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Introduccion. El poliuretano (PU) es un polimero
sintético utilizado ampliamente en la industria y en la vida
diaria. Sus desechos se han acumulado en el ambiente
debido a que los tratamientos quimicos Yy fisicos resultan
ineficientes y costosos. Los PUs de tipo poliéster tienen
mayor susceptibilidad al ataque microbiano siendo la
biodegradacién una alternativa en desarrollo para el
tratamiento de estos desechos’. Actualmente, se sabe
gue actividades enzimaticas de tipo esterasa, lipasa,
proteasa y ureasa estén involucradas en la
biodegradaciéon del PU? En nuestro laboratorio, se
identific6 una cepa bacteriana, denominada BQ1, como
Alicycliphilus sp., la cual es capaz de crecer en un medio
minimo cuya Unica fuente de carbono es un barniz
comercial de PU soluble en agua (MM-PUh)?.

Para aclarar las bases bioquimicas y moleculares de la
actividad de Alicycliphilus sobre PU, el objetivo de este
trabajo es generar mutantes incapaces de crecer en PU e
identificar los genes afectados por las mutaciones para
identificar la via de degradacion de este polimero. En
este trabajo se describen los avances logrados hasta el
momento.

Metodologia. Se generaron clonas mutantes mediante la
insercion del transposén Mariner Himarl:Gm® Ap®
contenido en el plasmido suicida pFAC”. La identificacion
de las mutantes de BQL1 incapaces de asimilar el PU se
realiz6 mediante su siembra en MM-PUh y en cajas
réplica de LB con Sm y Gm. Las secuencias en las que
se inserto el transposon fueron identificadas y analizadas
utilizando el algoritmo BLAST. A través de RACE (rapid
amplification of cDNA), se buscard amplificar y obtener
las secuencias completas de los genes afectados. Los
genes completos seran clonados en un vector de
recombinacion homologa para realizar la
complementacion de las mutantes. Se observara si las
mutantes transformadas recuperan su capacidad de
crecer en el polimero, comprobando entonces, que los
genes aislados estan involucrados con la degradacion del
PU.

Resultados y discusién. Tres clonas (8, 9 y 38)
incapaces de crecer en MM-PUh Gm*Sm® fueron
generadas por el procedimiento anteriormente descrito.
Las secuencias afectadas por la insercion presentan
similitud con las secuencias de los genes de una
transglicosilasa y una oOxido-reductasa presentes en

Acidovorax sp., bacteria filogenéticamente relacionada
con Alicycliphilus, también se encontré similitud con una
hidrolasa de Rodospirillum palustris (tabla 1).

Hasta hace poco, se aislaron dos genes (pueA y pueB)
que codifican proteinas con actividad lipasa en
Pseudomonas chlororaphis. Ha sido reportado un cluster
génico denominado PUase gene cluster empleando
genome walking. Dentro de este cluster se han
encontrados sietes genes que codifican diferentes
proteinas: una proteina tipo ABC, proteinas de fusion a
membranas, los genes pueA y pueB y dos serina
proteasas. Dado que este cluster tiene similitud con
clusters de P. fluorescens, se ha propuesto que los
productos génicos estan relacionados con la produccion
de poliuretanasas y su secrecion, a través de un sistema
de secreciéon tipo I>. Esta idea nos ha llevado a
considerar la existencia de un sistema que involucre
diversos genes en la actividad sobre PU en Alicycliphilus
sp y que pudieran comportarse en forma similar al
encontrado en P. chlororaphis, razén por la cual, los
posibles genes afectados por el transposén han resultado
muy interesantes.

Tabla 1. Andlisis de las secuencias nucleotidicas de las

mutantes
Mutante Gen mutado Similitud/organismo
8 Transglicosilasa litica 92% Acidovorax sp
9 o/p hidrolasa 53% Rodospirillum palustris
38 Deshidrogenasa/reductasa 83% Acidovorax sp

Conclusiones. Hasta el momento tres clonas mutantes
incapaces de crecer en MM-PUh han sido generadas a
través de mutagénesis por transposicion.
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