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Resumen: Se evaluaran los perfiles de resistencia a UV y capacidad fotorreparadora de
cepas de interés aisladas de lagunas de altura puno-andinas (LAPAs) empleando como
organismo modelo Acinetobacter sp. Ver3. Ademas, utilizaremos herramientas
bioinformaticas para obtener en bases de datos los genes codificantes para fotoliasas. De
esta manera se podran disefar oligonucledétidos especificos para las reacciones de PCR
para la deteccidn de genes en el genoma de cepas extremdfilas.

Palabras clave: Acinetobacter. Extremdfilos. Luz ultravioleta. Lagunas de Altura.
Fotorreactivacidon. Fotorreparacion. Dimeros de Pirimidina. Bioinformatica. Genes.
Fotoliasas. PCR. Lesiones en el ADN. Luz azul. Flavoproteinas.

INTRODUCCION

La radiacion ultravioleta (UV) es un tipo de radiacion electromagnética, de una
longitud de onda mas corta que la de la luz visible (por debajo de 400 nm). La luz UV es un
componente de la luz solar y es emitida por los arcos eléctricos y fuentes de luz
especializadas tales como las luces negras. De acuerdo con las respuestas bioldgicas, la
luz UV se puede dividir en tres tipos: UV-A, UV-B y UV-C. Altas dosis de UV, en especial
UV-B (280-320 nm) causan dafios en las células. Tanto la luz UV indirecta como directa
son perjudiciales para la vida, debido a la fuerte absorcion de longitudes de onda
inferiores a 320 nm por parte del ADN. La luz UV-A (320 a 400 nm) causa sdlo dafio
indirecto a ADN, proteinas y lipidos a través de la generacion de intermediarios reactivos
del oxigeno. Los productos mds comunes, producidos la radiacién por UV sobre el ADN,
son dimeros de pirimidina-ciclobutano (CPD). Bajo condiciones de estrés extremo por UV,
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se sabe que, en las bacterias, aumentan las mutaciones, como Ultimo mecanismo de
resistencia, conocidos como errores de reparacién de derivacién, que permite pasar por
alto las lesiones durante la replicacién del ADN. En condiciones normales, estas lesiones
bloguearian la replicacién por la ADN polimerasa Ill, pero en el caso de los dafios
causados por radiacion UV, este mecanismo evita que la célula replique su ADN vy asi es
capaz de sobrevivir con lesiones no reparadas. Por razones obvias, esto se traduce en un
alto nimero de mutaciones.

Aungue altas dosis de UV son perjudiciales para la vida, algunos microorganismos,
llamados extremdfilos, se han adaptado a estas condiciones y son capaces de crecer
cuando se los expone a la radiacién UV. Por ejemplo, los extremofilos aislados de Lagunas
de altura Puno-Andinos (LAPAs) en el noroeste Argentino (Figs. 1-3), las cuales han
demostrado ser muy resistentes a fuertes dosis de luz UV, ya que tienen mecanismos
eficientes de fotorreparacién, como parte de sus mecanismos de defensa contra este tipo
de radiacion.
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Figura 1. Ubicacion geografica de las LAPAs (adaptacion a partir de Google Maps).
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Figura 2. Tipico paisaje reinante en los ambientes extremos de las LAPAs: Laguna Verde (4,4,00 msnm),
Catamarca, Argentina. (Fuente: Maria Eugenia Farias).
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Figura 3. Diferentes tipos de comunidades microbianas de las LAPAs (Fuente: Maria Eugenia Farias).

El proceso de fotorreactivacion se ejecuta por enzimas dependientes de luz
conocidas como "Fotoliasas" que se encuentran conservadas a lo largo de la evolucion y
fueron descriptas en los tres dominios bioldgicos. Las fotoliasas son proteinas
monoméricas de 53 a 66 kDa que contienen flavin-adenina dinucleétido (FAD) como
cofactores y pigmentos antena tales como deazaflavina o derivado de trimetil-
hidrofolato. Las fotoliasas son consideradas una de las primeras soluciones de la
naturaleza a la amenaza del daio en el ADN por la radiacidon UV de alta intensidad.
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La mas comun de estas lesiones es el dimero de pirimidina cis-syn ciclobutano
(CPD), formado por cicloadicion [2 + 2] de dos bases de pirimidina adyacentes (en
general, un par de timinas). Tales lesiones CPD evitan que las polimerasas funcionen,
provocando eventualmente, la muerte celular. Las fotoliasas se unen fuertemente a los
CPD en condiciones de oscuridad. La absorcion de luz UV-A 'y / o azul (320-470 nm) por la
forma semi-reducida de su cofactor FAD (FADHe-) que inicia una reaccion de
transferencia de electrones causando la separacién de los dos enlaces C-C en la unidad de
CPD, que resulta en la reformacién de las dos bases de pirimidina separadas.

HERRAMIENTAS BIOINFORMATICAS

La bioinformatica es una combinacidén de la biologia con la informacién tecnolégica
(Fig. 4). Esta disciplina abarca cualquier herramienta computacional y métodos usados
para manejar, analizar y manipular grandes cantidades de datos bioldgicos.
Esencialmente, la bioinformatica tiene tres componentes:

e La creacion de base de datos permite el almacenamiento y manejo de grandes
cantidades de base de datos.

e El desarrollo de algoritmos y estadisticas que determinen relaciones entre los
conjuntos de datos.

e El uso de estas herramientas para el andlisis de interpretacién de varios tipos de
datos bioldgicos, incluyendo ADN, ARN, secuencias y estructuras proteicas,
perfiles de expresidn de genes y rutas bioquimicas.
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Fig. 4. Representacion del trabajo bioinformatico.

El término Bioinformatica comenzo a usarse en el afio 1990 y fue originalmente un
sindnimo para el manejo y analisis de ADN, ARN y secuencias proteicas. Las herramientas
computacionales para realizar secuencias y analisis estuvieron disponibles desde 1960,
pero solo para una minoria; hasta que se hicieron avances en la tecnologia de
secuenciacion, junto con la rapida expansién en el numero de secuencias almacenadas en
bases de datos tales como GenBank.
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Actualmente, el término se ha expandido e incorporado para la designacién de
muchos otros tipos de datos bioldgicos como por ejemplo estructuras proteicas, perfiles
de expresion de genes e interaccion de proteinas. Cada una de estas areas requiere su
propia base de datos, algoritmos y métodos estadisticos.

ACTIVIDADES PRACTICAS. PARTE 1. ENSAYOS A LA RESISTENCIA A RADIACION UV-B
Experimento 1. Ensayos cualitativos.

Objetivo: estos ensayos permitirdn rdpidamente evaluar y comparar el nivel de
resistencia de las cepas seleccionadas. Como referencia (control sensible) utilizamos dos
cepas de la coleccion de cultivos DSMZ: Acinetobacter johnsonii DSM 6963 y
Acinetobacter baumanni DSM 30007. Las cepas resistentes usadas para los experimentos
son: Acinetobacter sp. Ver3 y Acinetobacter sp Ver7 pertenecientes a la Colecciéon de
extremofilos del LIMLA (www.limla.com.ar).

Metodologia: Isa cepas seleccionadas creceran en medio LB (en g/l: extracto de
levadura 5, NaCl 10, Triptona 10) a 30 °C en agitacion (200 rpm). Se sembraran las células
en fase media-exponencial por medio de un centrifugado a 8,000 rpm; por 30 minutos a 4
°C. Los pellets se lavaran dos veces en 0.9% de NaCl y seran resuspendidos en la misma
solucién hasta una DOggo: 0.6. Se recogera una alicuota de cada suspensién celular (100
L) y se realizaran diluciones seriales (10" hasta 10™). Las placas con medio agarizado
seran inoculadas con 5 pL de cada dilucidn en una fila como se representa en la figura 5.
Luego de esto, las placas inoculadas se expondrdn a dosis incrementadas de UV-B (hasta
380 k) m™), se cubrirdn inmediatamente y se mantendran en oscuridad para prevenir la
fotoreactivacién. Se determinara el crecimiento luego de 48 hs. de incubacién a 30° C. El
crecimiento relativo se comparara con los inoculados en las pacas control no expuestas a
radiacién UV-B.

Fig. 5. Perfiles de Resistencia a UV-B de dos cepas resistentes (A5 WT y A5 WH) y una cepa control
sensitiva: Rhodococcus corynebacteroides. Se emplearon diluciones seriadas: 10" a 10’ (de izquierda a
derecha). La placa de la izquierda es el control no expuesto a UV, la placa de la derecha presenta las
diluciones expuestas al tratamiento.

Informe: Analizar el crecimiento en las placas de agar inoculadas y escribir los

resultados en la siguiente tabla como signos positivos (Tabla 1). Realizar las conclusiones
correspondientes.
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Cepa/Diluciones | 10™ | 107 | 10° | 10 | 10°
Non-exposed controls

Ver3

Ver7

AB

Al

10 min UV/B
Ver3

Ver7

AB

Al

30 min UV/B
Ver3

Ver7

AB

Al

60 min UV/B
Ver3

Ver7

AB

Al

Tabla 1. Toma de datos de los resultados del ensayo de Resistencia a UV-B cuantitativo.

Experimento 2. Ensayos cuantitativos

Objetivo: este ensayo permitira evaluar cuantitativamente los niveles de resistencia
y habilidades de fotorreparacion de las cepas seleccionadas por conteo de unidades
formadoras de colonias (UFC) luego de la exposiciéon a UV, y luego de los periodos de
reparacion (en luz u oscuridad). En este caso se usaran dos cepas de E. coli BL21, una cepa
con un plasmido recombinante (pET28) que lleva un gen para la fotoliasa previamente
clonado de Acinetobacter sp. Ver3, y cepas control sin el plasmido recombinante.

Metodologia: las cepas seleccionadas crecerdan en medio LB (con los
correspondientes antibidticos para las cepas transformadas) a 30° C en agitacion (200
rpm.). Se sembraran las células en fase media-exponencial por centrifugado a 8,000 rpm,
durante 30 minutos, a 4° C. Los pellets se lavardn dos veces en NaCl al 0.9% y
resuspendidos en la misma solucién. Una porcion de cada suspensidn celular (DOggo: 0.6;
20 ml) se expondrd a radiacién UV-B por 10 minutos (38 kJ/m™) (Vilbert Lourmat VL-4;
maxima intensidad a 312 nm; intensidad promedio: 7mW/cm™) en agitacion (50 rpm) a
20° C. Los controles se incubaran, en oscuridad, bajo las mismas condiciones. Luego de la
exposiciéon a UV-B, se removerd una alicuota (100 uL) y se evaluard el crecimiento
microbiano por conteo de nimero de unidades formadoras de colonia (UFC) luego de 48
hs de incubacidn a 30 ° C en oscuridad, para prevenir la fotoreactivacion.
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Tanto los controles como las suspensiones celulares expuestas a la UV-B seran
sujetos a condiciones de fotorreparacién (FR) o de reparacion en oscuridad (RO). La
fotoreparacion se permitira mediante la incubacién de las suspensiones bajo radiacién
foto-activa (RFA) durante 120 minutos (18 W/m™) usando una ldmpara OSRAM L18 77 W
con un agitador continuo (50 rpm) a 20° C, mientras que la reparacion en oscuridad se
evaluard bajo las mismas condiciones experimentales, pero en ausencia de RFA. Luego de
cada tratamiento, se removera una alicuota (100 uL) y se determinard el nunero de UFCs
luego de 48 hs. de incuvacion, a 30° C, bajo condiciones de oscuridad, para prevenir la
fotoreactivacion.

Informe: realizar el conteo de UFCs y escribir los resultados en la siguiente tabla
como UFC por ml (Tablas 5 y 6). Usar el programa excel para presentar los resultados en
forma grafica. Indicar sus conclusiones.

Tratamiento/Diluciones | 10" | 10? | 102 | 10* | 10° [ 10° | 107
Cepa de E. coli BL21 (sin el plasmido recombinante)

TO
T130
uvi1o

RO

FR
Cepa de E. coli BL21 (con el plasmido recombinante y gen fotoliasa)
TO
T130
uvi1o
RO
FR

Tabla 2. Toma de datos de los resultados del ensayo de Resistencia a UV-B cuantitativo.

ACTIVIDADES PRACTICAS. PARTE 2. BIOINFORMATICA

Objetivo: este ejercicio permitirda determinar la diversidad de secuencias de
fotoliasas en genoma de cepas de Acinetobacter presentes en bases de datos. Teniendo
en cuenta esta diversidad de secuencias, se aprendera a disefiar oligonucledtidos de
genes de fotoliasa para ser utilizados en ensayos de PCR para las cepas resistentes a UV
en estudio.

Metodologia: emplearemos  principalmente la base de datos del NCBI:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/.

Aqui hay algunos links de herramientas bioinformaticas utiles tanto para este curso,
como informacién general:
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Para busqueda de secuencias homologas:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
http://seqtool.sdsc.edu/CGl/BW.cgit!
http://www.fasta.genome.ad.jp/
http://www.ebi.ac.uk/embl/

Para realizar alineaciones multiples:
http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/
http://www.toulouse.intra.fr/multalin.html
http://dot.imagen.bcm.tmc.edu:9331/multi-align/multi-align.html

Para comparacion de dos secuencias:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2.html

Para disefo de oligonucledtidos:
http://seqtool.sdsc.edu/CGl/BW.cgit!
http://www.genome.wi.mit.edu/cgi-bin/primers/primers3_www.cgi
http://insilico.ehu.es/

Traduccién de ADN en proteinas:
http://expasy.cbr.nrc.ca/tools/dna.html
http://www2.ebi.ac.uk/translate/
http://www.kazusa.or.jp/codon/

Identificacién de ORFs y analisis de proteinas:
http://seqtool.sdsc.edu/CGl/BW.cgit!

Identificacién de secuencias de consenso y dominios estructurales:
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/wrpsb.cgi
http://www.smart.embl-heidelberg.de/
http://www.expasy.ch/
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Figura 6. Pagina de inicio del National Center for Biotechnology Information (NCBI).
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Busqueda de homdlogos de genes fotorreceptores en genomas de Acinetobacter sp.

1. Buscar y copiar la secuencia proteica correspondiente al gen para fotoliasa (phrB)

en E. coli (Fig. 7).
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Figura 7. Secuencia proteica PhrB de E. coli disponible en NCBI.

(PhrB de E. coli) con todo los genomas de cepas de Acinetobacter.
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3. Recuperar al menos 20 secuencias que den identidad significativa (uno por

genoma). Para este proposito,
las secuencias (Figs. 9 y 10).

marcar cada secuencia deseada y luego recuperar

« C O www.nebinim.nih.gov/blast/Blast.cg DRs)
Legend for links to other resources: [ UniGene [3 6e0 [ Gene B structure [ Map viewer B PubChem Binassay
Sequences producing significant
Accession | Description | max score Total score Query coverage | Evalue | Maxident | Links |
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ACPL01000085.1 | Acinetobacter johnsonii SHO46 cont1.65, whole genome shotgun < 395 395 98% 2e-122 3%

AFQY010000011 | Acinetobacter Iwoffil WI10621 contigdo1, whole genome shotgun 384 394 98% 3e-122 42%

ACOF01000013.1 | Acinetobacter sp. RUH2624 contl.11, whole genome shotgun seqi £ 334 97% 3e-122 43%

ABYNO1000079.1 | Acinetobacter sp. ATCC 27244 contigd0079, whole genome shotgl 392 392 97% te-21 4%

Acinetobacter baumannii OIFC032 ctg1126921148084, whole genc 388 388 98% 3e-120 43%

Acinetobacter baumannii 3909 seq0168, whole genome shotgun st 285 385 7% se-119 3%

Acinstobacter baumannii ATCC 19606 cont1.47, whole genome sh 383 383 97% 2e-118 3%

Acinetobacter sp. NBRC 100985 DNA, contig: ACT4023, whole ger 383 383 s8% 2e-118 a1%

Acinetobacter baumannii AB200 contig0568, whole genome shot 283 383 7% 2e-118 3%

Acinetobacter baumannii ATCC 17978, complete genome 382 415 7% de-118 43%

Acinetobacter baumannii Naval-18 ctg1127182502510, whole gen 382 382 7% 4e-118 43%

Acinetobacter baumannii UMB003 UMB003_c10, whole genome shc 282 382 7% se-118 3%

Acinetobacter baumannii 4190 5eq0027, whole genome shotgun s¢ 382 332 7% Se-115 43%

Acinetobacter sp. DR1 chromosome, complete genome 380 380 s8% 2e-117 429%

Acinetobacter baumannii UMB002 UMB002_c13, whole genome shc 280 380 7% 3e-117 3%

Acinetobacter pittii D499 Contig21, whole genome shotgun sequer 380 330 93% 3e-117 42%

Acinetobacter sp. SH024 cont.37, whole genome shotgun seque 380 380 s8% 3e-117 a2%

Acinetobacter baumannii D1279779 contigd072, whele genome si 379 379 7% se-117 2%

Acinetobacter baumannii Naval-81 ctgl127184433065, whole gen 378 373 97% ge-117 42%

Acinetobacter baumannii ACICU chromosome, complete genome 379 412 7% Se-117 2%

Acinetobacter baumannii MDR-TJ, whole genome shotgun sequenc 379 379 97% se-117 2%

Acinetobacter baumannii AB210 seq0001, whole genome shotgun ¢ 378 373 97% Se-117 42%

Acinetobacter baumannii ABNIHZ contigd0052, whole genome shot 279 373 97% se-117 2%

Acinetobacter baumannii WMSSC contigdo022, whole genome shot 379 379 97% se-117 2%

Acinetobacter baumannii 6014059 A_sp6014059-2.0_Cont195.3, v 378 373 7% se-117 42%

Acinetobacter baumannii 3990 seq0036, whole genome shotgun st 279 373 7% se-117 2%

Acinstobacter baumannii ABNIH3 contigo101, whole genome shot 379 379 97% te-1s 2%

L AFIE01000007.1 | Acingtobacter sp. PA-3-§ contiaQ007. whole genome shotaun se 377 377 98% 20-116 42%

Figura 9. Pagina que muestra todas las proteinas significativas dentro del genoma de varias cepas de
Acinetobacter mostrando la identidad parcial con respecto a la proteina PhrB de E. coli.
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Figura 10. Pagina que muestra la lista de proteinas seleccionadas (10) que se elegiran para el siguiente

paso.

4. Usar ClustalW (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) para alinear las

secuencias recuperadas y observar los dominios conservados (Figs. 11y 12).
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Figura 11. Pagina que muestra la interfase de ClustalW2 donde hay que pegar las secuencias alineadas.
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Figura 12. Pagina que muestra un ejemplo de alineamiento con tres secuencias, producido por Clustalw2.

5. Detectar los aminodacidos conservados y utilizar la herramienta de uso de
codones (http://www.kazusa.or.jp/codon/) de Acinetobacter sp. para el
diseno de oligonucledtidos.
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6. Probar los nuevos primers disefiados por PCR in silico (Fig. 13):
http://insilico.ehu.es/.

| Esta pagina estd escrita en | inglés v | ;Quieres traducirla? | Traducir | | No | | No traducir nunca del inglés Configuracion

In silico PCR amplification

Citing this site

Fig. 13. Pagina que muestra la interfase de PCR in silico.
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Bioinformatics Resource Portal, EXPASy
http:/expasy.ch
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http://www.ebi.ac.uk/translate/
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http:/www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/bl2.html

Broad Institute of MIT and Harvard
http:/www.genome.wi.mit.edu
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http://www.ebi.ac.uk

EzTaxon Server
http:/147.47.212.35:8080/index.jsp

In Silico Simulation of Molecular Biology Experiments
http:/insilico.ehu.es/
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Multiple Sequence Alignment, MultAlin
http:/www.toulouse.intra.fr/multalin.html

National Center for Biotechnology Information, NCBI
http://www.ncbi.nim.nih.gov

Search for Conserved Domains CD at the NCBI
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Sequence Similarity Search, FASTA
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Sequence Tool at the Biology Workbench
http://seqtool.sdsc.edu

Simple Modular Architecture Research Tool, SMART
http://www.smart-embl.heidelberg.de

The EMBL Nucleotide Sequence Database at the EBI
http://www.ebi.ac.uk/embl/

Translate tool at the Bioinformatics Resource Portal, ExPASy
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