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INTRODUCCION

El BOPP es una de las poliolefinas mas importantes a nivel mundial (Galli y Vecellio, 2004).
Debido a su alta demanda de consumo son responsables de gran parte de los residuos
contaminantes que se acumulan en la naturaleza, con la consecuente contaminacion
ambiental (Téllez Maldonado, 2012). Si bien en la actualidad existen diferentes practicas que
intentan dar solucion a la problematica generada por la acumulacion de residuos plasticos
del tipo BOPP, ninguna de ellas representa una alternativa atractiva. La biodegradacion,
como parte de la biorremediacion, es una tecnologia poco invasiva y generalmente no
requiere componentes estructurales o mecanicos que signifiqguen una amenaza para el
medio. En este proceso, diferentes enzimas microbianas descomponen los polimeros
complejos en moléculas mas simples, que son utilizadas como fuente de carbono y energia
por los microorganismos (Kyrikou y Briassoulis, 2007). Si bien hasta el momento no se
conocen los genes involucrados en el proceso de degradaciéon del BOPP, estudios
realizados en base al analisis de Espectroscopia Infrarroja con Transformada de Fourier
(FTIR) indican que el mismo comenzaria con una oxidacion del polimero. En este proceso
participarian enzimas similares a las hidroxilasas de alcanos (Liu y col., 2014; Kohno y col.,
2002). Por lo tanto, la identificacion de los genes que codifican estas enzimas (alkB y genes
relacionados a alkB) en los microorganismos capaces de degradar BOPP (Belhaj y col.,
2002), con la posterior obtencion de un microorganismo recombinante conteniendo dicho
gen, reviste una enorme importancia tanto teérica como practica. De esta manera, la
ingenieria genética puede ofrecer una solucibn a este problema, que consiste en el
desarrollo de microorganismos genéticamente modificados capaces de eliminar aquellos
materiales que son dificiles de degradar naturalmente transformando los contaminantes en
productos ambientalmente mas seguros, convirtiéndose asi en mejores agentes de
biorremediacion (ArgenBio, 2007).

Este trabajo propone la obtencion de un microorganismo recombinante con accion
degradativa frente al BOPP, el cual podria ser utilizado en una unidad procesadora (reactor),
en donde se generen las condiciones Optimas para su actividad biol6gica y de esa manera
lograr una reduccion significativa de los residuos de esta naturaleza.

OBJETIVOS

El objetivo general del trabajo comprende la obtenciéon de un microorganismo recombinante
capaz de biodegradar el BOPP. Para ello se plantearon dos objetivos especificos:

I- Evaluar la presencia de los genes codificantes de las enzimas involucradas en la
degradacion del BOPP en una cepa de Pseudomonas aeruginosa aislada del relleno
sanitario de la Ciudad de Santa Fe, mediante una técnica de PCR optimizada en el
laboratorio.

[I- Obtener un microorganismo recombinante con capacidad para degradar el BOPP.

Titulo del proyecto: Obtencién de un microorganismo recombinante con actividad degradativa frente
al polipropileno biorientado (BOPP).

Instrumento: 2.1

Afo convocatoria: 2014

Organismo financiador: SECTEI

Director/a: Maria Gabriela de los Milagros Latorre Rapela
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METODOLOGIA

Identificacion del gen alkB codificante para la enzima alcano 1-monooxigenasa

Se realiz6 la extraccion del ADN gendmico de la P. aeruginosa, mediante lisis total por
calentamiento. El fragmento de interés, gen alkB, se amplific6 mediante una técnica de PCR
optimizada en el laboratorio. Los resultados de la secuenciacién se analizaron empleando
bases de datos (GenBank y BLAST) y programas informaticos (SnapGene).

Cepas bacterianas y vectores plasmidicos

Para el clonado de los productos de PCR y conservacion de las construcciones plasmidicas
se utilizé una cepa de Escherichia coli DH5a y el vector pGEM-T Easy (Promega), mientras
que para la expresion de la proteina se utiliz6 una cepa de E. coli BL21(DES3) y el vector
pPET28c (Novagene). El cultivo liquido de las bacterias se realiz6 en medio Luria-Bertani
(LB), a 37 £ 0,2°C y en agitacion a 180 rpm (Sambrook y col., 1989).

Transformacion de E. coli DH5a por electroporacion

Las células electrocompetentes (Ausubel y col.,, 2003.) se pusieron en contacto con la
construcciéon plasmidica pGEM-EcoalkBHind y se sometieron a cortos pulsos de corriente
eléctrica de alto voltaje con el equipo MicroPulserTM Electroporation Apparatus (BIO-RAD).
Las transformantes se sembraron en placas conteniendo LB suplementado con ampicilina,
X-gal 5% e IPTG 1mM para reconocer las colonias recombinantes (color blanco). Se
incubaron a 37 % 0,2°C durante 24 h. La presencia del inserto se confirmé por PCR de
colonia. A los clones que resultaron positivos se les extrajo el ADNp que se envié para su
secuenciacion y se conservaron en LB-glicerol 15% (v/v) a -80°C.

Minipreparacion de ADNp, ligacion y digestién con enzimas de restriccion.

Para la extraccion de ADN plasmidico (ADNp) se utilizé el GeneJET Plasmid Miniprep Kit
(Thermo Scientific).

Para la reaccion de ligacién se mezcl6 el fragmento de ADN purificado con el vector en una
relacién molar 3:1 siguiendo las instrucciones del fabricante. La mezcla de ligacion se incub6
toda la noche a 4°C.

La construccion pGEM-EcoalkBHind se cortd con las enzimas de restriccion EcoRI y Hindlll
(Promega) segun instrucciones del fabricante y se corrié en un gel de agarosa al 0,8%. Una
vez identificada la banda correspondiente al inserto, se cort6 la porcion del gel que la
contenia y se purifico el fragmento con el kit Accuprep gel purification (BIONNER). Se
procedié de igual manera con el vector pET28c, a fin de purificar la banda correspondiente
al vector linealizado.

Transformacién de E. coli BL21(DE3) por shock térmico

Las células quimicamente competentes se pusieron en contacto con la construccion
plasmidica pET28c-EcoalkBHind y se sometieron a un shock térmico. Las transformantes se
sembraron en placas de Petri conteniendo medio LB-agar con kanamicina (KAN) y se
incubaron a 37°C durante 24 h. La presencia del inserto se confirmé por PCR de colonia. A
los clones que resultaron positivos se les extrajo el ADNp que se envid para su
secuenciacion y se conservaron en LB-glicerol 15% (v/v) a -80°C.

Expresion de la proteina recombinante

Las bacterias E. coli BL21(DE3) transformadas se sembraron en medio LB suplementado
con KAN e IPTG (ImM y 0,1mM). A las 3 h post induccion, se tom6 una alicuota y el resto
se incubo toda la noche (ON) a 37°C en agitacion. Luego, a fin de visualizar la expresion de
la proteina recombinante (41 kDa), se realizo la extraccién de proteinas totales y posterior
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizante (SDS-PAGE)

(Laemmli, 1970).
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Evaluacién de la actividad degradativa

Se llevo a cabo una técnica de “screening”, para lo cual se sembrd una estria de la colonia
previamente inducida en la superficie de placas de Petri conteniendo un medio minimo de
sales agarizado, suplementado con una emulsion de hexadecano (Yoon et al, 2012) e IPTG
0,1mM vy se incubd a 35°C durante 7 dias. La actividad degradativa se pone de manifiesto
por la formacién de un halo transparente en el medio de cultivo alrededor de la colonia.

RESULTADOS/CONCLUSIONES

Gen alkB y construcciones plasmidicas
En la figura 1 se muestra la banda correspondiente al gen alkB amplificado, de 1149 pb.

En la figura 2 se muestra la construccion pET28c-EcoalkBHind obtenida, donde se observan
los sitios de restriccion EcoRI y Hindlll y la secuencia del gen alkB (en rojo).

La secuencia del gen alkB analizada (figura 3) presentd 99% de identidad con la secuencia
correspondiente a la enzima alcano 1-monooxigenasa de P. aeruginosa CCBH4851 (N° de
acceso KT454971.1). I
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Figura 1. Electroforesis en gel de agarosa. Calle MM: Marcador 1kB DNA Ladder (Genbiotech);
calles 1y 2: amplificacion del fragmento de 1149 pb por PCR.

Figura 2. Vector de expresion pET28c-EcoalkBHind, generado mediante el programa SnapGene.
Figura 3. Resultado del alineamiento de la secuencia obtenida en BLAST.

Obtencién de E. coli DH5a y E. coli BL21(DE3) recombinantes
En las figuras 4 y 5 se observan los AR
resultados de las PCR de colonia de E. coli

DH5a y E. coli BL21(DE3) respectivamente.

La presencia de una banda a la altura de los 10333,’3
1200 pb indica que las bacterias se
transformaron exitosamente.

Figura 4. Electroforesis en gel de agarosa. Calle MM: Marcador 1kB DNA Ladder (Genbiotech);
calles 1, 2, 4 y 5 E. coli DH5a no transformadas; calles 3 y 6 E. coli DH5a transformadas.

Figura 5. Electroforesis en gel de agarosa. Calle MM: Marcador 1kB DNA Ladder (Genbiotech);
calles 1 a 5 E. coli BL21(DES3) transformadas.

Expresion de la proteina recombinante

No se observaron diferencias significativas en el perfil de proteinas de las bacterias E. coli
BL21(DE3) no inducidas, inducidas 3 h e inducidas ON, que se muestra en la figura 6. A
partir del andlisis de la secuencia nucleotidica y aminoacidica en SnapGene, se corrobor6
gue la misma se encuentra en fase con el marco de lectura del vector (Fig. 7).
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Figura 6. SDS-PAGE. Calle M1: Marcador de PM (kDa); calle 2: E.coli BL21(DE3) no inducida; calles
3-6: E.coli BL21(DES3) inducida ON con IPTG 0,1mM; calles 7-10: E.coli BL21(DE3) inducida 3 h con
IPTG 1mM.

Figura 7. Secuencia nucleotidica y aminoacidica visualizada en SnapGene. * Codén de inicio de la
secuencia nucleotidica y Metionina inicial de la secuencia aminoacidica.

Evaluacién de la actividad degradativa

No se observo la presencia de halos alrededor de las colonias E. coli BL21(DE3) C1 y C2
recombinantes. La P. aeruginosa (P16) utilizada como control positivo presenté halo de
inhibicion.

Figura 8. Método de “screening”. Colonia P16: control positivo. Colonias C1 y C2: E. coli BL21(DE3)
inducida con IPTG 0,1 mM.

Considerando los resultados obtenidos, se puede concluir que se alcanzaron los objetivos
propuestos. Se logré identificar y aislar el gen alkB de una P. aeruginosa nativa, el cual
presentd una alta homologia con los disponibles en base de datos.

Ademas, se obtuvo una cepa de E. coli BL21(DE3) recombinante conteniendo el gen alkB
aislado. Dicha cepa no expreso la proteina alcano 1-monooxigenasa en concentraciones
significativas, dificultdndose su deteccion por las limitaciones tanto de la técnica SDS-PAGE
como del método de screening.

BIBLIOGRAFIA BASICA

ArgenBio 2007. Biotecnologia y limpieza del medio ambiente.
http://porquebiotecnologia.com.ar/index.php?action=cuaderno&opt=5&tipo=1&note=46

Ausubel, FM et al., 2003. Current Protocols in Molecular Biology. John Wiley & Sons Inc., NY, USA.
Belhaj, A.; Desnoues, N. y ElImerich, C., 2002. Alkane biodegradation in Pseudomonas aeruginosa
strains isolated from a polluted zone: identification of alkB and alkB-related genes. Res Microbiol 153:
339-344.

Galli, P. y Vecellio, G., 2004. Polyolefins: The most promising large-volume materials for the 21st
century. J Polym Sci 42:396-415.

Kyrikou, I. y Briassoulis, D., 2007. Biodegradation of Agricultural Plastic Films: A Critical Review, J
Polym Environ 15: 125-150.

Kohno,T.; Sugimoto, Y.; Sei, K. y Mori, K., 2002. Design of PCR primers and gene probes for
general detection of alkane-degrading bacteria. Microbes Environ 17(3):114-121.

Laemmli, U.K., 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227: 680-685.

Liu, H.; Xu, J.; Liang, R. y Liu, J., 2014. Characterization of the medium- and long-chain n-alkanes
degrading Pseudomonas aeruginosa strain SJTD-1 and its alkane hydroxylase genes. PLoS ONE
9(8): €105506. doi:10.1371/journal.pone.0105506.

Menn, F.; Easter, J. y Sayler, G., 2000. Genetically engineered microorganisms and bioremediation.
Biotechnol 11:441-451.

Sambrook, J.; Fritsch, E.F. y Maniatis, T., 1989. Molecular cloning: a laboratory manual. Cold
Spring Harbor, Laboratory Press, New York, USA.

Téllez Maldonado A., 2012. La complejidad de la problemética ambiental de los residuos plasticos:
una aproximacion al andlisis narrativo de politica publica en Bogota. Tesis Magister. Colombia.

Yoon M.G.; Jeon H.J. y Kim M.N., 2012. Biodegradation of Polyethylene by a Soil Bacterium and
AlkB Cloned Recombinant Cell. J Bioremed Biodegrad 3:145. do0i:10.4172/2155-6199.1000145

QB


http://porquebiotecnologia.com.ar/index.php?action=cuaderno&opt=5&tipo=1&note=46

