UNIVERSIDAD NACIONAL DE LA PATAGONIA
SAN JUAN BOSCO
FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES

Comodoro Rivadavia, 17 de agosto de 2006.-

VISTO:
La nota entrada a FCN. N° 2399/06 presentada por el Dr. Héctor M. Alvarez, mediante la
cual eleva el proyecto de Practica Profesional a eleccion para la carrera de Bioquimica, y

CONSIDERANDO:
Que la misma ha sido avalada por el Comité de Carrera del Departamento de Bioquimica.
Que ha seguido el camino critico correspondiente.
Que cumple con las Resoluciones CAFCN. N° 234/92 y 057/99.
Que el tema fue tratado en la IV sesion ordinaria del afio en curso.

POR ELLO, EL CONSEJO ACADEMICO DE LA FACULTAD DE CIENCIAS NATURALES
RESUELVE

Art. 1°) Aprobar la Prictica Profesional propuesta por el Dr. Héctor M. Alvarez y la Dra. Maria
Lujan Flores, en el marco de la Practica Profesional a eleccion de la carrera de Bioquimica que
se detalla a continuacion: “Analisis de la sustancia polimérica extracelular en la bacteria
Rhodococcus sp. RHA1” cuyos contenidos figuran en el Anexo que forma parte integrante del
presente despacho.

Art. 2°) Registrese, cursense las comunicaciones pertinentes, notifiquese a quien corresponda vy
cumplido, archivese.-

RESOLUCION CAFCN. N° 435/06.-
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Practica Profesional a Eleccion de Bioguimica - 2006

Catedra Genética — Dpto. de Bioquimica
Catedra de Farmacognosia — Dpto. de Farmacia
Centro Regional de Investigacion y Desarrollo Cientifico Tecnologico (CRIDECIT)
Responsables: Dr. Héctor M. Alvarez (Prof, Adjunto Catedra de Genética)
Dra. Maria Lujan Flores (Prof. Adjunto Catedra de Farmacognosia)
Colaboradores: Bioq. Roxana A. Silva (Jefe de Trabajos Practicos Catedra de Genética)
Farm. Graciela Pinto Vitorino (Prof. Adjunto Céatedra de Quimica Medicinal)

Titulo: Analisis de la sustancia polimérica extracelular en la bacteria
Rhodococcus sp. RHAL.

Objetivos:
Objetivo formal: el objetivo del presente trabajo es que el alumno realice sus précticas utilizando

razonamientos y las metodologias aplicadas durante el desarrollo del proyecto de investigacion
en curso en la Catedra de Genética.

Objetivo especifico: Analizar y caracterizar la sustancia polimérica extracelular producida por la
la cepa Rhodococcus sp. RHA1 bajo condiciones de estrés ambientales.

Palabras claves: Rhodococcus sp. RHA1, sustancia polimérica extracelular, desecacion.

Introduccion

Las bacterias del género Rhodococcus son reconocidas por su amplia versatilidad metabolica
para degradar diferentes tipos de compuestos; muchos de ellos contaminantes del ambiente y por
su capacidad de producir compuestos de interés biotecnoldgico. El conocimiento de su fisiologia,
bioquimica y genética contribuira al disefio de estrategias adecuadas para su utilizacién en
actividades de aplicacion. En este contexto, nuestro grupo investigd recientemente los
mecanismos morfologicos y fisiologicos que permiten a la bacteria Rhodococcus opacus PD630
tolerar la desecacion por largos periodos de tiempo. Entre las respuestas celulares detectadas
frente al estrés hidrico, se observo la produccion de una sustancia polimérica extracelular (SPE)
que cubre la superficie de las colonias (Alvarez ef al., 2004. FEMS Microbiol. Ecol., 50: 75-86).
La acumulacion de SPE fue evidente a las 24 h de tratamiento y se intensifico con el tiempo.
Esta sustancia extracelular podria reducir la pérdida de agua por parte de las células y aislar a las
mismas del medio externo. La produccion de SPE podria suministrarle tiempo adicional a las
células para realizar los ajustes fisiologicos, metabolicos y genéticos necesarios para la
supervivencia del microorganismo en ambientes aridos.

La cepa Rhodococcus sp. RHA1 ha despertado el interés de los investigadores en general por su
capacidad de degradar PCB y otros hidrocarburos aromaticos. La Universidad de British
Columbia de Vancouver, Canada, ha realizado el secuenciamiento del genoma completo de este
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microorganismo, a fin de incrementar el conocimiento de su bioquimica, fisiologia y genética.
En este contexto, recientemente se ha iniciado una colaboracion cientifica entre el grupo de
trabajo de la UBC y nuestro grupo de la UNPSJB a fin de realizar en conjunto estudios de
genoma funcional e investigar aspectos basicos particulares en este microorganismo. Uno de los
aspectos bajo estudio es la respuesta de la cepa RHAI frente a la desecacion a nivel genético y
molecular. Estudios genéticos han demostrado que la cepa RHAI se encuentra estrechamente
relacionada a la especie Rhodococcus opacus, por lo que los resultados de las investigaciones
realizadas con la cepa R. opacus PD630 son extrapolables a la cepa RHAI. Los resultados
preliminares obtenidos del estudio de trancriptoma en la cepa RHAI bajo condiciones de
desecacion, han corroborado los obtenidos por nuestro grupo con la cepa PD630.

En el presente trabajo se iniciaran los estudios tendientes a la caracterizacion de la sustancia
polimérica extracelular en la bacteria Rhodococcus sp. RAHI bajo condiciones de desecacion, a
fin de correlacionarlos con los datos obtenidos en los estudios de transcriptoma. Se pretende
identificar de esta manera los genes relevantes para el proceso de sintesis y acumulacion de SPE.

Bibliografia

Las Catedras involucradas en el presente trabajo disponen de la bibliografia necesaria, que
aportara la base para la tematica de estudio. Ademas se cuenta con bibliografia especificamente
relacionada con el trabajo propuesto representada por articulos cientificos de revistas tales como:
Applied and Environmental Microbiology, Journal of Bacteriology, Archives of Microbiology,
Applied Microbiology and Biotechnology, Journal of Carbohydrate Research, Drug Discovery
Today, entre otros.

Metas

1- Caracterizar quimicamente la SPE producida por Rhodococcus sp. RHA1 durante su
incubacion bajo condiciones de desecacion.

2- Determinar las enzimas y genes involucrados en la sintesis y acumulacion de la SPE en la
cepa RHAI a partir de los datos del genoma y transcriptoma.

3- Analizar los resultados y establecer conclusiones.

Actividades

1- Lectura y analisis de la tematica a desarrollar en la bibliografia correspondiente.

2- Ensayos preliminares con diferentes métodos de coloracion de polimeros extracelulares.

3- Estudio preliminar de la sintesis y acumulacion de SPE por la cepa RHAI para determinar
las condiciones optimas de produccion para estudios posteriores de caracterizacion quimica.

4- Ensayos quimicos generales para el analisis de la SPE.

5- Obtencion y analisis de los perfiles cromatograficos especificos en funcion de los resultados
obtenidos en el punto anterior.

6- Busqueda y analisis de los genes que codifican enzimas involucradas en la sintesis y
acumulacion del SPE en funcion de la caracterizacion quimica.

7- Analisis de los resultados, conclusiones y preparacion del informe.
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Materiales y Métodos

Materiales

Las Catedras involucradas en el presente trabajo cuentan con los materiales, equipos y soporte
financiero necesarios para su realizacion. La presente Practica sera financiada con los subsidios
obtenidos por los grupos involucrados para la realizacion de los proyectos de investigacion en
Curso.

Métodos

- Condiciones de cultivo y tratamiento de las células bajo condiciones de desecacion. Para los
ensayos de desecacion se utilizard una metodologia desarrollada en trabajos anteriores del grupo
(Alvarez ef al., 2004. FEMS Microbiol. Ecol., 50: 75-86). Se cultivaran las células en 10 ml de
medio nutritivo (NB) a 28° C durante 24 h con agitaciéon orbital, se recolectaran por
centrifugacion, se lavaran con solucién fisiologica estéril (SF) y finalmente se resuspenderan en
SF a una DOuss mm de 8. Esta suspension de células sirve de inoculo para los ensayos de
desecacion posteriores, depositando las mismas sobre soportes solidos inertes, como el vidrio o
los filtros de nitrato de celulosa de 0,45 pum (Sartorius, Gottingen, Alemania).

- Lnsayos preliminares con diferentes métodos de coloracion de polimeros extracelulares. Las
células seran sujetas a condiciones de desecacion (28° C- 20 % HR) en un portaobjetos de vidrio
y a diferentes tiempos se realizaran coloraciones con colorantes especificos para diversos tipos
de polimeros extracelulares. A continuacion se mencionan algunos de ellos y su especificidad:

1) Tincion con lugol:
Especificidad: amilosa y amilopectina en citoplasma; y amiloides en paredes celulares,

2) Tincion con Rojo de Rutenio, [(NH3)sRuORu(NH3)4ORu(NH;)s]Clg:
Especificidad: polisacaridos con grupos anionicos.

3) Tincion con azul de toluidina;

Especificidad: las pectinas (y polisacaridos anionicos en general), se colorean de rosa a purpura,
los acidos nucleicos u otros compuestos con ésteres fosfato, de purpura verdoso; la lignina y los
taninos se tifien de verde, azul verdoso o azul brillante. Entonces las paredes primarias se tefiiran
de rosa a purpura, y las secundarias, de azul. Se trata pues de un colorante metacromatico, es
decir aquél que puede tefiir de distintas tonalidades los materiales de acuerdo a la composicion
quimica de los mismos.

4) Tinciéon de PA-Schiff:
Especificidad: polisacaridos con oxhidrilos adyacentes no sustituidos.

5) Tincidn con Fluorocromo Calcofltior white;
Especificidad: polisacaridos de tipo fibrilar B-(1—4) o B-(1—3).
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6) Coomassie brilliant blue G**°:

Especificidad: proteinas.

- Lstudio preliminar de la sintesis y acumulacion de SPE por la cepa RHA I para determinar las
condiciones dptimas de produccion para estudios posteriores de caracterizacion quimica. Una
vez establecido el/los métodos de tincion con mayor afinidad por las células, se realizaran
tinciones a diferentes tiempos de incubacion de las células bajo condiciones de desecacion.

- Ensayos generales de reaccion cualitativos para el andlisis de la SPE. Se utilizaran reacciones
generales cualitativas para la determinacion del/los grupos quimicos constituyentes de la SPE,
Para ello se prepararan extractos con agua a temperatura ambiente y a 70 °C, los que seran
llevados a seco por liofilizacion. Ademas se probara la solubilidad de la SPE en solventes de
distinta polaridad. Los extractos nativos seran analizados mediante las reacciones de Molisch,
Feheling, Seliwanoff y Bial (para la identificacion de hidratos de carbono); ninhidrina y Millon
(para aminogrupos, péptidos y proteinas); cloruro férrico y gelatina (para fenoles); yodo (para
lipidos); Liebermann-Bouchard (para esteroides y/o triterpenos glicosilados). Eventualmente
podran efectuarse ensayos para otros grupos quimicos seguin los resultados obtenidos.

- Analisis del perfil cromatogrdfico especifico de la SPE. Una porcion de cada extracto acuoso
sera sometido a hidrolisis mediante tratamiento con é&cido trifluoroacético (TFA) 2 M o
concentrado (segun los resultados generales obtenidos al analizar cualitativamente los hidratos
de carbono) durante 90 min a 121°C. Los productos de la hidrolisis al igual que los extractos
nativos seran analizados mediante distintos sistemas de cromatografia planar sobre papel
Whatmann N° 1 y Silicagel a fin de establecer los perfiles correspondientes. Alternativamente
productos hidrolizados y nativos seran derivatizados a los correspondientes aldononitrilos
peracetilados y analizados mediante cromatografia gaseosa (CGL).

Los perfiles cromatograficos de sustancias de naturaleza proteica seran efectuados mediante
cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC).

Si el analisis quimico preliminar evidenciara la presencia de sustancias fenolicas, esteroidales
y/o triterpénicas, se efectuaran los perfiles cromatograficos mediante sistemas planares.

De corresponder, el analisis de lipidos sera realizado mediante cromatografia planar
bidimensional en un sistema de TLC sobre Silicagel, previa saponificacion a reflujo con una
solucion de KOH al 2 % vy posterior liberacion de los 4cidos grasos constituyentes.
Alternativamente podra complementarse con un estudio mediante CGL de los acidos grasos
previamente metilados.

-Busqueda y andlisis de genes en la cepa RHAI. Las secuencias de los genes y proteinas de
interés seran obtenidas de la base de datos del Proyecto Gendmico de Rhodococcus sp. RHAL.
Se analizara la presencia de los genes de interés en el contexto de clusters u operones en el
programa respectivo. Para el anélisis de las secuencias, comparacién de las secuencias con otros
microorganismos, alineamientos y bisqueda de secuencias conservadas o motivos especificos, se
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utilizaran programas disponibles en Internet o programas especificos disponibles en la Catedra
de Genética. Para el analisis de los genes, se prevé una busqueda bibliografica y analisis
detallado de publicaciones especificas para cada tipo de gen a investigar.

Cronograma:
Duracion: 16 semanas.
Semanas
Actividades| | | 2 | 3 516 | 7|89 [10]11]12|13]|14]15]16
1 X X
2 X X
3 X X X
4 X X X X X X
5 X X X X X X X
6 X X X X X
7 x | x

Cantidad de alumnos: 1 (uno).

Cuatrimestre: segundo cuatrimestre.
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