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Resumen

Actualmente uno de los mayores problemas en la
Microbiologia es que no se sabe como reproducir en el
laboratorio al 99 % de las bacterias que existen en el mundo,
es decir no son cultivables. Con €l propésito de lograr obtener
un meor conocimiento de estas bacterias, montamos un
método con el cual pudimos introducir genes de bacterias no
cultivables en una bacteria fécilmente cultivable en el
laboratorio. Utilizamos la bacteria Escherichia coli debido a
gue ya se sabe como nutrirla y manegarla en laboratorio.
I nsertamos segmento de ADN modelo en un plasmido de E.
coli y lo introdujimos en bacterias de E. coli. Optimizamos los
tiempos de incubacion para la enzima de restriccion Bam H1
y la enzima ligasa para obtener segmentos de ADN con €
tamafio adecuado e insertarlos en un vector molecular
[lamado plasmido. Estos plasmidos fueron introducidos por
electroporacion en bacterias. Las bacterias que contienen
estos plasmidos son capaces de crecer en presencia de
antibidtico Kanamicina. Deter minamos el numer o de colonias
de bacterias que crecian en cajas petri con un medio rico y
Kanamicina para conocer e nimero de distintos plasmidos.
L ogramos obtener una coleccion de 35,000 colonias distintas.



Introduccion

Larama de la Biologia que estudia |os procesos bacteriales, sus caracteristicas y
los componentes de las bacterias se [lama Microbiologia. Tal es el caso que se estima
gue €l 99 % de las especies bacterianas en el mundo estan sin descubrir. La parte de la
microbiologia en la que nos vamos a centrar en esta investigacion esta combinada con la
Ingenieria Genética (manipulacion de genes) en donde se usan herramientas para
obtener y secuenciar genes con muestras de ADN de cualquier origen. Una de las
fuentes mas interesantes de ADN son los metagenomas, muestras de ADN ambiental
obtenido sin necesidad de cultivar a los microorganismos que habitan cualquier
ambiente.

Las primeras investigaciones de metagenomas fueron hechas en su mayoriay de
manera reciente por J. Craig Venter, presidente del Instituto de Alternativas Biol6gicas
de energia, y su equipo de trabgjo en e barco Sorcerer Il, en €l
Mar de Sargasso (ubicado cerca de las Bermudas). Los
investigadores clonaron grandes segmentos de genomas
microbianos y visualizaron genes especificos con tintes
fluorescentes. EIl ADN gendmico se extrgjo y se secuencié en los
laboratorios (es decir ver € orden de los nucledtidos por los
cudes estd formado como por gemplo: Adenina, Guanina,
Citosina Uracilo).? Después de su andlisis bioinformético (a
través de computadoras), ellos descubrieron por 1o menos 1800
nuevas especies y mas de 1.2 millones de nuevos genes. Se creia
que e Mar de Sargasso era uno de los lugares con menos
nutrientes y poca diversidad de especies, y por eso se le estudio,
ya que las bacterias deberian haber sido més sencillas, pero no
fue asf.® Algunos organismos descubiertos tenian la capacidad de
capturar la luz* Con la secuenciacién, los investigadores
adquirieron informacion acerca del arbol filogenético (parecido | Fig.1 — Ejemplo de
entre las especies, tiempo de subdivision entre las familias de | Secuencia de
éstas) de estas especies.” La secuenciacion nos permite conocer | nhucledtidos (ACGT)
mucha informacion acerca de las bacterias, pero para poder
secuenciarlas [ver fig.1 como eemplo] es necesario primero saber como reproducirlas
en el laboratorio. Las bacterias son la clave de la mayoria de los procesos bioldgicos y
quimicos en el planeta.

Nuestro objetivo es lograr insertar genes de bacterias no cultivables (modelo) en
bacterias Escherichia coli parareproducirlasy poder analizar asi este material genético.

Materialesy M étodos
Equipo Electroporador (Biorad), centrifuga (Eppendorf), camaras de electroforesis
(Owl), Agitador (Vortex), campana de aire (Nu air), fuente de poder (Biorad) y kit de
purificacion (Quiagen).

Materiales Cagjas Petri, tubos de ensaye, tubos de Eppendorff, pipetas volumétricas,
puntas para micropipetas, etc.



Reactivos Medios de cultivo (gj: hidrolizados de levadura), soluciones amortiguadoras,
enzimas de restriccion (cortan el ADN en lugares especificos), polimerasas (sintetizan el
ADN, lo copian), bacterias E. coli, antibiético Kanamicina y geles de agarosa para
electroforesis de ADN.

Para poder poner a punto esta metodologia purificamos ADN total [Ver
procedimiento detallado en el Anexo 1] de la bacteriamodelo E. coli y lo cortamos en
segmentos especificos con ayuda de las enzimas de restriccion Sau3A (segmentos “A”).
Esto significa que los extremos de sus secuencias genéticas (Guanina, Citosing, etc) van
a ser iguales en cada uno de los segmentos sin importar el tamafio de éstos. i.e. son
compatibles. Para garantizar que podriamos

obtener todos los genes enteros hicimos una
digestion parcial de manera a que quedaran
siempre moléculas sin cortar en todos los
sitios. A través de la electroforesis [Ver S
procedimiento detallado en e anexo 2]

Segmento A

pudimos determinar e tamafio de los
segmentos “A”. Por separado purificamos y
cortamos plasmidos de Escherichia coli “B”
con Bam H1. Estos plasmidos son pequefios
cromosomas que pueden replicarse en E.

coli. Las enzimas Sau3A 'y Bam H1 tienen la

caracteristica de producir cortes que dejan //\
colas de ADN que son complementarias
entre si. Esto significa que los extremos,
ademés de ser iguales y compatibles entre
ellos, 1o seran también con los segmentos Plasmido mutante (c)
“A”. Juntamos los segmentos de tipo “A”
con segmentos tipo “B”. Para que estos
pedazos se peguen utilizamos una enzima
[lamada ligasa la cual crea enlaces
covalentes entre estos fragmentos. Al
fusionarse e crean plasmidos
recombinantes de E. coli con genes de
bacterias no cultivables. (A estos plasmidos

|
1 ]

plasmido

los llamaremos “C”) [Ver la representacion | Fig. 2. Ejemplo de Segmento de ADN
gréfica en la Fig. 2]. Con un medio que | (atb=c)einsercién del plasmidoenla
contiene Kanamicina, sdlo las bacterias que | bacteria

levan estos plasmidos  fusionados
sobreviviran.

En el laboratorio donde estuvimos han estado trabajando con genes involucrados
en la sintesis del aminoacido triptofano por lo que decidimos usar este sistema como
modelo para la obtencion de genes particulares. Este enfoque se podria usar para
obtener cualquier gen en particular. Ponemos bacterias E. coli (no capaces de sintetizar
triptofano) junto con los plasmidos C en € electroporador [Ver gemplo en el Anexo 3].
A través de un shock eléctrico de 4 A logramos que los plasmidos se introducieran a las
bacterias por diferencia de carga. Estas se replicaron y expresaron la informacion
adquirida. Ya que los plasmidos C se encuentran dentro de las bacterias E. coli



introdujimos a estas Ultimas en un medio de recuperacion en e que todo tipo de
nutrientes necesarios para E. coli estaran a su disposicion. Ahi crecieron bacterias con
todo tipo de caracteristicas. Para distinguir las bacterias que adquirieron la capacidad de
sintetizar triptofano, cuando estuvieron estables se transfirieron a un medio sin
triptofano. Solo aguellas bacterias que hayan adquirido un gen capaz de sintetizar
triptofano sobrevivieron en este medio. Reproducimos las bacterias en una cagja de Petri,
y contamos el nimero de colonias obtenidas.

Resultadosy Discusion

El primer experimento fue buscar las condiciones para que el DNA modelo fuera
digerido parcialmente con la enzima Sau3A. Para encontrar las condiciones adecuadas
incubamos la misma cantidad de DNA con concentraciones decrecientes de enzima por
30", posteriormente corrimos las muestras de DNA digerido en un gel de agarosa. [Ver
Figura 3]. Se puede observar que la digestion optima es usando 0.125 unidades de
enzima para 300 nanogramos de DNA. Paralelamente preparamos & plésmido donde
insertamos |os insertos model os dejando a la enzima Bam H1 cortar los segmentos por
30 minutos. Los resultados fueron que obtuvimos 9 000 colonias con genes
modificados, 1o cual es muy poco ya que necesitdbamos obtener 100 000 (una muestra
representativa y nimero suficiente para garantizar que si se llevé a cabo la fusion en
gran proporcién). Una posible explicacion es que el vector no estaba suficientemente
digerido por lo que fue necesario realizar e experimento de nuevo utilizando un mayor
tiempo de digestion.

12| 3| 4| 5| 6] 7] 8] El segundo experimento se realizé utilizando la
enzima de restriccion Bam H1 durante 1 hora y la
e enzima de ligasa durante 30 minutos. Obtuvimos solo 4
colonias bacterianas. Debido a que € tiempo de la
enzima BamHL1 ya se habia modificado, y €l tiempo de
laenzima Sau 3a esfijo, ahora se tuvo que modificar €l
tiempo de accién de la enzima ligasa para obtener mas
colonias bacterianas.

El tercer experimento se realizo utilizando la
enzima Bam H1 durante 30 min, pero incubando con la
enzima ligasa durante 1 hora. Obtuvimos 35 000
colonias. Lo cual es un meor resultado ya que a
repetirlo 3 veces se obtendrian las 100 000 colonias
necesarias. [Ver. Fig. 4 paralos geles corridos]
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En los resultados se observd que cambiando el

Fig. 3. Gel de agarosa con una cinética | tiempo de uso de las enzimas, se puede aumentar €l
de digestion de DNA de E.coli con la | NUmero de colonias fusionadas o mutantes. Estos
tiempos y cantidades especificas finales determinan
las condiciones necesarias para poder construir bancos
de genes. Al tener una muestra de DNA ambiental, las
_ _ cuales en generad son muy pequefias, podemos
molecular. Carriles 2:3.4,5,6,7 contienen | yraneportar estas condiciones para poder realizar
1, 050.250125.00625 y 003125 | hancos esta vez que realmente contengan genes de
unidades de enzima Sau3A bacterias no cultivables.

enzima de restriccion Sau3A. En €
primer carril se observa DNA sin

digerir. Carril 8 marcadores de peso




Figura 4. DNA utilizado para construir
los bancos. Carril 1, DNA no digerido
del vector. Carril 2 DNA digerido con
BamH1, Carril3, Marcadores de peso
molecular. Carril 4 DNA modelo de E.
coli digerido con Sau3A y carril 5 DNA

modelo sin digerir.

< Electroforesis final

Conclusiones

Se cred un banco de genes modelos, es
decir una fusién de DNA de Escherichia coli
utilizado como modelo en otros plasmidos de
la misma especie. Se logré optimizar la
metodologia hasta que quedara un proceso
definido y eficiente de tiempos y cantidades de
uso de enzima. La cantidad de colonias

obtenidas de los experimentos fueron las necesarias para poder tener bancos
representativos de genes de bacterias no cultivables Los resultados del proyecto pueden
ser utilizados como un avance en los métodos de reproduccién para bacterias no

cultivables.
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Anexo 1. Purificacion de pléasmidos

centrifugamos 4ml. de

&

E ]

quitar desechos

E.coli 30 seg. a 2000 rpm,

resuspender en 250
micrelitros de suspension
buffer/RMase

L
mezclames. ncubamos por 5 min. a

temperatura ambignte,

agregar 250 microlitros
de bufer bysis

L
mezclamos, mcubamaz por S min. en

quitar desechos

hielo, centrifugamas por 10 min. o
weleciclad mdx ima

v

agregar 350 microlitros
de “chilled binding fuffer"

quitar desechos

transferimos la nata de la superficie a un
tubo con filtro extra puro. centrifugamos
por 45 seq, a velocidad mdsima

v
centrifugarmos

L

quitar desechos

quitar desechos

durante | min,

agreqar 500 micralitras
de "wash buffer"

L

centrifugames por [ min + fiempo
adicional despues de hober desechado

las particulas no necesarias.

agregar 700 microlitros de
"wash buf fer"

centrifugamos
durante 1 min,

| |

FLASHIDOS PURIFICADOS

agregar 100micrslitros
de "elustion buffar




Anexo 2:
Electroforesis

Formacion de geles

El gel de agarosa se calienta en el horno de microondas. Se vierte en el moldey se
esperaa que se cugje (gelatina). Con un peine se forman hoyos en €l gel. En estos hoyos
se introducen las soluciones parallevar a cabo la electroforesis.

Mezclar soluciones

Se mezclan los plasmidos con glicerol y colorante azul. El glicerol se utilizadebido a
gue el ADN no es denso. Con la coloracion que da el colorante es facil analizar los
resultados, sino se disuelve entre € glicerol.

Electroforesis

Se inyectan los plasmidos en los hoyos del gel. Debido alacarga negativadel ADN y la
carga proporcionada por la fuente de poder (100volts), el ADN es atrapado por €
gel.”Se correra” el gel.

Tefiir

Al meter |la muestra en Bromuro de Etidio, los
resultados se vuelven visibles bgjo luz ultravioleta
[Fig.3y 4]

Luz ultravioleta

Se prende laluz. Cada unade las lineas
apreciables es un segmento de ADN que fue
liberado en el gel. Después de sumergir € gel en
aguay verlo unavez mas bgjo laluz ultravioleta,
los resultados pueden ser apreciados con mayor
facilidad.

Fig. 5 Ejemplodegel enla
electroforesis. La coloracion
azul es debido al DNA pintado
gue contiene.




Anexo 3:

Ejemplo de Electr oporacion

Experimento 2: plésmido en bacteria.

1.- Enunacelda[ Ver. Fig. 6 paragemplo]
seintroducen 2 pl. deE. coli y célulasde E.
coli.

2.- Seledaunacargade 1.8 volts.

3.- El shock eléctrico resultante es de 4.64
Amperes.

4.- Seintroduce 1 pl. de SOC en lacelda
(pararestablecerlas las células).

5.- Secolocan en tubos de ensaye para dgjarlas
en unaincubadoraa 37°C con agitador durante
1 hora.

3
cjii

Fig. 6 Ejemplo de Celdas para introducir
células en el electroporador




