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

Comodoro Rivadavia, 04 de julio de 2007 -

VISTO:
La nota entrada a FCN. N° 1823/07 presentada por el Departamento Bioquimica,
mediante la cual eleva una 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 Practica Profesional que se detalla, en el marco de la Practica Profesional a
eleccion de la carrera de Bioquimica cuyos contenidos figuran en el Anexo que forma parte
integrante del presente despacho:

Estudio de bacterias tolerantes a los ambientes | Dr. Héctor M. Alvarez / Biog. Roxana A.
aridos de la Patagonia. Silva

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

RESOLUCION CAFCN. N° 369/07.-
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Practica Profesional a Eleccion de Bioquimica- 2007

Catedra Genética- Depto de Bioquimica

Centro Regional de Investigacion y Desarrollo Cientifico Tecnologico (CRIDECIT)
Responsable: Dr. Héctor M. Alvarez (Prof. Adjunto Catedra de Genética)
Colaboradores: Biogq. Roxana A. Silva (Jefe de Trabajos Practicos Catedra de Genética)

Titulo: Estudio de bacterias tolerantes a los ambientes aridos de la Patagonia

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

conceptos, razonamientos y metodologias aprendidas en la carrera y aplicadas durante el
desarrollo del proyecto de investigacion en curso en la Catedra de Genética.

Objetivo especifico: Caracterizar bacterias tolerantes a la desecacion aisladas de muestras de

suelo de la Patagonia semiarida y establecer la relacion entre la tolerancia a la desecacion y la
capacidad de acumular triacilglicéridos.

Palabras claves: desecacion, bacterias tolerantes, triacilglicerol

Introduccion:

La desecacion es uno de los factores ambientales mas criticos que deben afrontar los
microorganismos en suelos desérticos. La remocion de agua en la ceélula impone una serie de
problemas estructurales, fisiologicos y bioquimicos a los que los microorganismos deben
adaptarse para poder sobrevivir. El estrés oxidativo es una de las consecuencias que afrontan los
microorganismos durante su incubacion bajo condiciones de desecacion. Sin embargo, este no es
el iinico efecto que deben afrontar las bacterias sometidas al estrés hidrico, sino que es un evento
multifactorial donde coexisten otros tipos de estrés como por ejemplo el estrés osmotico v la
escasez de nutrientes externos, entre otros. Una de las respuestas clasicas de las bacterias al
estrés hidrico es el detenimiento del crecimiento y division celular y un ajuste de su fisiologia y
bioquimica. Entre los mecanismos de adaptacion de los microorganismos a las condiciones de
desecacion se pueden mencionar, (1) la induccion de sistemas de reparacion de ADN eficientes,
(2) la produccion de solutos compatibles, como la trealosa o la ectoina, entre otros, para
balancear su estado osmotico, (3) la reduccion de la actividad metabolica de las células, (4) la
activacion de sistemas de proteccion antioxidantes como la sintesis de pigmentos carotenoides y
de enzimas catalasas, peroxidasas y superoxido dismutasas, (5) la produccion de una sustancia
polimérica extracelular (EPS) y (6) la acumulacion y movilizacion de lipidos de reserva como
los triacilglicéridos (TAG), que sirven de fuente endogena de carbono y energia y como fuente
de agua metabolica, (7) entre otros mecanismos posibles.
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La sintesis y acumulacion del EPS podria retrasar la pérdida de agua de la célula y suministrarle
el tiempo necesario para realizar sus ajustes a nivel bioquimico, fisiologico y molecular, mientras
que la oxidacion endogena de los TAG podria suministrar la energia vy los precursores
moleculares necesarios para desencadenar los mecanismos de proteccion y adaptacion a las
condiciones de desecacion. Debido a esto, en el presente proyecto se propone comprobar la
existencia de una relacion entre la adaptacion a condiciones aridas vy la sintesis y acumulacion de
TAG en bacterias. Para tal fin, se analizara la presencia de genes claves para la sintesis de TAG,
en las bases de datos gendmicas disponibles de microorganismos con capacidad conocida de
tolerancia a la desecacion. Por otro lado, se propone realizar el aislamiento de cepas bacterianas
autoctonas con capacidad de sobrevivir a condiciones extremas de desecacion. Una vez aisladas,

se propone conocer su identidad y su capacidad de acumular TAG.

Bibliografia

La Catedra cuenta con una variedad de libros del area que serviran de fuente de conocimientos
basicos sobre el tema. Ademas se cuenta con bibliografia especificamente relacionada con el
tema de estudio representada por articulos cientificos de revistas tales como: Applied and
Environmental Microbiology, Journal of Bacteriology, Archives of Microbiology., Applied
Microbiology and Biotechnology. entre otros.

Metas:
1- Aislar y caracterizar bacterias tolerantes a la desecacion de muestras de suelo de la region.
2

2- Establecer la relacion entre la tolerancia a la desecacion y la capacidad de acumular TAG en
las cepas aisladas.

3- Establecer la presencia de genes que codifican enzimas involucradas en la sintesis de TAG
en el genoma de bacterias tolerantes a la desecacion.

4- Analisis de los resultados y conclusiones.

Actividades:

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

2- Aislamiento de cepas bacterianas con capacidad de tolerar condiciones de desecacion
extremas a partir de muestras de suelo de la Patagonia semiarida.

3- Caracterizacion taxonomica de las cepas aisladas.

4- Analisis de la capacidad de las bacterias aisladas para tolerar condiciones de desecacion
(determinacion del grado de tolerancia).

5- Analisis de la capacidad de acumular lipidos neutros (TAG y ceras) en las cepas autoctonas y
cepas modelo tolerantes a la desecacion.
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6- Blsqueda en bases de datos disponibles y analisis de los genes que codifican enzimas
involucradas en la sintesis de TAG en bacterias tolerantes a la desecacion.

7- Analisis y procesamiento de datos.

Materiales y Métodos:

Materiales:

La Catedra cuenta con los materiales, equipos y soporte financiero necesarios para la realizacion
del presente trabajo. La presente Practica sera financiada con los subsidios obtenidos por nuestro
grupo para la realizacion de los proyectos de investigacion en curso.

Métodos:

Aislamiento de cepas bacterianas con capacidad de tolerar condiciones de desecacion extremas
a partir de muestras de suelo de la Patagonia semidrida.

Se realizara el aislamiento de cepas no esporuladas a partir de muestras de suelo de la Patagonia
semiarida, con o sin contaminacion, utilizando dos tipos de técnicas de aislamiento:

- Se realizaran las recolecciones de muestras de suelo de diferentes lugares de la Patagonia
semiarida, se realizaran recuentos de bacterias totales (UFC/g) al inicio del ensayo vy se
incubaran las muestras de suelo bajo condiciones de desecacion (28° C- 30 % HR)
durante diferentes periodos de tiempo (semanas). Se analizara para cada tiempo la
variacion de los recuentos de bacterias totales (UFC/g) vy se realizara el aislamiento de las

- colonias representativas o dominantes crecidas en el medio de cultivo luego del
tratamiento de desecacion del suelo.

- Se realizara la siembra masiva directa y luego de diluciones de un indculo de 100 ul de
una suspension de 1 g de suelo en solucion fisiologica estéril (SF), en agar LB diluido
1/5. Se incubaran las placas durante 7 dias a 25° C hasta la aparicion de colonias. A
continuacidn se realizara una suspension en SF de todo el material celular crecido en el
medio de cultivo y se colocara el mismo sobre un filtro de nitrato de celulosa (0,45 u)
Los filtros conteniendo el material celular se incubaran en desecador bajo condiciones
controladas (28° C- 30 % HR) por el término de 10 dias. Luego del tratamiento de los
filtros, se resuspendera el material celular y se sembraran en agar LB diluido 1/5 para la
recuperacion de las colonias de los microorganismos sobrevivientes al tratamiento de
desecacion.

Caracterizacion taxonomica de las cepas aisladas.

Se realizara la caracterizacion taxonomica de las cepas aisladas tolerantes a la desecacion
mediante los siguientes analisis: microscopia, coloracion de Gram, OF, oxidasa, catalasa y
secuenciamiento de gen DNAr 16S.
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Andlisis de la capacidad de acumular lipidos neutros ( TAG y ceras) en las cepas autoctonas y
cepas modelo tolerantes a la desecacion.

Con el fin de analizar la capacidad de las cepas aisladas para acumular TAG y otros lipidos
neutros, se realizara el cultivo de las células en medio mineral con un exceso de la fuente de
carbono (gluconato o acetato de sodio) y un déficit de la fuente de nitrogeno (MSMO,1). El
analisis quimico de las células se llevara a cabo mediante la extraccion de lipidos totales con
solventes organicos y separacion por cromatografia en capa del gada (TLC) y por cromatografia

gaseosa previa metanolisis, seguin trabajos previos (Alvarez ctal. 1996. Arch. Microbiol. 165:377-386).

Ensayos de estrés y supervivencid.

Para realizar los ensayos de desecacion en las cepas seleccionadas, se utilizara el metodo llevado
a cabo en trabajos anteriores (Alvarez et al. 2004. FEMS Microbiol. Ecol. 50:75-86). Brevemente. se
sembraran alicuotas de 7 ul de una suspension de células (ODuass de 3) sobre un filtro de nitrato
de celulosa (0,45 p de diametro de poro) y los filtros se colocaran en la superficie de un medio
sélido de medio mineral conteniendo 0,5 % de gluconato de sodio (0 0,2 % de acetato de sodio)
con un déficit de la fuente de nitrogeno para favorecer la acumulacion de lipidos y se incubara a
28° C. Una vez crecidas las colonias, se incubaran los filtros en desecador a una temperatura de
28° C y en una atmosfera de humedad relativa de 30 %, controlada con un higrometro. Para
determinar la supervivencia de los microorganismos, se cortaran pequenos trozos del filtro
conteniendo una Unica colonia, se resuspenderan las células y se realizaran recuentos celulares
(determinacion de UFC/ml). El efecto de la desecacion sera determinado calculando el numero
de células supervivientes respecto del nimero total de c€lulas antes del estres.

Busqueda en bases de datos disponibles y andlisis de los genes que codifican enzimas
involucradas en la sintesis de TAG en bacterias tolerantes a la desecacion.

Las secuencias de los genes y proteinas implicadas en la biosintesis y acumulacion de TAG seran
obtenidas de la base de datos de Proyectos Genomicos disponibles de bacterias de los géneros
Mycobacterium, Deinococcus, Rubrobacter y Anabaena. Se analizara la presencia de los genes
de interés en el contexto de clusters u operones en el programa respectivo, Para el analisis de las
secuencias, comparacion de las secuencias con otros microorganismos, alineamientos vy
busqueda de secuencias conservadas o motivos especificos, se 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 microorganismo a investigar.

Cronograma:
Duracion: 16 semanas.



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

Hoja N° 5/5

ANEXO — Cpde. R.CAFCN. N° 369/07.-

F
Semanas
Actividades 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16

1 X X
2 X X X X X X X
3 X X X X X X X
4 X X X X X X X
5 X X x X X X X
6 X X X X X X X X X X X X X
7 X | x

Cantidad de alumnos: 1 (uno)

Cuatrimestre: segundo cuatrimestre




