODUCCION

1.1. Los desafios de las bajas temperaturas y las

adaptaciones de sus sobrevivientes

La capacidad de los microorganismos psicrotolerantes de sobrevivir e incluso
reproducirse a bajas temperaturas implica poder superar los limites impuestos por
ambientes permanentemente frios. Estos desafios incluyen: actividad enzimética
reducida, disminucion de la fluidez de la membrana, transporte alterado de nutrientes y
productos de desecho, disminucion de las tasas de transcripcion, traduccion y division
celular, desnaturalizacién de proteinas, plegamiento inadecuado de proteinas, y

formacion de hielo intracelular*?.

Estos microorganismos han desarrollado con éxito distintas adaptaciones para
superar los efectos desfavorables de las bajas temperaturas y permitir su desarrollo en
entornos extremos. El pilar de estas adaptaciones se concentra en las proteinas, siendo
éstas las protagonistas para el desarrollo sustentable del flujo metabdlico, ralentizado
por las bajas temperaturas. Gracias a una mayor flexibilidad en regiones claves de su
estructura molecular, las proteinas adaptadas al frio pueden compensar los efectos de la
congelacion en su estructura tridimensional' ®, logrando, de esta manera, controlar el
equilibrio entre los sustratos y los productos, marcando los limites para el correcto
influjo de nutrientes, la salida de productos de desecho, los ensamblajes

macromoleculares, la dindmica de 4cidos nucleicos y el plegamiento apropiado®.

Las enzimas adaptadas al frio poseen una mayor flexibilidad que sus
contrapartes mesofilas, proporcionandoles una alta actividad especifica a pH neutro y
temperaturas moderadas. Estas propiedades generan interés por su gran potencial
biotecnoldgico ya que son enzimas capaces de llevar a cabo procesos bioquimicos a
temperaturas moderadas, lo que implica menores costos al no ser necesario invertir en
energia para poner en marcha un proceso dependiente de temperatura. En base a estas
caracteristicas, los ambientes frios son sitios plausibles para la bioprospeccion de

nuevas especies, procesos, y enzimas con potencial aplicacion biotecnolégica™® .

14



1.2. Bacterias endoliticas: “semillas de vida en tierras

infértiles”

Grande es la curiosidad que despierta el entender la vida e incluso ir mas alla,
hasta los origenes de ésta. Fue el quimico sueco y premio Nobel Svante August
Arrhenius quien, en 1908, propuso la palabra “panspermia” para explicar los
comienzos de la vida en la Tierra®. A grandes rasgos, plantea la llegada de ésta a través
de “semillas” desde fuera de nuestro planeta, meteoritos que cayeron sobre la faz de la

Tierra cargados de microorganismos.

Antes de poder evaluar la posibilidad de que la vida resiste viajes
interplanetarios, es necesario evidenciar su desarrollo dentro de rocas en ambientes tan
extremos como las regiones permanentemente frias de nuestro planeta. En ambientes
extremadamente aridos una estrategia exitosa empleada por los microorganismos para
afrontar las dificultades ambientales es colonizar el interior de las rocas, un habitat que
proporciona amortiguacion térmica y estabilidad fisica. Ademas otorga proteccion
contra la radiacién UV incidente y frente a eventos de congelacion-descongelacion.
Pero por sobre todo, la retencion de agua en la red de poros y fisuras de las rocas otorga

la humedad necesaria para sustentar la vida® ™.

Es entonces el espacio poroso
de las rocas un habitat microbiano EPILITOS ™

&

CASMOENDOLITOS

7z

(epilitos) y los que viven en la zonaen . CpIPTOENDOLITOS’EUENDOLITOS
inali / YOl
contacto con el suelo (hipolitos). /// SLLa4 //
Aguellos que viven propiamente YA
dentro de la roca se denominan Figura 1. Esquema de los habitats de los
microorganismos liticos. Los microorganismos

endolitos 'y, dependiendo si se epiliticos habitan la superficie de la roca mientras

. . que los hipoliticos la parte inferior en contacto con
encuentran habitando fisuras, el suelo. Los endoliticos habitan en el interior de la
roca, ya sea en poros (criptoendoliticos) o fisuras

(casmoendoliticos). Modificado de Golubik, et al. *2

ubicuo y una interfaz entre la biologia

y la geologia®. Los microorganismos

liticos se diferencian en aquellos que

colonizan la superficie de la roca

cavidades, o bien penetran activamente

la roca degradando el sustrato, se les
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clasifica como casmoendolitos, criptoendolitos y euendolitos, respectivamente (Figura
1)10,12

Se estima que las comunidades endoliticas son las més simples conocidas,
ofreciendo sistemas modelo para la ecologia microbiana, geobiologia y astrobiologia,
donde los patrones de interaccion entre su biodiversidad y el ambiente pueden ser

escalados a los observados en sistemas mas complejos®.

La naturaleza fisica y quimica de los ambientes endoliticos y su influencia en los
patrones de colonizacion microbiana sugieren que las comunidades endoliticas estan
adaptadas de manera unica a la vida en ambientes donde las condiciones son extremas.
Curiosamente, los organismos encontrados en un mismo ambiente litico estan
estrechamente relacionados en todo el mundo®. Pese a su gran capacidad de adaptacion
metabolica a las condiciones impuestas por el ambiente, poco se conoce de los
mecanismos que sustentan dicha adaptacion, constituyendo asi un area de investigacion

cientifica a explorar™.

El actualismo afirma que los fendmenos actuales operan de modo similar a los
del pasado. Segun esta teoria, las comunidades endoliticas junto con los procesos
geobioldgicos hoy en dia estudiados, proporcionarian pistas sobre la historia de la vida
en la Tierra y permitirian idear donde existe potencial para la vida en otras partes del
Sistema Solar’.

1.3. Metales: toxicidad & tolerancia

Las comunidades endoliticas se caracterizan por formar complejas matrices
extracelulares que estructuran una base de contacto directo con las superficies
minerales. Las sustancias poliméricas extracelulares y las biomoléculas asociadas a las
mismas (enzimas extracelulares, sideroforos y acidos organicos), estan involucradas en
procesos que disuelven o alteran los minerales con el consecuente secuestro de

nutrientes como hierro (Fe), fésforo (P), calcio (Ca), magnesio (Mg) y metales trazas™*.

Los metales varian en sus caracteristicas fisicoquimicas, lo que conlleva a
diversas interacciones entre éstos y los seres vivos, dependiendo del rol biolégico que
cumplen en su metabolismo o formando parte del entorno que los rodea'*™. La

utilizacion microbiana de ciertos metales traza puede proporcionar informacion sobre la
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antigiiedad y la evolucion de los grupos microbianos, asi como los mecanismos

metabélicos subyacentes™®’.

Los metales se pueden clasificar en cuatro grandes grupos de acuerdo a su
funcién biologica, toxicidad y concentracion en las células vivas. El primero esta
compuesto por metales como sodio (Na), magnesio (Mg), potasio (K) y calcio (Ca), que
estan presentes en alta concentracion (mM) en las células. Estos metales son necesarios
para un correcto desarrollo celular, ya que estan involucrados en el metabolismo bésico
como la produccion de energia o el mantenimiento de la integridad de las paredes

bacterianas'**8°, El

segundo grupo engloba a un buen nimero de los metales de
transicion ubicados en la primera fila de la tabla periédica, como manganeso (Mn),
hierro (Fe), cobalto (Co), niquel (Ni), cobre (Cu) y zinc (Zn). Estan presentes en baja
concentracion en las células (UM) y participan en muchos procesos biol6gicos, como la
produccién de energia y las reacciones de déxido-reduccion, y también estabilizan la
estructura de las proteinas *" 2! El tercer grupo incluye metales t6xicos con muy pocas
funciones biolégicas como vanadio (V) y molibdeno (Mo)**?. El cuarto y tltimo grupo
incluye aquellos metales considerados altamente toxicos, sin funcion bioldgica

conocida, cuya presencia dentro de las células es toxica y letal™.

A pesar de sus potenciales funciones bioldgicas, el segundo y tercer grupo de
metales también son toxicos a altas concentraciones y su adquisiciéon y acumulacion en
células bacterianas est4, por lo tanto, finamente regulada™. Las bacterias poseen
distintos mecanismos implicados en la detoxificacion y transformacion de metales.
Estos pueden involucrar fendmenos de transporte que contribuyen a la disminucién de
la captacion y/o aumento del eflujo. Otros mecanismos afectan las transformaciones
redox e implican quelacion y/o precipitaciéon intracelular. También pueden inducir la
mineralizacion al causar cambios fisicoquimicos en el ambiente®, por ejemplo la

mineralizacion de Ca y Mg en estromatolitos*.

Existe un enorme potencial que recae en la capacidad que tienen los
microorganismos de generar cambios en la especiacion, toxicidad y movilidad de los
metales, asi como la formacion de minerales, su disolucion o el deterioro de los mismos.
Dichos mecanismos son componentes importantes de los ciclos biogeoquimicos
naturales para los metales, asi como de los elementos asociados en la biomasa, el suelo,

las rocas y los minerales®.

17



Puntualmente, para comunidades endoliticas antarticas, hay antecedentes
recientes del uso de aproximaciones metagendmicas con foco en el metabolismo
microbiano, donde se han encontrado un nimero considerable de genes implicados en la
tolerancia/resistencia a metales®®. Por lo tanto, es interesante conocer aquellas
caracteristicas funcionales que impulsan la supervivencia y el ensamblaje de dichas
comunidades en ambientes extremos, asi como los procesos biogeoquimicos
involucrados. Entender, por ejemplo, la interaccion de los microorganismos endoliticos
con metales podria derivar en potenciales aplicaciones en procesos de

biorremediacion?®.

1.4. Pigmentos: su importancia en microorganismos

antarticos

Las rocas son, en su mayoria, ambientes oligotroficos capaces de sustentar la
vida microbiana. La poca disponibilidad de nutrientes implica que los ecosistemas
endoliticos microbianos dependen de productores primarios, generalmente de
microorganismos fotoautétrofos?®. Estos, y otros microorganismos fotdtrofos, con
frecuencia habitan a unos pocos milimetros de la superficie de la roca que se encuentra
expuesta a los rayos de luz. Los factores que controlan la distribucion y abundancia de
microorganismos fototrofos, asi como sus distintas pigmentaciones en dichos

ecosistemas no se conocen®?’.

Se ha reportado una alta prevalencia de aislamientos pigmentados obtenidos a
partir de distintas muestras de ambientes frios, sugiriendo que los pigmentos cumplen
una funcién relevante en dichos ambientes®?°. Una hipétesis es que cumplen un rol en
la respuesta al estrés ambiental ayudando a su capacidad de supervivencia®®, habiendo

evidencia de casos donde se aumenta su sintesis en presencia de metales™.

1.5. Metagenomica y multigenomica funcional:
herramientas de bioprospeccion

La biodiversidad presente en nuestro planeta, particularmente la microbiana, es

la mayor fuente de recursos biotecnolégicos. La busqueda de nuevos biocatalizadores

por medio del cultivo de microorganismos es una estrategia cominmente utilizada. Esta

aproximacion limita el estudio sélo a aquellos microorganismos que pueden crecer en
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condiciones de laboratorio, representando una

parte muy pequefia de la diversidad microbiana %
en maltiples ecosistemas (1-5%)*" . g

Surge asi la metagenomica funcional %%
como  herramienta  de  bioprospeccion, @

permitiendo acceder al potencial genético de

Expresion de

I microorganism habitan un
todos los croorganismos que habitan u Ia biblioteca

ambiente, incluyendo aquellos que no se ajustan a
las condiciones de cultivo del laboratorio. Esta
aproximacion tiene como grandes ventajas la
posibilidad de acceder a genes novedosos para la
funcién buscada, y el poder evaluar varias
funciones de interés simultaneamente®® . En
sintesis, el método consiste en el aislamiento del
ADN total de una muestra, la creacién de
bibliotecas metagendmicas en bacterias de uso

corriente en el laboratorio, y el posterior analisis

funcional de las  bibliotecas®**.  Esta

aproximacion presenta multiples sesgos que van

desde el método de extraccion de ADN utilizado, ~ F'9ura 2. Representacion del cuello de
botella en un anélisis metagendmico.

hasta los medios de cultivo seleccionados para la ~ Modificado de Ekkers, et al. **

basqueda de funciones. Esto implica que existe

un gran cuello de botella, no pudiendo acceder a todo el potencial presente en una

muestra ambiental (Figura 2). Sin embargo, este abordaje experimental ha permitido la

identificacion de multiples enzimas, asi como también compuestos antimicrobianos y

genes de resistencia a antibiéticos, entre otros®®.

De todas maneras, la creacion de colecciones de microorganismos cultivables y
su andlisis funcional sigue siendo una aproximacion simple, rapida y no muy costosa
para identificar funciones de interés biotecnoldgico. Una de las limitantes de la
aproximacion clasica es determinar qué gen/genes son responsables de las funciones
observadas, ya que implica contar con herramientas geneéticas para los distintos
microorganismos o tener informacion de secuencias con funcion similar que permita su

deteccion mediante técnicas moleculares. Una estrategia alternativa para evitar estas
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dificultades es la multigendmica funcional, donde el material genético de partida para la
construccion de las bibliotecas es ADN multigenémico, es decir, de todos aquellos

microorganismos cultivables que presentan funciones de interés* (Figura 3).

WP
y

Qﬁ G Microorganismos
@ aislados

@ Extraccion de ADN
? % q- genémico
—_—

Corte con enzimas
—_— de restriccion

Clonado de los

< ) < ) ( > fragmentos en el
~~— a—

vector

Transformacion

(@) » (@) de E. coli

Analisis funcional de
oCOoOKRLS
= =3= = == los transformantes

Figura 3. Esquema de la construccion de una multigenoteca
funcional. EI ADN se extrae de los microorganismos cultivables
aislados de la muestra, se mezclan y digieren con enzimas de restriccion,
se clonan en un vector y se introducen en la célula hospedera generando
una biblioteca multigenémica. Los clones de la biblioteca se seleccionan
en base a su fenotipo en ensayos funcionales. Modificado de
Handelsman, et al. *

1.5.1. Hospederos alternativos: el problema de la expresion

heterologa

Una de las grandes limitantes de la metagendmica/multigenémica funcional es
que la identificacién de una funcidn dependera de una correcta expresion heterdloga del
ADN ambiental en el hospedero seleccionado. Es frecuente la utilizacion de Escherichia
coli para la construccion de las bibliotecas, sin embargo, muchos de los genes de
metagenomas complejos se expresan a niveles muy bajos 0 no se expresan en absoluto
en este hospedero. Esto puede deberse a diferencias en la maquinaria transcripcional,
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traduccional y post traduccional entre el organismo del cual proviene el ADN vy la cepa
hospedera®. De acuerdo a estudios in silico realizados en 32 genomas bacterianos, la
probabilidad de que un gen se exprese en E. coli es en promedio 40% existiendo
diferencias significativas en distintos grupos taxondmicos, desde un 7% para genes
pertenecientes a Actinobacterias a un 73% para Firmicutes*. Por otro lado, utilizar un
hospedero meséfilo como E. coli puede resultar en algunos casos en la inactivacion o en
una disminucion considerable de la actividad en el caso de enzimas provenientes de

ambientes con temperaturas extremas.

Una manera de minimizar este sesgo es ampliar el rango de hospederos
utilizados en la construccion de las bibliotecas metagendémicas/multigenémicas, lo que
ha demostrado ser de utilidad en varios estudios®*****#*, Sin embargo, hasta la fecha no
se han utilizado hospederos psicrofilos/psicrotolerantes para la construccion de
bibliotecas metagendmicas funcionales. En trabajos previos en nuestro laboratorio se
generaron colecciones de bacterias cultivables aisladas de distintas muestras antarticas,
entre ellas bacterias cultivables endoliticas y de suelo, donde se identificd una gran
prevalencia de aislamientos de los géneros Arthrobacter sp® y Pseudomonas sp’,
respectivamente. Estos microorganismos psicrofilos/psicrotolerantes serian plausibles
de ser utilizados como hospederos cuyo trasfondo celular permita la correcta expresion
heter6loga del ADN procedente de comunidades antérticas.

Las bacterias del género Arthrobacter son microorganismos aerobios, varian
morfolégicamente entre coco y bacilo de acuerdo al ambiente y la fase de crecimiento
(bacilo en fase exponencial, coco en fase estacionaria), Gram positivos e inmdviles
pertenecientes a la clase Actinobacteria®. Las especies de este género son ubicuas en
los suelos y con frecuencia constituyen una fraccion importante e incluso dominante de
la comunidad microbiana cultivable en los mismos. Presentan una gran versatilidad
metabolica que les otorga la capacidad de crecer en medios simples utilizando una
variedad de compuestos como fuente de carbono y nitrégeno®®, facilitando asi su
manipulacion en el laboratorio. Por otro lado, las bacterias del género Pseudomonas son
microorganismos aerobios, bacilos Gram negativos y flagelados, facilmente cultivables
en medios de uso com(n en un laboratorio®’. Las especies de este género también son

ubicuas y frecuentes en aislamientos de suelos antarticos’ 2%,
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Ambos géneros presentan caracteristicas que los hacen adecuados para su
trabajo en el laboratorio, otorgando dos contextos genéticos distintos para la expresion

heteréloga de genes®:*#°,

1.5.2. Vectores hibridos: el nexo entre el ADN

metagendmico/multigenomico y los distintos hospederos

Para que un plasmido sea i
replicable en distintos hospederos g
debe contar con origenes de
replicacion que sean reconocidos
en cada uno de ellos, lo que
constituye la esencia de un vector

hibrido. ElI poder superar las

barreras de especie entre un
hospedero y otro, abre un abanico

de posibilidades y con ello se

incrementa el potencial de las
. . PshAl AbR Gadget (prefered)
bibliotecas funcionales para la

identificacion de diversas Figura 4. Esquema de la estructura modular de los
plasmidos SEVA. Los vectores SEVA estdn conformados

actividades®. Si estos vectores por tres mddulos basicos: un cargo (azul), un origen de
replicacion del plasmido (verde) y un marcador antibiético
hibridos son ademas modulares, (magenta). Se indican los sitios de restriccion que limitan los
- , , mdbdulos en todos los constructos. Extraido de Martinez-

las posibilidades se amplian aln  Garcia, et al. %

mas.

Los vectores SEVA se caracterizan por poseer distintos médulos (Figura 4),
entre ellos, un modulo de origen de replicacion, un médulo de marcador de seleccion y
otro modulo al que se denomina cargo. EI mddulo cargo puede presentar sitios de
clonado multiple, fusiones con genes reporteros, etc. Cada mddulo esta delimitado por
dos sitios de restriccion unicos que permite el intercambio de los mismos. Por ejemplo,
es posible cambiar el gen que otorga resistencia a un antibiotico por otro gen de

resistencia mas Gtil o apropiado, dependiendo de la actividad a realizar™*.

La construccion de un vector hibrido que presente distintos origenes de
replicacion sobre la base de vectores modulares permitiria no sélo aumentar el rango de

hospederos, sino también la posibilidad de intercambiar los distintos modulos de
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acuerdo al tipo de ensayo a realizar, por ejemplo de acuerdo a la resistencia intrinseca

de las cepas a utilizar como hospederos.

Elaborar un vector hibrido replicable en Pseudomonas sp y Arthrobacter sp
psicrotolerantes, permitiria: i) ampliar el rango de hospederos para la generacion de
genotecas, incorporando hospederos psicrotolerantes, algo que no se ha implementado
hasta el momento; esto aumentaria la posibilidad de una correcta expresion heteréloga
de enzimas provenientes de ambientes frios y por lo tanto de hallar enzimas con
potencial aplicacion biotecnologica; ii) evaluar el efecto del contexto genémico sobre
una funcién, ya que el vector podria extraerse de un hospedero e introducirse en otro

facilmente.
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2. HIPOTESIS & OBJETIVOS

2.1. Hipotesis

Planteamos como hipotesis que: 1) EI empleo de bacterias psicrotolerantes como
hospederas en la construccion de multigenotecas funcionales permitira la deteccion de
actividades enzimaticas provenientes de bacterias endoliticas antarticas; 2) ElI genoma
de bacterias endoliticas antarticas posee genes de tolerancia a metales y produccién de

pigmentos, aun poco caracterizados o desconocidos.

2.2. Objetivo general

Contribuir al conocimiento de las comunidades bacterianas endoliticas de

ambientes frios y detectar actividades metabdlicas de potencial interés biotecnoldgico.

2.3. Objetivos especificos

a) Poner a punto la construccion de multigenotecas funcionales en Escherichia
coli (mesdfila), Arthrobacter sp. (psicrotolerantes) y Pseudomonas sp.
(psicrotolerante).

b) Identificar clones portadores de genes que confieren resistencia a metales, en
particular Ag*, Co*?, Cu*?, Mn*? Ni*?y Zn*2.

c) Identificar clones portadores de genes que confieren la capacidad de producir

pigmentos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Construccion de un vector hibrido para la elaboracion

de genotecas

Para generar un Unico vector para la construccion de bibliotecas metagendmicas
en distintos hospederos, éste debe contener origenes de replicacion que sean
reconocidos por cada hospederos. Nos planteamos entonces la creacion de un vector
hibrido conteniendo el origen de replicacion pCG100 del plasmido pART2, replicable
en Arthrobacter, y el origen de replicacion pBBR1 del vector pSEVA232, replicable en
Escherichia coli. y Pseudomonas. Los microorganismos y plasmidos utilizados en la
construccion del vector hibrido se detallan en la Tabla 1.

Tabla 1. Microorganismos y plasmidos utilizados para la construccion del vector
hibrido

Cepas bacterianas Descripcion Referencia

SUPE44  AlacUI69  (p80lacZAMI5)

Escherichia coli DH5a hsdR17 recAl endAl gyrA96 thi-1  Hanahan 1983
relAl

Plasmidos

seva.cnb.csic.es

R. . ;. _
PSEVA232 KmF; 3,5Kb; pBBR1ori; lacZa-pUC19 (Fiqura A.2)
pART?2 Km"; 4,6Kb; pCG100ori; ColElori Sandu et al 2005°*
pBSK Ap": 2,9Kb; pUCori Short et al 1989
R .
: 4,8Kb; IELori;
pRK600 Cm BKD; ColELOM: | essler et al 1092°°

RP4tra” RP4oriT

3.1.1. Minipreparacion de ADN plasmidico por el método de

lisis alcalina

A partir de colonias aisladas de las cepas de E. coli, DH5a (pSEVA232) y DH5a
(pPART?2) se realizaron precultivos en 5mL de LB (Anexo) Km 50ug/mL y se incubaron
durante 16h a 37°C y agitacion 200rpm. Se colectaron 2mL por centrifugacion a 2000xg
durante 30s, se descarto el sobrenadante y se resuspendieron las células en 200uL de la
Solucién | (Anexo), con el fin de mantenerlas en una solucidn isotdnica y evitar la

accion de ADNasas. Para ocasionar la lisis celular y la desnaturalizacién del ADN se
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agrego6 200puL de la Solucion 11 (Anexo) y se mezclo 5 veces por inversion. La solucién
Il contiene el detergente SDS que favorece la lisis celular al desestabilizar la membrana
bacteriana, y NaOH que genera un ambiente alcalino favorable para que el ADN
liberado sea desnaturalizado. Para la renaturalizacion del ADN se agregaron 200uL de
la Solucion 111 (Anexo), homogeneizando por inversion 5 veces e incubando el tubo en
hielo durante 5min. Esta solucion contiene acido acético que neutraliza el pH de la
mezcla favoreciendo la renaturalizacion del ADN. El plasmido, al ser mas pequefio y
encontrarse covalentemente cerrado, renaturaliza mas rapido que el ADN genomico, el
cual forma precipitados al aglomerarse con proteinas que permite separarlo de este
ultimo por medio de una extraccion orgénica. Con esta finalidad se agregaron 200uL de
cloroformo, se emulsiond y se separaron las fases por centrifugacion a 12000xg durante
10min. Se recolectd la fase acuosa donde se encuentra el ADN plasmidico, y se
precipitd con 0,6 volumenes de isopropanol 100% durante 10min a temperatura
ambiente. La deshidratacion del ADN provoca una falta de contencion por las fuerzas
hidrostéaticas en la cadena de fosfatos y precipita. Posteriormente, se centrifug6é a
12000xg durante 10min, se descart6 el sobrenadante y se lavo el ADN con 500uL de
EtOH 70% (v/v) frio para eliminar sales remanentes. Se centrifugd nuevamente a
12000xg por 10min, se descarté el sobrenadante y se seco el ADN plasmidico mediante
centrifugacion al vacio para eliminar cualquier resto de EtOH.

Finalmente, se resuspendi6 el ADN en 75uL de H,O milliQ, se agreg6 2uL de
ARNasa (20mg/mL, Thermo Fisher Scientific), se incub6é durante 30min 37°C y se
guardo a -20°C.

El control de calidad del ADN se realizd6 mediante electroforesis en gel de
agarosa 1% (m/v) en una solucion de equilibrio TAE 1X (Anexo), durante 45 minutos a
9V/cm. Se revelé mediante el uso del agente intercalante GoodView™ (SBS Genetech
Co., Ltd.), utilizando 5uL cada 100mL de agarosa, y se visualizd por exposicion en luz
UV. Tanto éste como los demas ADNSs trabajados fueron cuantificados por

espectrofotometria de microgota (nanodrop)

3.1.2. Amplificaciéon del pCG100ori

Con el objetivo de amplificar la secuencia que corresponde al origen de
replicacion pCG100 se utilizé la técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR).

Se disefiaron cebadores especificos basados en la secuencia nucleotidica de esta region
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obtenida del GenBank (DQ191047.1), seleccionando aquel par de cebadores con una
temperatura de desnaturalizacion (Tm) similar, y baja probabilidad de generar
estructuras secundarias o dimeros de cebadores. Se utiliz el programa Primer3plus para
determinar estos parametros. Para simplificar el clonado del producto de PCR, se
adicion6 a ambos cebadores el sitio de reconocimiento para la enzima de restriccion

Kpnl. En la Tabla 2 se detallan las secuencias y Tm para los cebadores disefiados.

Tabla 2. Secuencias de nucleétidos y Tm de los cebadores disefiados

Secuencia , o m
amplificada Cebador Secuencia nucleotidica Q)
pCG100 Directo 5’-GGGGTACCTTGGGAGCAGTCCTTGTG-3’ 65
Reverso 5’-GGGGTACCTCGTCACAGAGCTGGAAG-3’ 64

*Se resalta en otro color el sitio de corte para la enzima de restriccion Kpnl

Se puso a punto la amplificacion utilizando un gradiente de temperaturas de
hibridacién, con el objetivo de obtener un amplicon Unico del tamafio esperado
(1.906pb). Se testearon 12 condiciones de amplificacion en un rango de temperaturas de
48,1°C a 63,9°C. Se utiliz6 como ADN molde el plasmido pART2. La mezcla de

Tabla 3. Mezcla de reaccidn para la amplificacion

Reactivo Concentracion final

Buffer Taq 1x
dNTPs 0,2mM
Cebador directo 0,5uM
Cebador reverso 0,5uM
MgCl, 1,5mM
Taq 0,02U/uL
ADN molde (pART2) ~4,0ng/puL

Volumen final de la reaccion: 25pL

Tabla 4. Condiciones de ciclado para la amplificacion del origen de replicacion
pCG100

Temperatura (°C) Tiempo N° de ciclos
Desnaturalizacién inicial 95 5min 1
Desnaturalizacion 95 30s
Hibridacion 48,1639 30s 30
Extension 72 2min
Extension final 72 10min 1
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reaccion y el programa de PCR utilizado se muestran en las Tablas 3 y 4,
respectivamente. Como control negativo se realizd una reaccion sin el agregado de
ADN molde. La presencia de un amplicon del tamafio esperado se evalué mediante

electroforesis en gel de agarosa como se detalla en el punto 3.1.1.

Se selecciond la condicion de amplificacion mas apropiada para la obtencion de
un amplicon apto para realizar el clonado utilizando la enzima Pfu polimerasa (Thermo
Fisher Scientific). La enzima Pfu, a diferencia de la Tag polimerasa, posee actividad
exonucleasa 3’-5 que resulta en una alta fidelidad de secuencia en el producto de
amplificacion resultante. Esto es importante ya que la incorporacion de nucleétidos

errdneos podria afectar el funcionamiento del origen de replicacion.

3.1.3. Clonado del pCG100ori en el vector pSEVA232

Para el clonado del origen de replicacién pCG100 en el vector pPSEVA232 se
purificd el origen de replicacion pCG100 obtenido por PCR utilizando el kit comercial
PureLink® PCR Purification Kit, con el fin de eliminar los cebadores, dNTPs, sales, y
restos de enzima. El kit se basa en el uso de una membrana de silica de union selectiva
al ADNdc en presencia de sales caotrépicas que alteran la estructura del agua. Se
siguieron las recomendaciones del fabricante para purificar 50uL de reaccion y se eluyo
el ADN con 50uL de Tris-HCI 10mM, pH 8,5. Posteriormente se digirid con la
endonucleasa de restriccion Kpnl (Thermo Fisher Scientific) segin se detalla en la
Tabla 5, y se purificé utilizando el kit comercial PureLink® PCR Purification Kit, para

eliminar la enzima de restriccion y sales.

Tabla 5. Reaccion de digestion del producto de PCR

Reactivo Concentracién final

Producto PCR 13,8ng/pL
Buffer 1x
Kpnl 0,7U/uL

Volumen final de reaccién: 30uL
La digestion se realizé durante 1h a 37°C

Asimismo, se digirid el plasmido pSEVA232 con la enzima Kpnl como se
detalla en la Tabla 6.
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Tabla 6. Reaccion de digestion del vector pPSEVA232

Reactivo Concentracion final

pPSEVA232 ~200ng/pL
Buffer X 1x
Kpnl 1U/pL

Volumen final de reaccion: 30uL
La digestion se realizo durante 1h a 37°C

El producto de digestion fue sometido a electroforesis en gel de agarosa (ver
3.1.1) de manera de purificar el plasmido abierto de 3,5Kb. Se visualizé el gel con luz
azul la cual no causa dafio al ADN como si lo hace el UV al formar dimeros e hidratos
de pirimidinas, los cuales pueden derivar en mutaciones no deseadas. Se recorto la
banda del gel y se purifico de acuerdo a las recomendaciones del fabricante con el kit
comercial QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN), el cual se basa en la liberacién
del ADN por accion térmica y su union a una membrana de silica. Se eluyé el ADN en
50pL de una solucion 10mM Tris-HCI pH 8,5.

Se cloné el inserto en el vector mediante una reaccién de ligacion con la enzima
T4 ADN ligasa (Thermo Fisher Scientific) segun se describe en la Tabla 7. Esta enzima
cataliza la formacion de un enlace fosfodiéster entre el extremo 5’fosfato y el
3’hidroxilo terminal del ADN doble hebra.

Tabla 7. Reaccion de ligacion del producto de PCR al vector pSEVA232

Reactivo Concentracion final

Producto de PCR 3,3ng/pL
PSEVA232 1,2ng/uL
Buffer T4 ligasa 1x

T4 ADN ligasa 0,5U/uL

Volumen final de reaccion: 10pL
La ligacidn se realiz6 durante 1h a 25°C / Relacion vector:inserto (5:1)

3.1.4. Transformacion de células E. coli DH5a con el
producto de ligaciéon

Para la induccion de competencia en la cepa de E. coli DH5a se utilizd un

método quimico, el cual altera la membrana externa bacteriana aumentando la
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permeabilidad al ADN de origen exdgeno®’. Brevemente, a partir de una colonia aislada
se inocularon 5mL de LB y se incub6 durante 16h a 37°C y agitacion a 200rpm.
Posteriormente, se realizé una dilucion 1/100 (v/v) en 50mL de LB y se incubo hasta
una DOgoonm de 0,2-0,3. Las células se recolectaron por centrifugacion a 4°C durante 5
minutos a 2000xg en tubos previamente enfriados en hielo. Se resuspendio el pellet
bacteriano en 20mL de CaCl,0,1M frio por cada 50mL de cultivo original y se dejo en
hielo 20 minutos. Posteriormente se recolectaron las células por centrifugacion con los
parametros ya descriptos, se descartd el sobrenadante y se resuspendieron las células en
0,5mL de CaCl, 0,1M frio por cada 50mL de cultivo original. La resuspension se realizo
con pequefos golpeteos alternando con periodos de frio dado que las células en este
punto ya se encuentran en estado de competencia y son muy fragiles. Se agrego glicerol
estéril a una concentracién final de 25% (v/v), se alicuotaron las células de a 100uL y se
guardaron a -80°C. Como control de viabilidad de las células luego de la induccion de la
quimiocompetencia, se plaquearon 100uL en LB solido sin antibidtico y se incubaron
16h a 37°C.

Para la transformacion de E. coli DH5a con el producto de ligacion se utilizo el
método de choque térmico, el cual favorece la formacion de poros en la membrana que
facilitan el ingreso del ADN exdgeno. Se agreg6 10uL de reaccion de ligacion a 100uL
de células competentes, se dejo durante 10min en hielo, se calent6 a 42°C durante 90s, y
rapidamente se coloco en hielo durante 2 minutos. Se agregd 1mL de LB y se incub6 1h
a 37°C con agitacion a 200rpm para permitir a las células expresar la resistencia al
antibidtico. Como control negativo se realizé el mismo procedimiento con 100uL de
células competentes sin agregado de ADN. Para verificar que la purificacion del vector
lineal no se contamind con moléculas de plasmido cerrado, se transformaron 100uL de
células con 1uL del vector digerido sin ligar. Para determinar la eficiencia de la
transformacion, se agregé 10ng del vector pBSK a 100uL de células competentes

(control positivo).

Para la seleccion de células transformadas con el producto de ligacion, se
concentraron la células 10X mediante centrifugacion a 12000xg durante 30s y se
plaguearon los 100puL en LB Km 100ug/mL. Para el control negativo y el control de
plasmido lineal, se plaquearon 100pL en LB Km 100ug/mL. Para el control negativo se
plaquearon ademas 100uL en LB sin antibidtico para corroborar que el choque térmico

no fue deletéreo para las células. Se plaguearon 100uL del control positivo en LB Ap
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50ug/mL y se determind la eficiencia de la transformacion como el nimero de unidades
formadoras de colonia por microgramo de ADN. Todas las placas se incubaron durante
16hs a 37°C.

3.1.5. Verificacion de la presencia del origen de replicacion
en la construccion pSEVA232::pCG100

Para verificar la presencia del inserto en las células transformadas se realizo
PCR de colonia utilizando las mismas condiciones de ciclado descriptas en la Tabla 4,
utilizando 63,5°C como temperatura de hibridacion de los cebadores. Para lisar las
células y permitir la liberacion del ADN plasmidico, que actuara como molde, se agrego
una etapa adicional previa de 20min a 95°C utilizando la mezcla de reaccion descripta
en la Tabla 3, sin el agregado de la enzima. Posteriormente, se pauso el termociclador,

se adiciono la polimerasa y se prosiguio con el programa.

Se determind la presencia del amplicon esperado mediante electroforesis en gel
de agarosa (ver 3.1.1). Se seleccionaron 3 colonias positivas las cuales fueron
inoculadas en 5mL de medio LB Km 50ug/mL, incubadas durante 16h a 37°C y
agitacion de 200rpm y guardadas a -80°C en glicerol 25% (v/v).

Para corroborar que el inserto clonado en pSEVA232 era el fragmento pCG100
y verificar la ausencia de mutaciones, que pudiera afectar la correcta funcion del origen
de replicacion, se secuencid el inserto en ambas direcciones. Se envid a secuenciar a
Macrogen, Corea del Sur y se utilizaron los cebadores detallados en la Tabla 2. Se
utilizé el programa DNA Baser para el ensamblado de las secuencias obtenidas y se
comparé el contig con la secuencia del origen de replicacion pCG100 del plasmido
PART2 presente en la base de datos (GenBank: DQ191047.1) mediante el algoritmo
BLAST del NCBI.

3.2. Hospederos alternativos: Seleccidn y puesta a punto de

protocolos

En la Tabla 8 se muestran las cepas utilizadas para su evaluacién como posibles

hospederos para la construccion de bibliotecas multigendmicas/metagenémicas.
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Tabla 8. Microorganismos utilizados para

seleccion de hospederos alternativos

NUmero de acceso

la

Cepa GeNero ADNr 168 (GenBank)
11 Arthrobacter JF778672
12 Arthrobacter EF459532
120 Arthrobacter JF313068
121 Arthrobacter JX827191
136 Arthrobacter KF424288
Cub12 Arthrobacter KF528714
Cu712 Arthrobacter AM403315
Cu723 Arthrobacter KP177318
Co732 Arthrobacter JX133217
P13 Arthrobacter AM292605
L2’ Arthrobacter GQ406811
UYIF15 Pseudomonas KP744585
UYIF20 Pseudomonas KP744588
UYIF21 Pseudomonas KP744589
UYIF24 Pseudomonas KP744592
UYIF25 Pseudomonas KP744593
UYIF26 Pseudomonas KP744594
UYIF27 Pseudomonas KP744595
UYIF28 Pseudomonas KP744596
UYIF29 Pseudomonas KP744597
UYIF30 Pseudomonas KP744598
UYIF31 Pseudomonas KP744599
UYIF36 Pseudomonas KP744603
UYIF37 Pseudomonas KP744604
UYIF39 Pseudomonas KP744606
UYIF40 Pseudomonas KP744607
UYIF41 Pseudomonas KP744608
UYIF43 Pseudomonas KP744610

3.2.1. Seleccidn de hospederos

Se evalud la sensibilidad a Km de los aislamientos, ya que tanto el plasmido

pART2 como el pSEVA232 brindan resistencia a este antibidtico. Se testearon las cepas

de Arthrobacter y Pseudomonas en medio LB sdlido, en concentraciones de Km

100pg/mL y Km 50pg/mL, respectivamente.
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Previo a inducir la competencia en las cepas de Arthrobacter se realizaron
minipreparaciones de ADN plasmidico por el método de lisis alcalina para determinar la
presencia de plasmidos cripticos. También se realiz6 PCR de colonia con los cebadores
disefiados (Tabla 3), con el fin de determinar la presencia de un replicon tipo pCG100

que pueda volver incompatible la coexistencia con el vector construido.

3.2.2. Induccién de la competencia y transformacion de

Arthrobacter

Para la induccion de la competencia y transformacion por electroporacién de las
cepas de Arthrobacter seleccionadas se siguié un protocolo previamente optimizado en

el que se trabajo con el vector pART2%%°,

Como primera aproximacion se evaluo el efecto del medio de recuperacion post
electroporaciéon en la sobrevida de nuestras cepas seleccionadas, mediante la
construccion de curvas de crecimiento. Se evaluaron los perfiles de crecimiento en los
medios LB, LB suplementado con 0,5M sorbitol, LB suplementado con 0,5M sorbitol,
20mM MgCl, y 20mM CaCl,, y LB suplementado con 20mM MgCl, y 20mM CacCl,.
Para ello, a partir de un cultivo primario en 5mL de LB, incubado a 25°C durante 16h,
se diluyd 1/10 (v/v) en cada medio a testear en un volumen final de 200uL en placas de

96 pocillos, y se incubd a 25°C durante 72h midiendo la DOggonm cada 2h.

Para la preparacion de células electrocompetentes se inocularon 5ml de LB con
la cepa Arthrobacter 11, se cultivo a 25°C y agitacion de 200rpm hasta fase estacionaria,
se diluyé 1/100 (v/v) en 100mL de medio LB y se incub6 a 25°C y agitacién de 200rpm
hasta una DOgoonm de 0,3-0,5. Para debilitar la pared celular bacteriana, volviéndola mas
proclive al pasaje de ADN exdgeno, se evalud el efecto de 3 agentes: penicilina G,
lisozima y glicina, a concentraciones finales de 30ug/mL, 4ug/mL y 1%,
respectivamente. Se incubaron los cultivos con estos agentes durante 1h, se colocaron
rapidamente en agua helada durante 10min y se recolectaron por centrifugacion a
2000xg y 4°C durante 15min. Se lavaron la células tres veces con 10mL de solucion de
electroporacion fria (10% glicerol, 0,5 M sorbitol), resuspendiendo suavemente por
breves intervalos de tiempo, alternando con inmersiones en hielo y recuperado las

células por centrifugacion a 2000xg y 4°C durante 15 minutos en cada lavado.
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Finalmente, las células electrocompetentes se concentraron 100 veces en la
solucidn de electroporacion y la suspension se distribuy6 en alicuotas de 60uL a -80°C.
Como control de viabilidad se plaquearon 100uL de células electrocompetentes en LB

sin antibiotico y se incubo 16h a 25°C.

Para la transformacion de Arthrobacter, se mezclaron 50uL de células
competentes con 1ng, 10ng, 100ng y 1.000ng de plasmido pART2 y se transfirio cada
mezcla a una cubeta de electroporacion de 0,1 cm fria. La mezcla se sometié a un Gnico
pulso de 1,8kV, E=18kV/cm, usando el programa Ecl (Bacteria) del electroporador
MicroPulser™ (Bio-Rad Laboratories). Inmediatamente después del pulso eléctrico, se
agregd 800uL de medio LB con 0,5M de sorbitol y se incubaron a 25°C y agitacion de
200rpm durante 8h para permitir la expresion de la resistencia antibiética. Como control
negativo se sometieron 50uL de células competentes al mismo proceso sin el agregado
de ADN. Se plaquearon 100uL de células post-recuperacién en placas de LB Km
100pg/mL. La eficiencia de transformacion se defini6 como el ndmero de
transformantes por microgramo de ADN utilizado.

Se siguid el mismo procedimiento para las cepas de Arthrobacter Cu512, Cu712,
12 y LI2" utilizando lisozima 4pg/mL como agente para debilitar la pared celular

bacteriana y 100ng del vector pART2.

3.2.3. Conjugacion

Con el fin de ampliar las posibilidades de incorporar la construccion
pSEVA232::pCG100 en bacterias del género Arthrobacter y verificar la funcion del
origen de replicacion, se realiz6 un ensayo de conjugacion triparental. Para el mismo se
utilizaron las cepas: DH5a (pRK600) (Helper, brinda la expresion de genes tra para que
se dé la transferencia), DH50 (pSEVA232::pCG100) (donadora con el plasmido de

interés) y Arthrobacter livingstonensis L12" (receptora).

A partir de un cultivo primario de LI2" en 5mL de LB, incubado a 25°C durante
16h, se realizo una dilucion 1/100 (v/v) en 5mL de LB y se incubd durante 4h. Lo

mismo se realizd con las cepas de DH5a pero a 37°C.

La mezcla de conjugacion se realiz6 en tubos Eppendorf conteniendo 200uL de
cada DH5a y 300pL de LI2". Como controles se utilizaron, por un lado 200uL de cada
DH50. (control de E. coli) y por otro 300pL de LI2" (control de Arthrobacter). Se
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colectaron las células por centrifugacion durante 5min a 2000xg y 25°C, se resuspendio
cada tubo en 20pL de LB y se sembraron en forma de gota en placas de LB sin
antibiotico. Se incubaron las placas durante 16h a 25°C con la gota hacia arriba de
manera que ocurra la conjugacion (de corresponder). Al dia siguiente, las células
crecidas en cada gota se levantaron con un ansa, se resuspendieron en 1mL de LB y se

plaquearon 100uL de cada condicion en LB Km 50ug/mL y se incubaron a 10°C.

3.2.4. Induccidén de la competencia y transformacion de

Pseudomonas

Para la induccion de la competencia y transformacion se seleccionaron las cepas
de Pseudomonas sp. UYIF39 y UYIF41, se sembraron 10mL de LB y se crecieron a
25°C y agitacion de 200rpm hasta una DOgoonm = 1. Alicuotas de 2mL se centrifugaron
durante 1min a 12000xg y 25°C, se lavaron las células 3 veces con 1mL de H,O estéril,
y finalmente se resuspendieron en 100uL de H,O estéril. Para determinar la eficiencia
de competencia se utilizd 10ng de pSEVA232 y como control negativo las células
competentes sin el agregado de ADN. Se utilizaron las mismas condiciones de
electroporacién que para Arthrobacter, con la diferencia que todo el proceso se realizé a
temperatura ambiente. Inmediatamente después del pulso eléctrico se agregd 1mL de
LB y se incubaron durante 4h a 30°C y agitacion de 200rpm para permitir la expresion

de la resistencia antibiotica.

Para la seleccion de las células transformadas, se plaquearon 100uL en placas de
LB Km 50ug/mL. Como control negativo se sometieron 100uL de células competentes
al mismo proceso sin el agregado de ADN. La eficiencia de transformacion se
determindé como el nimero de transformantes por microgramo de ADN utilizado. Se

utiliz6 Pseudomonas putida KT2440 como control del proceso.

3.3. Construccion de la multigenoteca

3.3.1.Extraccibn de ADN genomico de aislamientos

endoliticos antarticos
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Se realizd la extraccion de ADN genomico de los aislamientos endoliticos
antarticos (Tabla 9), los cuales fueron seleccionados previamente en nuestro laboratorio
por su capacidad de producir pigmentos y su tolerancia a metales. En este trabajo se
realizaron las extracciones de las cepas: Cu511, Cu731, Co722 y Ni724. Las restantes

22 extracciones fueron realizadas con anterioridad.

Tabla 9. Microorganismos utilizados para la
extraccion de ADN genémico
Numero de

acceso
Ag 731 Hymenobacter LCO076740
Ag 732 Cryobacterium EF451671
Ag733  Sphingomonas JQ977525
Co721 Arthrobacter JX869972
Co722 Hymenobacter FR682721
Co724 Mycobacterium  AB741467
Cub511 Arthrobacter EF423370
Cu711 Mucilaginibacter GU113038
Cu722 Mucilaginibacter EU642850
Cu731 Mucilaginibacter JX847597
Mn211 Janibacter JN644568
Mn621 Frigoribacterium AB545756
Mn731 Sphingomonas -
Ni724  Mucilaginibacter EU642850
Zn732 Cryobacterium

Cepa Género

P1 Pedobacter HQ824869
P4 Arthrobacter JF346423
P5 Rhodococcus AJ576249
P6 Arthrobacter FM955881
P10 Agrococcus JX949725
P11 Massilia KF911334

P12 Arthrobacter FM955881
P14 Rhodococcus AJ576249
P24 Frigoribacterium DQ125830
P25 Mucilaginibacter EU642850
P33 Paracoccus JX097010

Se cultivaron los microorganismos en medio R2A (Anexo) a 25°C y agitacion de
200rpm hasta obtener una DOgoonm = 1. Se centrifugaron los cultivos durante 10min a
2000xg y 25°C, y se resuspendieron en 200uL de agua cada 50-100mg de peso himedo
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de pellet bacteriano. Se utilizé el kit comercial Quick-DNA™ Fungal/Bacterial
Miniprep Kit, de Zymo Research segin las recomendaciones del fabricante. El kit se
basa en la lisis bacteriana por accion fisica y quimica, y la posterior purificacion del
ADN genomico por membranas de silica en columnas. Se eluyé el ADN en 100uL de
una solucion 10mM Tris-HCI pH 8,5, y se verifico la calidad y cantidad del ADN

obtenido mediante corrida electroforética en gel de agarosa (ver 3.1.1).

3.3.2. Puesta a punto de la digestion parcial del ADN
multigendmico con Sau3Al y generacion de la

multigenoteca

Para la construccion de la multigenoteca se prepar6é el ADN multigenémico
mezclando cantidades iguales (70ng) de ADN genomico de cada uno de los 26
aislamientos. Se puso a punto el tiempo y la concentracion de enzima Sau3Al a utilizar,
de manera de obtener fragmentos de ADN de aproximadamente 3-10Kb. Esta enzima se
caracteriza por presentar una alta frecuencia de corte ya que su sitio de reconocimiento
es de 4pb (GATC), lo que la hace ideal para generar fragmentos de ADN de distintos
tamafos. A su vez, Sau3Al es izoesquizémera de BamHI lo que permite clonar los
fragmentos digeridos en el sitio BamHI del vector. Se evaluaron 2 concentraciones
finales de enzima (Tabla 10) y distintos tiempos de digestion (3, 5, 7 y 10min a 37°C).
Para evidenciar la presencia de ADNasas intrinsecas, se incub6é el ADN multigenémico

sin el agregado de la enzima de restriccién durante 10min a 37°C.

Se evalud la restriccion mediante corrida electroforética en gel de agarosa (ver
3.1.1) y se selecciond la condicion méas apropiada para la obtencién de fragmentos del
tamario deseado. Se purificaron del gel fragmentos de 3-5Kb y de 5-10Kb utilizando el
kit comercial QIAquick® Gel Extraction Kit (QIAGEN), ya descripto anteriormente
(ver 3.1.3).

Tabla 10. Reaccion de digestion parcial del ADN multigenomico

Reactivo Concentracion final

ADN multigenémico 27,0ng/uL
Buffer 1x
Sau3Al (Bsp143l) 0,002 U/WL 0 0,2U/pL

Volumen final de reaccion: 60uL
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Paralelamente, se digirio el plasmido pSEVA232 con la enzima BamHI que

reconoce un sitio de 6pb (GGATCC), segln se detalla en la Tabla 11.

Se purifico a partir de un gel de agarosa el fragmento de 3,5Kb, correspondiente
al plasmido lineal, utilizando el kit comercial QIAquick® Gel Extraction Kit
(QIAGEN), ya descripto con anterioridad (3.1.3).

Tabla 11. Reaccion de digestion del vector pSEVA232

Reactivo Concentracion final

PSEVA232 ~200ng/pL
Buffer 1x
BamHI 1U/pL

Volumen final de reaccion: 30uL
La digestion se realiz6 durante 1h a 37°C

Se realizaron 2 reacciones de ligacion independientes mediante la accion de la

enzima T4 ADN ligasa (New England Biolabs® Inc.), segun se detalla en la Tabla 12.

Tabla 12. Reaccidn de ligacion del ADN multigenémico al vector pSEVA232

Reactivo Concentracion final

ADN multigenémico (3-5Kb) 10,6ng/pL
pPSEVA232 1,8ng/uL
Buffer T4 ligasa 1x

T4 ADN ligasa 2,7U/uL

Volumen final de reaccion: 30uL

ADN multigenémico (5-10Kb) 9,7ng/uL
pPSEVA232 1,1ng/uL
Buffer T4 ligasa 1x

T4 ADN ligasa 1,6U/uL

Volumen final de reaccién: 50uL
Las ligaciones se realizaron durante 1h a temperatura ambiente y se inactivaron durante
10min a 65°C

3.3.3. Generacion de la multigenoteca en E. coli DH5a

Las reacciones de ligacion se utilizaron para transformar E. coli DH5a segun el
procedimiento detallado anteriormente (3.1.4), utilizando 20ul de reaccion de ligacion
por cada 100l de células competentes. Luego de la recuperacion se concentraron las
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células 5X mediante centrifugacion a 12000xg durante 30s, se plaquearon 200uL en
LB Km 100pg/mL suplementado con X-gal 20ug/mL y se incubaron durante 16h a
37°C. La cepa DH5a (lacZ4M15) expresa el péptido w de la enzima B-galactosidasa el
cual es complementado por el péptido a proveniente del vector (lacZ’), dando lugar a la
enzima funcional por complementacion a-o. La enzima funcional es capaz de degradar
el sustrato X-gal (5-Bromo-4-cloro-3-indolil-p-D-galactosido) generando el producto
5,5'-Dibromo-4,4'-dicloroindigo, que otorga a las colonias un color azul. Si la secuencia
que codifica para el péptido a en el vector se ve interrumpida por un inserto, no se dara
la complementacion y las colonias seran blancas. Se seleccionaron y re-aislaron en
placas de LB Km 100ug/mL aquellas colonias blancas como producto de la interrupcion
en el vector pPSEVA232 de la secuencia que codifica el péptido a, por la presencia de un

inserto.

Los clones de la biblioteca multigendmica se picaron con palillos estériles, se
ordenaron en placas de 96 pocillos conteniendo 100uL de LB Km 100ug/mL y se
incubaron a 25°C durante 16h. Estas placas fueron utilizadas para los ensayos
funcionales y posteriormente se les adiciond glicerol a una concentracion final de 25%

(v/v) y se guardaron a -80°C con el fin de preservar la multigenoteca construida.

Se seleccionaron 10 clones al azar con el fin de verificar la presencia de
plasmidos y la existencia de una poblacion heterogénea de éstos. Se recuperaron los
plasmidos mediante lisis alcalina como se detalla en 3.1.1 y posteriormente se digirieron
con la enzima Kpnl segun las condiciones detalladas en la Tabla 6. Se compararon los
plasmidos y los perfiles de restriccion mediante electroforesis en gel de agarosa como se
detalla en 3.1.1.

3.3.4. Analisis funcional

Para poder identificar clones portadores de fragmentos de ADN multigenémico
que brinden a la cepa hospedera tolerancia aumentada a distintos metales, se debe
establecer su sensibilidad a los mismos. Con esta finalidad, se evalu6 como E. coli se ve
afectada en su crecimiento en medio so6lido a concentraciones crecientes de distintos
iones metalicos. Se evalud la tolerancia a Ag*™, Co*?, Cu*, Mn*?, Ni*? y Zn*? (Anexo).
Una vez establecidas las concentraciones adecuadas para el analisis funcional de la
multigenoteca, las placas de 96 pocillos fueron transferidas por replica plater a las

placas conteniendo los distintos metales. También se transfirieron a placas de LB Km
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100ug/mL para confirmar la viabilidad de los clones. En todos los ensayos se utilizd
como control negativo la cepa E. coli DH5a (pSEVA232). Las placas fueron incubadas
a 25°C y evaluadas todos los dias durante 7 dias.

En paralelo, se evalué la presencia de enzimas capaces de oxidar el Mn*2. Con
esta finalidad las placas de 96 pocillos fueron transferidas por replica plater a placas de
LB Km 100pg/mL suplementadas con 0,25mM de Mn*2y se incubaron a 25°C por 72h.
Posteriormente, se detecto la presencia de 6xidos de manganeso mediante la utilizacion
del sustrato azul de Leucoberbelina (LBB). La LBB es un colorante 6rgano-sulfurado
que se oxida en presencia de Mn*?a Mn*’, cambiando de color celeste a azul®. Se
agrego a cada colonia 5uL de LBB 0,04% (m/V) en una solucion acuosa de &cido
acético 45mM.

También se evalud la tolerancia de las cepas de Pseudomonas sp. UYIF39,
UYIF41 y Pseudomonas putida KT2440 a concentraciones crecientes de los distintos
metales de manera de determinar su potencial como hospederos alternativos para los
analisis detallados a continuacion. Se evalué la tolerancia a Ag*, Co*?, Cu*?, Mn*?, Ni*?
y Zn*2.

3.3.5. Verificacion del fenotipo de tolerancia a metales

Los clones con tolerancia aumentada a metales fueron seleccionados y en un
ensayo independiente se volvieron a someter a las mismas condiciones con la finalidad

de determinar que el fenotipo se mantuviera.

A los clones que verificaron un fenotipo de tolerancia aumentada a metales se
les extrajo el ADN plasmidico (ver 3.1.1) y se retransformé el hospedero con dichos
plasmidos (ver 3.1.4), para determinar si el fenotipo observado esta ligado al vector.
Con esta finalidad, las transformantes se plaquearon en las mismas concentraciones de

metal utilizadas en el andlisis funcional (ver 3.3.4).

Para determinar si la tolerancia a metales de los distintos clones se debian a la
presencia de un mismo plasmido, se evalud la heterogeneidad de las construcciones
mediante el analisis de los perfiles de restriccion obtenidos por digestion con Kpnl (ver
Tabla 6)

Finalmente, dado el fenotipo particular de los clones resistentes (pequefias
colonias separadas dentro de los margenes del indculo), se evalué la tasa de aparicion de
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mutantes espontaneos. Para ello, se partié de cultivos primarios de los distintos clones
crecidos en LB Km 50pg/mL durante 16h a 37°C y agitacion constante a 200rpm.
Como control se utilizé la cepa con el vector pSEVA232. Se realizaron por triplicado
diluciones seriadas al décimo (v/v) plaqueandose 20uL en placas de LB con y sin el
metal correspondiente. Las placas se incubaron a 25°C hasta ver la aparicion de
colonias y poder determinar la frecuencia de aparicion de células tolerantes en el total

de células inoculadas.
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4., RESULTADOS

4.1. Construccion de un vector hibrido para la elaboracion de

genotecas

Como material de partida para la construccion del vector hibrido se utilizaron los
plasmidos pSEVA232 y pART2. Como primer paso se realizaron minipreparaciones de
ADN plasmidico. Como se muestra en la Figura 5, el perfil electroforético obtenido se

corresponde con lo esperado para la presencia de plasmidos. Se observan bandas

MPM PART2 pSEVA232

B

3000pb

Figura 5. Perfil de electroforesis en gel de
agarosa de las miniprepraraciones
plasmidicas. MPM: GeneRuler 1Kb DNA
Ladder. En cada caso se sembrd 5uL de la
minipreparacion

correspondientes a los vectores pART2 y pSEVA232 en distintas conformaciones,
pudiendo ser éstas: circular, enrollado y superenrollado a distintos niveles, lo que no
permite una aproximacion directa de su tamafio con el MPM (ADN lineal). En el caso
del plésmido pART2 se obtuvo mayor cantidad de plasmido a partir de un mismo
namero de células en comparacién con el pSEVA232. No se evidenciaron bandas de
bajo peso molecular, sugiriendo que la preparacion esta libre de ARN, y el ADN no
presenta signos de degradacion. Se puede concluir entonces que se logré obtener ADN
de buena calidad y en el caso de pART2 en muy buena cantidad. Igualmente la cantidad
y calidad del plasmido pSEVA232 obtenido es suficiente para las siguientes
aplicaciones, verificado a posteriori por cuantificacion en nanodrop (datos no

mostrados).
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Usando el vector pART2 como molde, se pusieron a punto las condiciones para
amplificar la secuencia correspondiente al origen de replicacion pCG100. Como se
muestra en la Figura 6, para todas las temperaturas de hibridacion utilizadas se observd
un amplicon de tamarfio esperado (1,9Kb). En ninguna de las temperaturas del gradiente

Figura 6. Perfil de electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion del origen de
replicacion pCG100 por PCR. Sobre cada carril se indica la temperatura de hibridacién (°C)
utilizada en el gradiente. El control negativo (-), corresponde a la mezcla de PCR sin ADN molde.
MPM: GeneRuler 1Kb DNA Ladder Plus. En cada caso se sembro 5uL de reaccion de PCR.

se identifico amplificacion de productos adicionales, indicando especificidad de la
reaccion. Se seleccion6 63,5°C como temperatura Optima a utilizar en sucesivas
amplificaciones, dado que una mayor temperatura asegura una mayor especificidad y
que en esta condicidén se obtuvo mayor cantidad de producto. Si bien se intentaron
varias amplificaciones utilizando la enzima Pfu de manera de asegurar la fidelidad de la
secuencia amplificada, no se logré obtener el amplicon deseado. Dado que la enzima
Taq incorpora un nucledtido erréneo cada 9Kb por ciclo®, y que el origen de

replicacion pCG100 tiene 1,9Kb, decidimos continuar con el amplicdn obtenido con la

PSEVA232 pSEVA232Kpnl ~ MPM  pCG100

. _ ' Kpnl
: rz o ‘,;ﬁ;'{ﬂ
7 S !
[ 2000pb
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Figura 7. Perfil de electroforesis en gel de agarosa de la digestién del vector
pPSEVA232 y del amplicén correspondiente al origen de replicacién pCG100. De
izquierda a derecha: control del vector sin digerir (5uL), vector digerido con Kpnl
(30pL), MPM: GeneRuler 1Kb DNA Ladder Plus, producto de PCR digerido y
purificado. Se indica con la flecha la banda purificada del vector digerido.
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enzima Tag ya que existe una baja probabilidad de que se incorporen nucledtidos

erréneos.

El producto de PCR y el vector pSEVA232 se digirieron con la enzima de
restriccion Kpnl. Como se muestra en la Figura 7, el vector sin digerir presenta 3
conformaciones, correspondientes a las descriptas con anterioridad, y el vector digerido
presenta una banda mayoritaria, indicada por la flecha, del tamafio esperado (3,5Kb).
Esta banda mayoritaria corresponde a la conformacion lineal del mismo, evidenciando
la accion de la enzima de restriccion Kpnl. Se observa también la banda correspondiente
al producto de amplificacion del origen de replicacion pCG100, previamente digerido y
purificado. La banda de 3,5Kb se purifico del gel, obteniendo el vector listo para clonar

el origen de replicacion.

Luego de la ligacion del vector purificado y el producto de amplificacion, se
podria haber generado el vector hibrido pSEVA232::pCG100 (Figura 8) y se
transformaron células DH5a, selecciondndose colonias blancas en presencia del sustrato
X-Gal, posibles clones con el inserto de interes. Se detectaron 37 colonias blancas de las

cuales 8 verificaron la presencia del inserto por PCR de colonia (datos no mostrados).

Cargo
lacZa-pUC19

pSEVA232::pCG100 ‘ T0

pBBR1

Km

Figura 8. Esquema del vector hibrido pSEVA232::pCG100.
Plasmido construido a partir del origen de replicacion pCG100
amplificado del pART2 y clonado en el pSEVA232. Modificado de
Martinez-Garcfa, et al. **
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En la Figura 9 se muestran los productos de PCR obtenidos a partir de las 8
colonias que verificaron la presencia del inserto de tamafio esperado (1,9Kb). Se puede
observar que los amplicones obtenidos presentan el mismo perfil electroforético que los
controles positivos de reaccion, donde se utilizo como molde el vector pART2
purificado (+) y la cepa que contenia dicho vector (+c). Por lo tanto, se verificd en 8
colonias, de un total de 37, la presencia del posible inserto esperado (origen de
replicacion pCG100) en el vector construido (pSEVA232::pCG100).

tfc ufc ufc ufc ufc ufc ufc ufc

L e T VR S R R S ; R
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'209991)”””“""”.
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Figura 9. Perfil de electroforesis en gel de agarosa de la amplificacion del origen de replicacion
pCG100 por PCR de colonia. MPM: GeneRuler 1Kb DNA Ladder Plus. Sobre cada carril se indica
el aislamiento utilizado como molde. Los controles positivos (+, +¢), corresponden al vector pART?2
y la cepa que incluye dicho vector, respectivamente. Control negativo (-), sin ADN molde. En cada
caso se sembro 5uL del producto de PCR.

Para verificar que el origen de replicacion pCG100 no haya sufrido alguna
mutacién durante la amplificacion que pueda inhabilitar su funcion, se envié a
secuenciar el plasmido de la ufc20. En la Figura A.3 del anexo se muestra el BLAST
entre la secuencia del origen de replicacion pCG100 clonado en el pSEVA232 y la
secuencia presente en el vector pART2 (del cual se partié para la construccion del
vector hibrido pSEVA232::pCG100) disponible en la base de datos del NCBI. Se hallo
un 99% de identidad entre ambas secuencias con un 1% de gaps, que corresponde a 21
gaps en total. Lo mismo se observé una vez secuenciado el pCG100 del pART2 que fue

utilizado como material de partida.
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4.2. Hospederos alternativos: Seleccion y puesta a punto de

protocolos

Para la seleccion de hospedadores alternativos en una primera instancia se
descartaron las cepas de Arthrobacter resistentes al antibiético a utilizar (Km) o que
presentaran pldsmidos, ya que podrian ser incompatibles con el plasmido
pSEVA232::pCG100.

Plasmidos Productos de PCR
T i O i SO VREICE -
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Figura 10. Perfil de electroforesis en gel de agarosa de minipreparaciones de ADN
plasmidico y productos de PCR de colonia utilizando los cebadores para pCG100 de
cepas de Arthrobacter. Se indica con flechas continuas las bandas correspondientes a
posibles plasmidos y flechas punteadas las correspondientes a amplicones. MPM:
GeneRuler 1Kb DNA Ladder Plus. En cada caso se sembr6 5pL.

En el ensayo de resistencia antibidtica se detectd que las cepas 120, 121, 136 y
Co732 presentaban resistencia natural a Km por lo que no se continud su analisis en

busca de plasmidos u origenes de replicacion.

Como se muestra en la Figura 10, tras realizar minipreparaciones de ADN
plasmidico, se puede observar la presencia de bandas de alto peso molecular en los
carriles de las cepas Cu712 y P13 que podrian evidenciar la presencia de plasmidos.
Estas bandas de alto peso molecular podrian deberse también a la co-purificacién de
ADN genomico, lo cual es habitual en algunas preparaciones plasmidicas. También se
observa un degradé de bandas no definidas de bajo peso molecular que sugieren la
presencia de ARN. Respecto a la presencia de replicones del tipo pCG100 (que
amplifiquen con los cebadores que disefiamos), se puede observar que las cepas P13 e
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12 presentan un amplicon del mismo tamafio que los controles positivos (1,9Kb). Esto
indica la posible presencia de un origen de replicacion pCG100 o similar. Considerando
que P13 podria contener un plasmido y que da lugar a un amplicon con los cebadores
disefiados para pCG100 por PCR, es posible que contenga un plasmido que posea dicho
origen de repliacion. En cuanto a 12, no se descarta la posible presencia de un plasmido
que contenga un replicon similar a pCG100 y que por lo tanto resulte incompatible con
el pladsmido hibrido construido, por méas que no se haya evidenciado la presencia de

plasmido en la minipreparacion.

La Tabla 13 resume los resultados obtenidos para la seleccion de Arthrobacter
como hospedero alternativo. En base a la misma se seleccionaron aquellas cepas que no
presentaban otros plasmidos con origenes de replicacion similares al pCG100, eran
sensibles a Km y presentaban un buen crecimiento a 25°C en LB, testeado por el
crecimiento en placa. Se seleccionaron: |11, Cu512, Cu712, Cu723 y LI2" para continuar

trabajando

Tabla 13. Seleccion de hospederos alternativos, Arthrobacter

Crecimiento Resistencia Plasmido PCR Seleccionados
25°C Km(100ug/mL) pCG100

136 + + ND ND X
Cub12 A - - - J
Cu712 + - + - J
Cu723 + - - = J
Co732 + + ND ND X
P13 + = + + X
L2’ + - - - J

*ND.: No determinado.

Para la seleccién de Pseudomonas como hospedadores alternativos, previo a
probar el protocolo de transformacion, también se descartaron aquellas cepas que

presentaran resistencia intrinseca a Km.
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De las cepas propuestas como posibles hospederos de Pseudomonas en la Tabla
9, todas presentaron un buen crecimiento a 25°C en LB, testeado por siembra directa en
placas en dichas condiciones. Sélo UYIF31 fue descartada por presentar resistencia a
Km 50ug/mL y 100pg/mL. Se seleccionaron las cepas UYIF39, UYIF41 y KT2440

para continuar trabajando.

Previo a la preparacion de ceélulas electrocompetentes y electroporacion de
Arthrobacter se evalu6 como afectaba el medio de recuperacion post-electroporacion a
las células, ya que podria afectar la sobrevida de nuestra cepa y en el protocolo
publicado®® no queda claro el medio utilizado. Se seleccioné la cepa 11 para determinar
las curvas de crecimiento en medio LB suplementado con distintos compuestos. Como
se muestra en la Figura 11, 11 presenta un perfil de crecimiento en los 4 medios. Se
determind un tiempo de generacion de aproximadamente 3h para la cepa en las distintas
condiciones. Sin embargo, para los medios LB y LB suplementado con Mg*?/Ca*? no se
evidencia una fase de latencia de 2h como en los otros medios. En LB suplementado
con Mg*?¥/Ca* se alcanza una fase estacionaria con mayor cantidad de células, de

acuerdo a la densidad optica relativa a las curvas correspondientes a los otros medios.

Al identificar que ninguno de los componentes agregados al LB afectaba el

1.5,
MMIIIIIIIII 1
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Q - LB
0.5 LB Sorbitol
LB Mg*? Ca*?
~ LB Sorbitol Mg*? Ca*?
0.0 : .
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Figura 11. Curvas de crecimiento de Arthrobacter I1. LB (Triptona 10g/Extracto de levadura 5g/
NaCl 4g). LB Sorbitol (0,5M) CaCl, (20mM) MgCl, (20mM). LB Sorbitol. LB CaCl, MgCl.,.
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correcto desarrollo de las células se decidié continuar con LB Sorbitol como el medio
de recuperacion post electroporacion elegido, dado que el mismo fue testeado y otorgd
mejores rendimientos de electroporacion, en el protocolo optimizado con el que se

trabaja®®>°.

Posteriormente se ensayaron distintas sustancias para facilitar la entrada del
plasmido pART2 al debilitar la pared bacteriana y distintas concentraciones de ADN a
la hora de electroporar. Los ensayos de electroporacién con el plasmido pART2 y todas
las cepas de Arthrobacter (11, Cu512, Cu712, Cu723 y LI2") evaluadas no permitieron
obtener clones resistentes a Km. El protocolo de electroporacion fue evaluado usando
distintos agentes debilitadores de pared celular (penicilina G, lisozima o glicina) y
distintas cantidades de plasmido.

Se verificd la sobrevida de las células luego de los tratamientos con el fin de
verificar que éste no tuviera un efecto deletéreo que pudiera explicar la ausencia de
transformantes. La penicilina G en las concentraciones utilizadas resulté mortal para las
cepas mientras que tanto la lisozima como la glicina no afectaron la viabilidad (datos no

mostrados).

Dado que no se logré introducir el vector pART2 ni la construccién
pSEVA232::pCG100 por electroporacion, se recurri6 a la conjugacién triparental
utilizando el vector hibrido que presenta el origen de transferencia del pSEVA232. Con
esta aproximacion tampoco se logro transferir la construccion a la cepa de Arthrobacter

livingstonensis LI2".

El protocolo de transformacién utilizado en las cepas de Pseudomonas logré
introducir el vector pPSEVA232 eficientemente en los distintos hospederos ensayados.
(Tabla 14). Estas eficiencias son adecuadas para la construccion de bibliotecas,
sugiriendo que las Pseudomonas antarticas podrian ser utilizadas como hospederos
alternativos.

Tabla 14. Eficiencia del protocolo de
transformacion, Pseudomonas

Cepa Eficiencia (ufc/ng ADN)

UYIF39 10°
UYIF41 10°
KT2440 10°
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4.3. Extraccion de ADN genomico de aislamientos endoliticos

antarticos

Como se muestra en la Figura 12 se logro obtener ADN genomico de la mayoria
de los aislamientos de Arthrobacter. Si bien de los aislamientos Ag731, P24 y P25 no se
obtuvo ADN suficiente, de los deméas aislamientos se consigui6 ADN de calidad
aceptable para la construccion de multigenotecas, ya que si bien la degradacion es
parcial, hay ADN de alto peso molecular (> 10Kb). Los datos obtenidos mediante
cuantificacion espectrofotométrica (Tabla 15) coinciden con los observados en el gel.
Todas las muestras presentaron un coeficiente 260/180 > 1,8 (datos no mostrados)
sugiriendo que no hay contaminacion significativa de proteinas. En base a estos

resultados se descartaron las muestras Ag731, P24 y P25.
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Figura 12. Perfil de electroforesis en gel de agarosa de las extracciones de ADN genémico de los
microorganismos endoliticos antarticos. Se indica sobre cada carril el nombre de la cepa. MPM:
GeneRuler 1Kb DNA Ladder. En cada caso se sembré 100ng de ADN genémico.
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Tabla 15. Concentracion de los ADN genomicos
obtenidos a partir de los aislamientos endoliticos

antarticos
Ag 731 15,6
Ag 732 87,0
Ag733 236,3
Co721 102,3
Co722 50,9
Co724 96,0
Cu511 52,8
Cu711 58,6
Cu722 67,8
Cu731 83,0
Mn211 206,3
Mn621 96,2
Mn731 29,4
Ni724 52,8
Zn732 59,0
P1 94,3
P4 117,4
P5 107,0
P6 175,1
P10 97,2
P11 2247
P12 139,6
P14 129,0
P24 51,1
P25 19,8
P33 57,7

4.4. Construccion de la multigenoteca

Dado que el vector hibrido construido no pudo replicarse en cepas de
Arthrobacter, se decidié realizar la multigenoteca utilizando el vector pSEVA232 y E.
coli DH5a como hospedero. Se selecciond este hospedero porque no se contaba aun con

la puesta a punto de la transformacion de las cepas de Pseudomonas.

Con el objetivo de obtener fragmentos de ADN multigendmico del tamafo

deseado (3-10Kb), se mezclaron los ADNs gendmicos de 26 de las cepas y se puso a
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punto la digestion con la enzima de restriccion Sau3Al, optimizando los tiempos de

digestion y la concentracion de enzima utilizada.

Como se muestra en la Figura 13, al digerir con 0,002U/uL el perfil
electroforético del ADN mezcla fue similar al del control sin digerir. Al aumentar la
concentracion de enzima a 0,2U/uL se observa digestion parcial en todos los tiempos
evaluados, obteniéndose fragmentos de menor tamafio a medida que el tiempo de
incubacion aumenta. En base a estos resultados se seleccion6 3 minutos de incubacion a

37°C con 0,2U/uL de Sau3Al como las condiciones éptimas de digestion.

0,002U/pL Sau3Al 0,2U/uL Sau3Al

Figura 13. Perfil de electroforesis en gel de agarosa de la optimizacién de la digestion
parcial del ADN multigenémico con Sau3Al. Sobre cada carril se indica el tiempo de
incubacién (minutos) y si se utilizé enzima. Las Ilaves indican la zona a purificar (3-10Kb).
MPM: GeneRuler 1Kb DNA Ladder Plus. En cada caso se sembr6 10uL de mezcla de
digestion.

El ADN multigenémico se clond en el sitio BamHI del vector pSEVA232 y se
transformaron células de E. coli DH5q, obteniendo un total de 275 colonias blancas en

presencia del sustrato X-Gal. Esta biblioteca fue sometida al analisis funcional.

4.5. Analisis funcional

El analisis se centr6 en la busqueda de clones tolerantes a metales o que
produjeran pigmentos visibles a simple vista o bajo radiacion UV

Previo a la evaluacién de tolerancia de la biblioteca construida, se establecio una
linea de base a partir de la cual la cepa hospedera no tolerara los metales ensayados.
Determinamos que E. coli DH5a tolera concentraciones elevadas de metales, fijando las
concentraciones adecuadas para el screening funcional en: 0,15 mM Ag**, 2,5mM Co*?,
5mM Cu*?, 60mM Mn*2, 5mM Ni*?y 7,5mM Zn*2
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Un ensayo similar se hizo para Pseudomonas, con el objetivo a futuro de
construir y buscar, en bibliotecas en estos microorganismos, fenotipos de tolerancia a
partir de aislamientos endoliticos. No se lograron establecer concentraciones adecuadas
para un analisis funcional. Como se muestra en la Tabla 16, las cepas estudiadas
presentan tolerancia a los distintos metales en las concentraciones ensayadas. No se
encontrd ninguna que fuera sensible en su totalidad a los metales testeados pero delimita
una linea de base sobre la cual seguir trabajando para identificar los méximos de

tolerancia para estos posibles hospederos alternativos.

Tabla 16. Tolerancia a metales, Pseudomonas
Ag"  Co” cu” Mn"” Ni**  zn"

Cepa  1omM  25mM  25mM  25mM  25mM  2.5mM
UYIF39 - - + + + i
UYIF4l - - T n T -
KT2440 - - ; ; ; +

El screening funcional de tolerancia a metales de los clones de la biblioteca
multigenémica identificé 5 aislamientos tolerantes a Co* y 5 a Ag** (Tabla 17). Con la
finalidad de comprobar el fenotipo de tolerancia observado, los clones se replaquearon
en los medios de cultivo conteniendo las sales de los iones metélicos en estudio y se
observé que en Ag™* no volvieron a mostrar el fenotipo de tolerancia. Sin embargo, las
cepas tolerantes a Co*™? mantuvieron su tolerancia al metal. Ninguno de los 275 clones
presento actividad manganeso oxidasa ni tampoco produccion de pigmentos.

Tabla 17. Ensayo de tolerancia a metales de los
275 clones de la multigenoteca.

0,15mM Ag™ 5
2,5mM Co** 5
5mM Cu* 0
5mM Ni** 0
7,5mM Zn** 0

53



Con la finalidad de verificar que los aislamientos poseian construcciones
distintas y que no fueran clones entre si, se evalud el perfil de restriccion de los 5
plasmidos tolerantes a Co y del pldsmido tolerante a Ag. Como muestra la Figura 14,
los plasmidos presentan distintos perfiles de restriccion validando el desarrollo de la
multigenoteca. Dado que la enzima utilizada (Kpnl) digiere el vector en un dnico sitio, a
no ser que el fragmento de ADN multigendmico clonado contenga un sitio de
reconocimiento para esta enzima, esperamos obtener el plasmido lineal. Como se
observa en la Figura 14, las digestiones presentan una banda de mayor peso molecular
que la correspondiente al vector pSEVA232 digerido (3,5Kb). Esto concuerda con lo

esperado ya que se clonaron fragmentos de entre 3 a 10Kb aproximadamente.

2,5mM Co*? Tolerantes 0,15mM Ag™ Tolerantes

Figura 14.Perfil de electroforésis en gel de agarosa de las construcciones presentes en clones de la
biblioteca que presentaron tolerancia a metales, y su perfil de restriccion. MPM: GeneRuler 1Kb DNA
Ladder Plus. En cada caso se sembré 5uL del vector o mezcla de digestion.

Para corroborar que la tolerancia a Co*? se debia a la presencia de los plasmidos
y no a eventos fortuitos, éstos se utilizaron para re-transformar E. coli y comprobar la
ganancia de funcion. Las cepas conteniendo los plasmidos pSEVA232_G72, H53 y F73
recuperaron el fenotipo de tolerancia, mientras que las cepas conteniendo los plasmidos
pPSEVA232 _E122 y A83 no lo recuperaron.

Interesantemente, las cepas conteniendo los plasmidos pSEVA232_G72, H53 y
F73 al someterlas al metal no crecian de manera homogénea en la gota dispuesta en la
placa. Como se muestra en la Figura 15(1), dentro de la gota crecian colonias pequefias
que sugerian la aparicion de mutantes espontaneos de E. coli DH5a. Se decidi6 entonces
calcular la frecuencia de aparicion de estas colonias con respecto al total de células
sembradas para las cepas G72, H53 y F73. Como se muestra en la Figura 15(1l), la

frecuencia de aparicion de colonias resistentes a Co®* con respecto al total de células

54



plagueadas fue del 6rden de 108-10"° aproximadamente. No se evidencié la aparicién de

ninguna colonia en la gota del control negativo (pSEVA232), lo que sugiere que el

fenotipo observado esté asociada a la presencia de los insertos clonados.
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Figura 15. Colonias tolerantes a Co . I. Clones espontaneos tolerantes a Co’ 2,5mM en
una gota de 20uL de cultivo incubado 16h de los aislamientos obtenidos y el control
negativo. El ensayo se realiz6 por triplicado. Il. Frecuencia promedio £ minimo y méaximo

2
de aparicién de clones tolerantes a Co’ 2,5mM de los aislamientos G72, H53 y F73 de la
biblioteca multigenémica y del control negativo (DH5a conteniendo el vector pPSEVA232).
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5. DISCUSION

5.1. Vector hibrido y hospederos alternativos para

multigenotecas

Como punto de partida de este trabajo se propuso la construccién de un vector
hibrido replicable en Arthrobacter (Gram positiva), E. coli y Pseudomonas (Gram
negativas) con el fin de minimizar el sesgo ocasionado al utilizar un Gnico hospedero a
la hora de construir una genoteca funcional, cuyas limitantes van desde la correcta

expresion génica hasta la compatibilidad metabélica de los productos®®+-42,

Si bien se logr6 construir el vector hibrido pSEVA232::pCG100, conteniendo
los origenes pBBR1 y pCG100, no fue posible transformar Arthrobacter con este
plasmido. Tampoco se consiguid con el plasmido pART2, el cual fue utilizado como
control. Considerando que se tomaron como referencia protocolos de transformacion en
los que se habian testeado multiples condiciones y donde se lograron eficiencias del
orden del 10°-10° utilizando el vector pART2°®*°  las posibilidades son: i) no se logré
inducir el estado de competencia en estos aislamientos introduciendo el ADN foraneo al
interior celular, ii) el origen de replicacion pCG100 no es reconocido.  Una  posible
explicacion para todos estos sesgos podria ser el hecho de que en este trabajo se
utilizaron aislamientos antérticos de Arthrobacter. Quiza estos aislamientos, por ser
microorganismos psicrotolerantes, tengan propiedades particulares y como resultado los
protocolos disefiados para induccion de competencia y transformacién en Arthrobacter
mesofilas no son apropiados. Lamentablemente no se cont6 con las cepas de los trabajos
publicados para utilizarlas como controles y asi corroborar la funcion del vector pART2
y la construccion pSEVA232::pCG100.

Las propiedades descriptas también podrian explicar que estos aislamientos no
reconozcan el origen de replicacion pCG100 y por lo tanto éste no es funcional en los
mismos. Este origen de replicacion se ha reportado en varios articulos como un origen
de replicacion reconocido en el género Arthrobacter y por este motivo fue seleccionado.

62,63

También podria deberse, dada la ubicuidad de las endonucleasas™™, a que estos

microorganismos posean mecanismos particulares de defensa contra ADN foraneo que
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reconozcan el vector, degradandolo y afectando su viabilidad en la célula a pesar de

estar metilado.

Otra posible explicacion seria que el origen de replicacion pCG100 presente en
el plasmido de partida (pART2) haya sufrido alguna modificacion y no sea funcional o
que en el proceso de construccion del vector hibrido se hayan generado modificaciones
en esta secuencia. Mediante secuenciacion del origen de replicacion pCG100 clonado en
el vector hibrido, determinamos que éste presenta una identidad de secuencia de 99%

con la secuencia depositada en el NCBI**

. Estas diferencias a nivel de secuencia podrian
implicar una pérdida de funcion. Mediante la secuenciacién del origen de replicacion
pCG100 presente en el vector pART2 (vector de partida y que nos fue cedido por el
autor Mihasan, M.), determinamos que también presenta diferencias con la secuencia
depositada en la base de datos. Ambas secuencias presentaron un 100% de identidad,
sugiriendo que las modificaciones no surgieron como consecuencia de la manipulacion,

sino que ya se encontraban presentes en el plasmido pART2 de partida.

Las causas que podrian explicar las modificaciones presentes en la secuencia
pCG100 del pART2, y consecuentemente de la construccion realizada en este trabajo, es
la frecuente inestabilidad de los plasmidos hibridos recién construidos. A nivel
estructural se dan reordenamientos y con frecuencia pérdida de material plasmidico por
supresiones®®, o dada la imposibilidad de corregir el nimero de copias ante la
incompatibilidad de replicones, se produce un aumento en la probabilidad de
mutaciones®™. A esto se suma la tendencia a pérdida de plasmidos por desbalances
energéticos en el microorganismo. Destinar recursos al mantenimiento de elementos que
no son usados u ocasionan conflictos por los recursos que la bacteria no puede superar,
es una situacion que ésta debe resolver. Como resultado, es habitual la aparicién de
mutaciones en el origen de replicacion de manera de ajustar el nimero de copias o

eventualmente eliminarlo a futuro®.

Interesantemente, se evidencio la presencia de plasmidos en varias de las cepas
de Arthrobacter analizadas, e incluso, para la cepa P13, se podrian correlacionar la
presencia de un plasmido con la amplificacion de una posible secuencia pCG100. Esto
sugiere que plasmidos con un origen de replicacion similar al pCG100 estarian
presentes en aislamientos de Arthrobacter antarticos sugiriendo la viabilidad de este
tipo de replicones. Curiosamente, este tipo de origen de replicacion fue aislado

originalmente de un plasmido de Corynebacterium glutamicum distribuido en multiples
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cepas®™®, lo que sugiere una amplia distribucién y funcionalidad de este replicén a
nivel global y de géneros, ya que no sélo estaria limitada a Corynebacterium sp. en la

naturaleza.

Es destacable la presencia de plasmidos en aislamientos antarticos (materia
prima para encontrar posibles origenes de replicacion) dado que no es infrecuente
encontrarse con ellos, aunque depende significativamente de las condiciones de

cultivo™, llegandose a estudiar mltiples aislamientos sin hallar plasmido alguno™.

5.2. Construccion de la multigenoteca y analisis funcional

Teniendo en cuenta que la biblioteca construida consta de 275 clones y que se
parti6 de fragmentos entre 3-10Kb, podemos estimar una cobertura de 0,83x10°-
2,75x10°Kb. Si consideramos un genoma bacteriano promedio como el de E. coli que
ronda los 4x10°Kb™®, podemos estimar que la multigenoteca construida tendria una
cobertura equivalente 20-70% de un genoma bacteriano. Escalando a los 22 genomas
utilizados, la cobertura total seria un escaso 1-3%. Sin embargo, a pesar de la baja

cobertura, en la multigenoteca construida se hallaron 3 clones tolerantes a Co*2.

Interesantemente, aquellos clones tolerantes a Co*? presentaron un fenotipo
crecimiento particular en presencia del metal, ya que presentaba pequefias colonias
aisladas dentro de la gota de cultivo sembrada. Pudimos determinar que este fenotipo
estaba estrechamente ligado a la presencia del ADN multigenémico. Dicho fenotipo,
observado en bajas frecuencias, podria deberse a mutaciones dentro del inserto que
ajustara un promotor ajeno a E. coli DH5a facilitando la lectura por la maquinaria de
transcripcion del hospedero o ajustando el uso de codones para sintetizar una proteina

funcional.

El dafio ocasionado por cobalto en las células se da al interferir con funciones
relacionadas a proteinas con grupos Fe/S o a nivel oxidativo. Los mecanismos de
tolerancia mas comunes se pueden clasificar en tres grupos: bombas de eflujo que
expulsen el metal, factores que interaccionen regulando los procesos de biogénesis de
proteinas Fe/S o bien limitar la captacion de cobalto y asi evitar la incorporacion de

gste’>",
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De los mecanismos descriptos el mas plausible de estar presente en los
plasmidos que otorgaron una mayor tolerancia al metal, son genes asociados bombas de
eflujo. Si bien las secuencias que las codifican varian en tamafio y habitualmente estan
compuestos por varios genes, éstos suelen estar en la misma region genémica. A su vez
también hay bombas de eflujo codificadas por un Gnico gen’®. Esto sugiere que este
mecanismo podria encontrarse en los plasmidos identificados. A lo dicho se suma la
existencia de antecedentes de bombas de eflujo que median las concentraciones

intracelulares toxicas de metales’™ "’

Cabe destacar que la fisiologia y el relacionamiento de las bacterias con su
ambiente estadn estrechamente vinculadas, al punto de desarrollar evolutivamente
adaptaciones que les permite potenciar su fitness bioldgico. Teniendo en cuenta el
ambiente polar y la relacién con los minerales de las rocas, tales condiciones podrian

moldear determinados rasgos de manera novedosa’®"®.

Este trabajo partié de aislamientos de Arthrobacter con resistencia aumentada a
metales?®, la cual fue definida en base a reportes previos donde se establecieron
concentraciones de diversos metales de manera de poder clasificar los microorganismos
en base a las mismas. Nunca se planted que hospederos como E. coli o Pseudomonas
pudieran tolerar concentraciones extremadamente altas de metales, mucho mas altas que
las presentadas por las cepas endoliticas. Sin embargo, utilizar un hospedador con alta
tolerancia no influyd en el analisis funcional al buscar un mecanismo de tolerancia

proveniente de las mismas ya que se logré identificar clones con resistencia aumentada.
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6. CONCLUSIONES & PERSPECTIVAS

En el presente trabajo se logré disefiar una estrategia adecuada para construir el
vector hibrido pSEVA232::pCG100. Este sumaria las ventajas del uso del vector
modular pSEVA232 y la incorporacion del origen de replicacion para bacterias Gram
positivas, pCG100, ademas del que ya tenia para Gram negativas, pBBR1. Si bien no se
logré replicar este vector en las cepas antarticas de Arthrobacter, para poder descartar
que se deba a particularidades de los aislamientos psicrotolerantes deberiamos contar
con cepas de Arthrobacter donde previamente se ha demostrado la funcionalidad del
vector pART2. De esta manera podremos realizar en paralelo los protocolos de
induccion de competencia y transformacion y determinar si es un efecto cepa-especifico
0 si se debe a que el vector pART2 de partida presentaba modificaciones que afectan su
funcionalidad. Hemos solicitado a los autores las cepas previamente reportadas pero no

hemos conseguido aun ninguna de ellas.

Como perspectiva a futuro, se plantea la amplificacion del posible origen de
replicacion pCG100 del plasmido criptico de la cepa de Arthrobacter P13, que pueda
ser utilizado en la construccion del vector hibrido utilizando la misma estrategia
planteada en este trabajo. También seria interesante evaluar si el plasmido criptico per
se es replicable en los distintos aislamientos antarticos de Arthrobacter, también en
Pseudomonas y E. coli. Si bien su uso como herramienta molecular implicaria conocer
su secuencia completa, conocer su estabilidad estructural y de segregacion en los
distintos hospederos, de ser éste un plasmido hibrido podriamos cuestionarnos evaluar
estos parametros y plantearnos su modificacion para convertirlo en un plasmido
apropiado para el clonado, de manera de poder utilizarlo en la construccién de

bibliotecas multigendmicas/metagenomicas.

Podemos concluir que se construyo una multigenoteca en E. coli de 275 clones,
conteniendo aproximadamente 0,83x10%-2,75x10°Kb de informacién donde se
identificaron tres clones (G72, H53 y F73) que presentaron tolerancia a Co*™. Se
verificd que la tolerancia era otorgada por la presencia del plasmido de la
multigenoteca, corroborando la hipdtesis de que en el genoma de dichas bacterias se
encuentran genes de tolerancia a metales. Como perspectiva nos planteamos transformar

las cepas de Pseudomonas con estas construcciones y determinar si en estos hospederos

60



también otorgan resistencia a Co**. Se secuenciaran estas construcciones, las cuales

seran analizadas en busqueda de genes que pudieran explicar el fenotipo observado.

También planteamos ampliar la biblioteca de manera de tener una mejor
cobertura y a la vez someter a la biblioteca a nuevos ensayos con el fin de aumentar las
probabilidades de hallar funciones novedosas. Dada la eficiencia de transformacion
obtenida en Pseudomonas psicrotolerantes, también podria pensarse a futuro su

utilizacion como hospederos alternativos.

De acuerdo al potencial que presentan los microorganismos endoliticos al
constituir una interfaz activa entre la biologia y la geologia, continuar estudiando los
procesos que alli se desarrollan podria dar lugar a mdltiples aplicaciones
biotecnoldgicas. Puntualmente, respecto a este trabajo quedan abiertas mdaltiples

alternativas para continuar investigando que se detallaron anteriormente.

Para finalizar, retomando el objetivo general planteado para esta tesis, se puede
concluir que se ha aportado un granito de arena méas al conocimiento general de las
comunidades endoliticas de ambientes frios asi como las técnicas de bioprospeccién que

pueden ser utilizadas para su analisis.
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ANEXO

A.l.Lisis alcalina

Solucion | Solucioén 11 Solucién 111
Glucosa 50mM NaOH 0,2N Acetato de Potasio 3M
Tris-HCI pH 8 25mM SDS 1% Acido acético 11,5% (v/v)

EDTA pH 8 10mM

A.2.Electroforesis en gel de agarosa

Gel de agarosa 1% Buffer de electroforesis TAE 25x
1g Agarosa

100mL TAE 1x

A- bp ng/0.5p9 % B- _ L L
20000 20 4 10000 30 6
%10000 20 4 /aooo 0 6
6000 70 14
/4 S S / 5000 30 6
5000 75 15 3000 :
/_ ..' _’ 30 6
4000 20 4 23500 30 6
[ — 70 14
3000 20 4 =500 5 5
— 2000 20 4 —2000 25 5
— 1500 80 16 — 1500 25 5
—1000 25 5 —1920 tjo 12
—700 25 5 Do
— 500 75 15 — 500 25 J
—400 25 5 )
—300 25 5 —250 25 5
° —200 25 5 =
S 7% 25 5 a
S =
5 2
0.5 pg/lane, 8 cm length gel, 0.5 pg/lane, 8 cm length gel,
1XTAE, 7 V/cm, 45 min 1XTAE. 7 V/iem, 45 min

Figura A.l. Marcadores de peso molecular. A- Thermo
Scientific™ GeneRuler™ 1Kb Plus DNA Ladder B-  Thermo
Scientific™ GeneRuler™ 1 Kb DNA Ladder.
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A.3. Medios de cultivo

Luria Bertani Caldo (LB)
Triptona 10g/L

Extracto de levadura 5g/L
NaCl 10g/L

Agua destilada c.s.p. 1L

R2A Caldo

Extracto de levadura 0,5¢9/L
Proteasa peptona N°3 0,5g/L
Casaminodcidos 0,5g/L
Glucosa 0,5g/L

Almidon soluble 0,5¢/L
K,HPO,40,3g/L

Piruvato de Sodio 0,3g/L
MgS0,.7H,0 0,05g/L

Agua destilada c.s.p. 1L

A.4. Metales

AgNO3.5H,0 (100 mM)
CoCl,.6H;0 (100 mM)
CuS04.5H,0 (100 mM)
MnCl,.4H,0 (1000 mM)
NiCl,.6H,0 (100 mM)

ZnS04.7H,0 (100 mM)

LB Agar
Caldo LB

Agar 15g/L
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Figura A.2. Mapa del vector pSEVA232
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Constitutive expression vector pART2, complete sequence
sequence ID: DQ191047.1 Length: 4634 Number of Matches: 2

[

hi

-]

2891 to 4598 SenBank Gra

Range 1

Strand

Identities

Score

Gaps

—>

Expact
0.0

Plus/Plus

21/1722(1%)

—>> 1607/1722(99%)

3022 bits(1636)

las

de

Comparacion

Figura A.3.
secuencias del inserto amplificado a partir

TAAGTGC 18

[T

T
|

Sbjct 2891 AT

TTAAGTGC 2949

de la ufc20 y el origen de replicacion

pCG100 del pART2. BLAST extraido del

Sbjct 2958

TT 228

NCBI. Se indica con flechas el porcentaje de
identidad y de gaps encontrados entre la

1T 3289

[ —
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