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 2. Resumen 

El género Fusarium incluye diversos hongos fitopatógenos que afectan una gran variedad 

de cultivos, ocasionando importantes pérdidas económicas a nivel local y mundial. Dentro de 

las micotoxinas producidas por estos hongos se encuentra el ácido fusárico (AF). Este 

compuesto contribuye a la patogenia vegetal, y además de ser tóxico para células vegetales 

también presenta toxicidad para bacterias, animales y humanos. Burkholderia ambifaria T16 

es una bacteria aislada de la rizósfera de plantas de cebada que presenta la capacidad de 

inhibir el crecimiento de varias especies de Fusarium in vitro y de degradar y detoxificar AF. 

Los genes involucrados en la tolerancia y degradación al/del AF no han sido aún identificados 

en ninguna especie bacteriana. Los objetivos de este trabajo comprendieron la identificación 

de genes involucrados en la degradación y/o tolerancia de/al AF y en la inhibición del 

crecimiento de Fusarium oxysporum en Burkholderia ambifaria T16. Para cumplir con 

dichos objetivos, se construyó una biblioteca de inserciones por transposición, y se 

procedieron a analizar los fenotipos de interés en las colonias obtenidas (incapacidad para 

crecer con AF como única fuente de carbono o incapacidad para inhibir el crecimiento de F. 

oxysporum como resultado de la inserción del mini-transposón) para posteriormente 

identificar los genes interrumpidos. Los resultados obtenidos mostraron que varios genes de la 

vía del 2-metilcitrato o catabolismo del propionato son necesarios para la tolerancia y/o el 

crecimiento en presencia de AF como única fuente de carbono y energía. Asimismo, la 

interrupción de genes que codifican enzimas que generan metabolitos involucrados en las 

reacciones de degradación de propanoil-CoA o de ácidos grasos de cadena impar que generan 

propanoil-CoA también afectó la capacidad de B. ambifaria de crecer con AF como única 

fuente carbonada. Estos datos sugieren que el propionato podría ser un intermediario en la 

degradación de AF. Asimismo, nuestros resultados sugieren que el complejo Mla, responsable 

de mantener la asimetría lipídica en la membrana externa bacteriana sería imprescindible para 

la tolerancia de Burkholderia ambifaria T16 al AF. 
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 3. Abstract 

Fusarium genus includes several fungal phytopathogens which infects a big variety of 

crops, causing important economic losses locally and worldwide. Fusaric acid (FA) is one of 

the mycotoxins produced by these fungi. This compound contributes to plant pathogeny and 

besides being toxic for plant cells, is also toxic to bacteria, animals and humans. 

Burkholderia ambifaria T16 is a bacteria isolated from the rhizosphere of barley plants, 

which has shown the capability to inhibit Fusarium spp. growth in vitro, as well as the ability 

to degrade and detoxify FA. Genes involved in FA degradation and/or tolerance have not been 

identified so far. The aims of this work were the identification of genes involved in FA 

degradation and/or tolerance, and in growth inhibition of Fusarium oxysporum in 

Burkholderia ambifaria T16. To fulfill these objectives, an insertion transposon library was 

constructed to later identify the genes disrupted by the mini-transposon in the colonies with 

interesting phenotypes (incapability to growth with FA as sole carbon and energy source or 

incapability to inhibit growth of Fusarium oxysporum as a result of mini-transposon 

insertion). The results shown that genes involved in 2-methylcitrate cycle or propionate 

catabolism are essential to growth with FA as sole carbon source and/or to tolerate the 

presence of this compound. Besides, the interruption of genes encoding enzymes which 

synthesize metabolites involved in propanoyl-CoA degradation pathways or odd chain fatty 

acid degradation (which generates propanoyl-CoA) also affected the capability of B. 

ambifaria to grow with FA as sole carbon source. These data suggest that propionate could be 

an intermediate of FA degradation. Moreover, our results shown that the MIa complex, 

responsible for maintaining the asymmetric lipidic structure of the bacterial outer membrane 

would be essential for FA tolerance in Burkholderia ambifaria T16. 
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 4. Introducción 

5.1. El género Burkholderia 

5.1.1. Clasificación taxonómica y características 

El género Burkholderia pertenece a la clase Beta proteobacteria dentro del phylum 

Proteobacteria. La primera bacteria perteneciente a este género fue aislada en 1940 por 

Walter Burkholder, a partir de bulbos de cebolla (Burkholder 1950). Al momento de su 

aislamiento, Burkholder propuso para esa bacteria el nombre de Pseudomonas cepacia. En 

los años 80, con la llegada de las técnicas de secuenciación que permitieron secuenciar los 

genes conservados de rDNA, se revisó la clasificación taxonómica y la nomenclatura de 

varios géneros de bacterias, entre ellos el género Pseudomonas. Pseudomonas cepacia y 

otras seis especies de Pseudomonas pertenecientes al grupo derDNA de homología II 

(Pseudomonas solana cearum, Pseudomonas pickettii, Pseudomonas gladioli, 

Pseudomonas mallei, Pseudomonas pseudomallei y Pseudomonas caryophylli) (Palleroni, 

Kunisawa et al. 1973) se transfirieron a un nuevo género que se denominó Burkholderia 

(Yabuuchi, Kosako et al. 1992). Posteriormente, se fueron agregando al género Burkholderia 

otras especies originalmente pertenecientes al género Pseudomonas (Urakami, Itoyoshida et 

al. 1994, Gillis, Vanvan et al. 1995). Hasta el momento, el género Burkholderia consta de 

casi cien especies (Depoorter, Bull et al. 2016). Sin embargo, los análisis de las secuencias de 

rDNA 16S disponibles en las bases de datos, sugieren que, todavía, serían muchas las 

especies de Burkholderia que esperan su descripción formal. 

Las especies que componen el género Burkholderia son filogenéticamente diversas y 

se agrupan en diversos linajes de acuerdo a la secuencia de rDNA 16S (Figura 1). El primer 

grupo filogenético comprende a la especie tipo, Burkholderia cepacia, y se compone de todas 

las especies del grupo Bcc (Burkholderia cepacia complex), las cuales serán descriptas en el 

apartado siguiente. Un segundo grupo filogenético (grupo B. pseudomallei) incluye a los 

microorganismos patógenos B. mallei y B. pseudomallei, agentes causantes de las 
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 enfermedades conocidas como muermo (Whitlock, Estes et al. 2007) y melioidosis (Chen, 

Laevens et al. 2001), respectivamente. Por otro lado, el grupo B. glathei, incluye a especies 

aisladas de hábitats muy diversos, tales como suelos contaminados con compuestos 

aromáticos (Shibata, Maeda et al. 2013, Fislage, Wauters et al. 2016), hongos (Yim, 

Moukadiri et al. 2006), intestino de insectos (Shibata, Maeda et al. 2013) y plantas 

(Moukadiri, Prado et al. 2009). El grupo B. xenovorans comprende alrededor de 40 especies 

de bacterias asociadas a plantas, muchas de las cuales son capaces de fijar nitrógeno 

atmosférico. Estas bacterias son beneficiosas para las especies vegetales a las cuales se 

encuentran asociadas (Vetter and Wittinghofer 2001). Por último, existen varias especies que, 

en base a su secuencia de rDNA 16S, no se agrupan con ninguno de los grupos filogenéticos 

mencionados. Estas son: B. rhizoxinica y B. endofungorum, endosimbiontes del hongo 

fitopatógeno Rhizopus microsporus (Meyer, Scrima et al. 2008), y el grupo de B. caryophylli 

(patógeno de cebollas) (Ballard, Palleroni et al. 1970), B. symbiotica (endosimbionte de 

especies de Mimosa) (Astrom and Bystrom 1994) y B. soli (aislada de suelo) (Putz, Florentz 

et al. 1994). 
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Figura 1. Árbol filogenético del género Burkholderia construido en base a las secuencias 

parciales del gen 16S rDNA. Tomado de Depoorter, Bull et al. 2016 
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 Las bacterias del género Burkholderia son habitantes comunes del suelo y la rizósfera, 

y su distribución biogeográfica es dependiente del pH del suelo, ya que se las encuentra 

presentes en densidades mucho más elevadas en suelos ácidos que en suelos alcalinos 

(Stopnisek, Bodenhausen et al. 2014, Tago, Itoh et al. 2014, Hall, Busch et al. 2015, 

Sermswan, Royros et al. 2015). Asimismo, tal como se detalló en el párrafo anterior existen 

varias especies de Burkholderia que conviven con hongos (en interacciones antagonistas o 

mutualistas), los cuales normalmente prefieren ambientes ácidos (Stopnisek, Zühlke et al. 

2016).  

Otra característica importante de estas bacterias es la asociación de algunas especies 

de Burkholderia con plantas. Durante los últimos años, se han aislado numerosas especies de 

Burkholderia asociadas con plantas que han mostrado distintos grados de dependencia, 

incluyendo interacciones simbióticas (Weisskopf, Heller et al. 2011). 

5.1.2. El complejo Burkholderia cepacia (Bcc) 

El complejo Burkholderia cepacia (Bcc) está compuesto de aproximadamente 20 

especies (Figura 1), aisladas en su mayoría de hábitats naturales como suelo o rizósfera de 

diversas especies vegetales (Fiore, Laevens et al. 2001, Miller, LiPuma et al. 2002, Vermis, 

Brachkova et al. 2003). Sin embargo, muchas de las especies pertenecientes a este grupo han 

surgido también como patógenos oportunistas capaces de causar infecciones importantes en 

pacientes con fibrosis quística pulmonar (Isles, Maclusky et al. 1984). Las especies de este 

grupo poseen un potencial biotecnológico muy interesante, debido a su capacidad de 

producción de enzimas hidrolíticas y compuestos bioactivos, los cuales están involucrados en 

la estimulación del crecimiento vegetal, la inhibición del crecimiento de hongos fitopatógenos 

y la degradación de diversos contaminantes tóxicos.  

Por estos motivos, muchas de las especies del grupo Bcc se han utilizado como agentes de 

control biológico, como promotoras del crecimiento vegetal (PGPR por sus siglas en inglés) o 

bien en procesos de biorremediación en ambientes contaminados con xenobióticos (Tablas 1 
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 y 2). Sin embargo, debido a los problemas relacionados con las infecciones oportunistas en 

pacientes con fibrosis quística (Speert 2001), actualmente existe mucha cautela en cuanto a su 

utilización y liberación al medio ambiente (http://www.epa.gov/fedrgstr/EPA-

TOX/2003/June/Day-13/tl5010.htm 2003).  

 

Especie Fuente 

Actividad 

PGPR y/o 

biocontrol Biorremediación 

Frecuencia de 

recuperación de 

pacientes con 

fibrosis quística 

(%) 

Transmisión a través de 

pacientes con fibrosis 

quística 

B. ambifaria 

Rizósfera, 

suelo y 

humanos + ND <1 NR 

B.anthina 

Rizósfera, 

suelo, agua y 

humanos ND ND <1 NR 

B.cenocepacia 

Rizósfera, 

suelo, agua y 

humanos + ND 45,6 + 

B.cepacia 

Cebolla, 

rizósfera, 

suelo, agua y 

humanos + + 3,1 + 

B.dolosa 

Rizósfera y 

humanos ND ND 3,8 + 

B.multivorans 

Rizósfera, 

suelo, agua y 

humanos ND ND 38,7 + 

B.vietnamiensis 

Rizósfera, 

suelo, agua y 

humanos + + 5,9 NR 

Abreviaturas: ND: No determinado; NR: no reportado; +: actividad o propiedad reportada 

Tabla 1. Características de algunas especies del grupo Bcc. Tomado de Chiarini, Bevivino et 

al. 2006. 

 

 

http://www.epa.gov/fedrgstr/EPA-TOX/2003/June/Day-13/tl5010.htm%202003
http://www.epa.gov/fedrgstr/EPA-TOX/2003/June/Day-13/tl5010.htm%202003
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Tabla 2. Cepas del grupo Bcc con propiedades útiles para la biotecnología. Tomado de 

Chiarini, Bevivino et al. 2006. 

Dentro del Bcc, se encuentra Burkholderia ambifaria, la especie bacteriana utilizada en 

este trabajo. Esta especie se describió por primera vez en el año 2001 (Coenye, 

Mahenthiralingam et al. 2001). El nombre ambifaria proviene del latín ambifarius: “que 

posee dos caras”, debido a que las cepas pertenecientes a esta especie pueden ser 

potencialmente utilizadas para control biológico, pero también se han aislado algunos 

ejemplares de secreciones respiratorias de pacientes con fibrosis quística pulmonar (Coenye, 

Mahenthiralingam et al. 2001). Cabe destacar que de todas las especies del Bcc, B. ambifaria 

es la que se encuentra más frecuentemente en la rizósfera, y que únicamente una minoría de 

los pacientes infectados con Bcc presenta esta especie (Ramette, Li Puma et al. 2005, Reik, 

Spilker et al. 2005). Este hecho, sumado a la gran variedad de compuestos con actividad 

Especie Cepa Origen Degradación de sustratos o actividad Referencias 

Biorremediación 

Burkholderia 

cepacia 

 

ATCC177

59 

(LMG216

1) 

 

Suelo 

forestal 

(Trinidad) 

 

 

 

4-fluorobenzoato, 4-hidroxibenzoato, 

benceno, fenol, tolueno, meta-cresol, 

fenol, orto-cresol. 

 

(Schlomann, 

Schmidt et al. 

1990) 

 

 

Burkholderia 

vietnamiensis 

 

G4 

(ATCC53

617; 

R1808) 

Cloacas 

(USA) 

  

(Fries 1997) y 

(Tran, Berge 

et al. 2000) 

Biocontrol 

Burkholderia 

ambifaria RAL-3 

Rizósfera de 

maíz 

Actividad PGPR y biocontrol de hongos 

(especies de Pythium, 

(Pedersen, 

M.S. et al. 

1999) 

   

Fusarium, Cylindrocarpon, Botritis y 

Rhizoctonia)  

     

B.cenocepacia 

BC-1 

 

Rizósfera de 

maíz 

Biocontrol de hongos (Pythium) en 

semillas de maíz 

(Mao, 

Lunmsden et 

al. 1998) 

B. 

vietnamiensis 

LMG1092

5 (TVV75) 

 

Rizósfera de 

arroz 

(Vietnam) Actividad PGPR en arroz 

(Trân Van, 

Berge et al. 

2000) 
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 antifúngica producidos por esta bacteria, provocaron un gran interés por el estudio de la 

misma en los últimos años. 

5.1.3. El rol de las especies del género Burkholderia en el biocontrol de 

fitopatógenos 

Desde principios del siglo XXI, la humanidad ha estado enfrentando desafíos en 

relación a los cambios climáticos y a la crisis energética (Muller , Schmidhuber  et al. 2008). 

La población humana se encuentra en un continuo crecimiento y la producción de alimentos 

debe incrementarse para asegurar el acceso a alimentos sanos en cantidades suficientes. Para 

cumplir con la demanda creciente de alimento, actualmente la agricultura se basa en la 

utilización de plaguicidas y fertilizantes químicos que permiten aumentar los rendimientos de 

producción. Sin embargo, la utilización de estos productos es nociva para el medio ambiente y 

la aplicación continua de plaguicidas químicos promueve la aparición de fitopatógenos 

resistentes. Ante este panorama, uno de los desafíos en el campo de la agricultura es 

investigar e implementar alternativas sustentables basadas en los mecanismos que tienen lugar 

en la naturaleza para el control de plagas. Entre estas alternativas se encuentra la utilización 

de microorganismos como agentes de biocontrol de fitopatógenos, los cuales son capaces de 

suprimir patógenos o disminuir el daño causado por ellos (Elsas, Jansson et al. 2007). 

La efectividad de las bacterias del género Burkholderia, en particular las del grupo 

Bcc, como agentes de biocontrol de fitopatógenos y PGPR está basado en sus amplias 

propiedades beneficiosas, entre las que se incluyen la producción de ácido indolacético 

(hormona vegetal que estimula el desarrollo de los frutos) (Jiang, Sheng et al. 2008), la 

habilidad de fijar nitrógeno atmosférico (Suarez-Moreno, Caballero-Mellado et al. 2012) y la 

capacidad de producción de metabolitos secundarios con propiedades antifúngicas, 

antibacteriales, insecticidas o herbicidas (Cimermancic, Medema et al. 2014). Entre estos 

compuestos podemos mencionar la pirrolnitrina (el-Banna and Winkelmann 1998), la 

cepafungina (Schellenberg, Bigler et al. 2007), la cepacina (Parker, Rathnum et al. 1984), la 
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 occidiofungina (Lu, Novak et al. 2009), la burkholdelina (Tawfik, Jeffs et al. 2010) y la 

enaciloxinaIIa (Mahenthiralingam, Song et al. 2011). 

Durante la década del ´90, se registraron varias cepas pertenecientes al grupo Bcc en la 

Agencia de Protección Ambiental de Estados Unidos (EPA) debido a su capacidad de 

producción de compuestos con potente actividad antifúngica (Vial, Groleau et al. 2007), para 

su utilización como agentes de biocontrol de diversos hongos fitopatógenos. Sin embargo, 

teniendo en cuenta el riesgo potencial que poseen estas cepas para la salud, los productos 

fueron retirados del mercado. Como alternativa se pensó en reemplazar a las cepas del grupo 

Bcc por cepas del grupo B. xenovorans, las cuales hasta el momento no han sido asociadas 

con infecciones en humanos. Sin embargo, hasta el momento, sólo tres especies de este grupo, 

B phenazinum, B. megapolitana y B. bryophila han demostrado actividad antifúngica 

moderada (Vandamme, Opelt et al. 2007). 

 Entre las especies que poseen capacidad de promoción del crecimiento de las plantas 

(PGPR) y actividad de biocontrol de hongos fitopatógenos se encuentra B. ambifaria. Esta 

especie ha demostrado ser capaz de inhibir una gran variedad de hongos fitopatógenos, entre 

los cuales se encuentran Pythium ultimum, Rhizoctonia solani, Phytophthora capsici, 

Fusarium oxysporum, Erysiphe graminis y Puccinia recondite (Li , Roberts et al. 2002, 

Chul-Hoon, Kim et al. 2004). Asimismo, esta bacteria también posee actividad antimicrobiana 

contra diversos patógenos Gram negativos, como Acinetobacter baumannii y otras especies 

del grupo Bcc como B. multivorans y B. dolosa (Mahenthiralingam, Song et al. 2011). El 

compuesto responsable de esta actividad ha sido identificado como enacyloxinaIIa, un 

antibiótico macrólidopoco común (Parmeggiani, Krab et al. 2006). Asimismo, B. ambifaria 

también sintetiza burkholdelinas, lipopéptidos que presentan potente actividad antifúngica 

(Tawfik, Jeffs et al. 2010) y pirrolnitrinas, efectivos contra hongos fitopatógenos como R. 

solani y Fusarium spp., levaduras como C. albicans y diversas bacterias Gram negativas 

(Burkhead, Schisler et al. 1994, El-Banna and Winkelmann 1998, Hwang, Chilton et al. 

2002). Por último, B. ambifaria produce diversos compuestos volátiles que inhiben el 

crecimiento de hongos fitopatógenos como Alternaria alternata y R. solani (Groenhagen, 
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 Baumgartner et al. 2013). Además de presentar actividad fungicida, también se ha demostrado 

que estos compuestos incrementan la biomasa en plantas como Arabidopsis thaliana, así 

como la resistencia a antibióticos en   E. coli (Groenhagen, Baumgartner et al. 2013). 

5.2. El género Fusarium 

5.2.1. Características 

Se denomina Fusarium a un género de hongos filamentosos ampliamente distribuido 

a nivel mundial. Entre los miembros de este género se incluyen varios fitopatógenos. F. 

graminearum y F. verticillioides son los principales responsables de la podredumbre de la 

espiga junto con el tallo de la planta de maíz, la cual produce importantes daños, tanto 

mundialmente como a nivel local en la región del Centro y Noroeste Argentino (Lori, Sisterna 

et al. 2003, Reynoso and S. N. Chulse 2009). Asimismo, la enfermedad comúnmente 

conocida como “plaga de la cabeza”, es causada por varias especies de Fusarium. Esta 

infección provoca severas pérdidas económicas en la producción de cereales. En nuestro país, 

las pérdidas del rendimiento debido a esta plaga se encuentran entre el 20 y 50% (Stenglein 

2009). Cabe destacar que en la Argentina también se ha reportado la existencia de asociación 

patogénica F. graminearum-Soja (Pioli, Mizzoni et al. 2004). Otras especies de Fusarium 

que causan importantes pérdidas económicas son F. oxysporum y F. solani. F. oxysporum 

existe como patógeno especializado, denominado forma especial (f. sp) según la/s planta/s 

hospedante/s que afecte. Este hongo es capaz de infectar más de un centenar de especies de 

plantas Gimnospermas y Angiospermas, entre ellas tomate, papa, y banana (Bosland 1998). 

En los últimos años, F. oxysporum se ha encontrado en Argentina como agente etiológico 

responsable del marchitamiento de la lechuga y el decaimiento del perejil (Malbrán , 

Mourelos et al. 2014, Lori, Malbrán et al. 2016). Por otra parte, Fusarium solani infecta 

predominantemente papa, leguminosas y miembros de la familia de las cucurbitáceas. Junto 

con F. oxysporum esta especie ha sido responsable del decaimiento y colapso en plantas de 

orégano, enfermedad que ha alcanzado una incidencia entre 7-23% (Gaetán, Madia et al. 

2007). 
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 En particular, F. oxysporum juega el rol de un “asesino silencioso”, ya que las cepas 

patógenas de este hongo pueden permanecer “dormidas” por 30 años antes de ser virulentas e 

infectar a la planta. Este hongo es famoso por causar el marchitamiento de la planta antes de 

que produzca algún signo de infección. Cabe destacar, que F. oxysporum es capaz de infectar 

casi cualquier cultivo. Las esporas de este hongo son capaces de sobrevivir en el aire por 

largos periodos de tiempo. No solo es un problema para los agricultores por las pérdidas 

económicas que ocasiona sino, además, es increíblemente difícil de erradicar. El método más 

efectivo es la esterilización del suelo el cual es un método muy costoso para la mayoría de 

agricultores (http://www.sciweb.nybg.org/science2/hcol/fusarium3.asp). 

5.2.2. Producción de micotoxinas 

Un aspecto relevante relacionado con la presencia de especies de Fusarium en 

plantas, es la toxicidad entre media y alta que poseen las diversas micotoxinas producidas por 

estos hongos, tanto para humanos como para animales (Nelson, Dignani et al. 1994, Wang 

and Ng 1999, Desjardins 2006, Simonetti, M. Montecchia et al. 2013). Las micotoxinas, por 

su peligrosidad para el consumo, se han clasificado como el factor de riesgo dietético crónico 

más importante, por encima de los contaminantes sintéticos, toxinas vegetales, aditivos 

alimentarios o inclusive residuos de plaguicidas (Kuiper-Goodman 1998). Es allí donde la 

investigación desarrollada en el área de las micotoxinas ha comprendido tradicionalmente el 

análisis de la presencia de tales compuestos en alimentos y forrajes, y sus efectos en la salud 

humana y cría de animales. Sin embargo, el impacto de las micotoxinas en el ambiente y los 

peligros de su prevalencia han sido poco investigadas. Se ha reportado presencia de 

micotoxinas producidas por Fusarium spp. en aguas de drenaje y suelo de campos de trigo y 

maíz infectados con estos hongos, dando como resultado una detección frecuente y ocasional 

de estas micotoxinas en aguas de ríos cercanos (Schenzel, Forrer et al. 2012). Por lo tanto, la 

escorrentía de los campos agrícolas es una fuente significativa de micotoxinas en las aguas 

superficiales. 

 

http://www.sciweb.nybg.org/science2/hcol/fusarium3.asp
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 5.2.2.1. El ácido fusárico 

Entre las micotoxinas producidas por numerosas especies de hongos del género 

Fusarium, se encuentra el ácido fusárico (AF, ácido 5-butilpicolínico) (Figura 2) (Bacon, 

Porter et al. 1996). Este metabolito secundario contribuye a la patogenia de las enfermedades 

producidas por Fusarium spp. en diversos cultivos (Pegg 1981), siendo además un 

contaminante frecuente de alimentos y forrajes a base de cereales, que posee efectos nocivos 

para la salud humana y animal (Wang and Ng 1999). 

 

 

 

Figura 2. Estructura química del ácido fusárico. 

La producción de AF y su correlación con la patogenia, se han estudiado en cepas de F. 

oxysporum, F. verticillioides, y F. solani (Pegg 1981, El-Hassan, El-Saman et al. 2007). En 

la mayoría de los casos se detectó una correlación positiva entre la producción de AF y la 

virulencia de las cepas de Fusarium estudiadas. Las distintas formas especiales de F. 

oxysporum mostraron los mayores rendimientos de producción de AF, así como la mayor 

virulencia (Pegg 1981, El-Hassan, El-Saman et al. 2007, Selim and El-Gammal 2015). Se han 

encontrado cantidades elevadas de AF en plantas infectadas con diversas especies de 

Fusarium en tejidos, frutos, granos de cereales y semillas (Kalyanasundaram and Venkata 

Ram 1956, Kalyanasundaram 1958, Bacon and Hinton 1996, Bacon, Porter et al. 1996, Li, 

Zuo et al. 2013). Asimismo, también se encontró una interacción sinérgica entre el AF y otras 

micotoxinas con elevada toxicidad como las fumonisinas y el deoxinivalenol (Smith 1992, 

Bacon, Porter et al. 1995). Estos resultados resaltan la importancia de la contaminación por 

AF en la salud humana y animal. 
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 Con respecto a los efectos del AF en distintos tipos de células, se ha demostrado que en 

células vegetales el AF inhibe la respiración celular (Marré, Vergani et al. 1993), afecta la 

permeabilidad y el potencial de membrana (Gaumann 1958, Koehler and Bentrup 1983, 

Pavlovkin, Mistrik et al. 2004) e incrementa el nivel de especies reactivas de oxígeno 

(Kuzniak 2001). Por otro lado, también se ha demostrado que el AF es tóxico para bacterias 

con capacidades de biocontrol de Fusarium spp (principalmente para aquellas del género 

Bacillus) (Landa, Cachinero-Diaz et al. 2002), y disminuye marcadamente la capacidad de 

distintas especies del género Pseudomonas de producir sustancias antifúngicas involucradas 

en el biocontrol de estos fitopatógenos (Schnider-Keel, Seematter et al. 2000, Landa, 

Cachinero-Diaz et al. 2002, Notz, Maurhofer et al. 2002, Duffy, Keel et al. 2004, van Rij, 

Wesselink et al. 2004, van Rij, Girard et al. 2005, Bacon, Hinton et al. 2006, Ruiz, Bernar et 

al. 2015), lo cual estaría indicando que la micotoxina reduce la eficacia de biocontrol de las 

bacterias.  

6. Objetivos 

F. oxysporum es una especie de hongo cosmopolita, cuyas cepas patógenas 

especializadas (f. sp.) son las agentes causantes de las enfermedades de marchitamiento y 

decaimiento de una gran variedad de cultivos. Dado que F. oxysporum se encuentra 

universalmente presente en el suelo y es uno de los mayores productores de AF, la 

probabilidad de encontrar cepas productoras de AF en casi cualquier muestra de suelo es muy 

alta (Notz, Maurhofer et al. 2002). 

Los efectos negativos de los fitopatógenos del género Fusarium en los cultivos y del 

AF en las plantas y en el control biológico de enfermedades causadas por Fusarium spp., 

plantean la necesidad de la búsqueda de nuevas estrategias que puedan responder a esta 

problemática. En nuestro laboratorio hemos aislado a partir de la rizósfera de cebada de la 

localidad de Junín (Pcia. de Buenos Aires), una cepa identificada como Burkholderia 

ambifaria y denominada Burkholderia ambifaria T16. Esta cepa mostró la interesante y 

particular capacidad de degradar AF (tanto in vitro, como in planta), ya que puede utilizarlo 
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 como fuente de carbono, nitrógeno y energía; así como también de inhibir in vitro el 

crecimiento de varias cepas de Fusarium (Roberts, Ottaviano et al. 2013, Roberts, Ottaviano 

et al. 2014, Ottaviano 2015). En este trabajo se construyó una biblioteca de mutantes por 

transposición con el objetivo de identificar genes involucrados en la degradación de AF y en 

la inhibición del crecimiento de Fusarium oxysporum. Dado que la producción de proteasas 

extracelulares es un mecanismo que se ha ligado al metabolismo secundario (Pugsley 1991), 

los cuales son los responsables de la inhibición del crecimiento de muchos hongos y que el 

método de selección del fenotipo de proteasas permite evaluar muchas colonias, decidimos 

seleccionar primeramente colonias deficientes en la producción de proteasas extracelulares 

para posteriormente evaluar si en las mismas se encontraba afectada la inhibición de F. 

oxysporum. 

En la siguiente sección de este informe se describen los antecedentes y trabajos previos 

que nuestro grupo de trabajo y otros investigadores han realizado sobre los temas relacionados 

con esta investigación. 

7. Antecedentes 

Genes presuntamente involucrados en la tolerancia y detoxificación de AF (genes fus) 

fueron identificados previamente en Burkholderia cepacia y Klebsiella oxytoca mediante 

transformación de E. coli con una biblioteca genómica proveniente de dichas bacterias y 

posterior selección de clones con elevada resistencia a AF (Toyoda, Katsuragi et al. 1991, 

Utsumi, Yagi et al. 1991). Los clones con elevada resistencia al AF portaban genes 

codificantes de proteínas con alta similitud con sistemas de exportación que intervienen en la 

resistencia a antibióticos, biocidas, colorantes, detergentes, y moléculas involucradas en la 

comunicación célula-célula (Schweizer 2003). Si bien la transformación de E. coli con 

plásmidos portando estos genes incrementó la resistencia de esta bacteria al AF, dichos 

plásmidos no confirieron la capacidad de utilizar AF como única fuente de carbono, por lo 

cual el rol de los genes y su relación con el AF aún no ha sido esclarecido. 
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  Teniendo en cuenta los efectos negativos del AF en la eficiencia de biocontrol en 

cepas pertenecientes a los géneros Bacillus y Pseudomonas con capacidad de supresión de 

enfermedades causadas por Fusarium spp, y con el objetivo de aislar bacterias con capacidad 

de biocontrol, y a su vez, de degradación de AF, se realizaron en el año 2012 aislamientos 

provenientes de la rizósfera de plantas de cebada cultivadas en la localidad de Junín (Pcia. de 

Buenos Aires). Se utilizaron protocolos de aislamiento con medios selectivos para los géneros 

Pseudomonas y Burkholderia, debido a que estos microorganismos son habitantes naturales 

de la rizósfera y se caracterizan por su alta versatilidad metabólica, así como también por su 

capacidad para producir compuestos con propiedades antifúngicas (Parke and Gurian-

Sherman 2001, Haas and Defago 2005). Se obtuvieron un total de aproximadamente 300 

aislamientos y se analizó la capacidad de los mismos para crecer en un medio mínimo 

conteniendo AF como única fuente de carbono y energía, lo cual indicaba la capacidad para 

degradar este compuesto. Una cepa originalmente aislada en medio TBT selectivo para 

Burkholderia (Hagedorn, Gould et al. 1987) fue capaz de crecer utilizando AF como única 

fuente de carbono. En base a la secuenciación del 16S rDNA y de los genes recA y gyrB, 

dicha cepa fue identificada como perteneciente a la especie Burkholderia ambifaria y 

denominada B. ambifaria T16. La cuantificación del contenido de AF presente en el 

sobrenadante de los cultivos de B. ambifaria T16 cultivada en medio mínimo con AF como 

única fuente de carbono demostró que la cantidad de esta micotoxina disminuyó un 80% 

luego de 20 hs de crecimiento a 30°C y era indetectable luego de 24hs, cuando la bacteria 

alcanzaba la fase estacionaria de crecimiento. 

 Como se mencionó previamente, el AF es tóxico para las células vegetales y 

responsable del marchitamiento de varios cultivos. Los resultados descriptos en el párrafo 

anterior demostraron que B. ambifaria T16 era capaz de crecer utilizando AF como única 

fuente carbonada y que, conjuntamente con el crecimiento de la bacteria, se observaba una 

disminución en el contenido de AF en el sobrenadante de los cultivos. Estos datos llevaron a 

hipotetizar que si B. ambifaria era capaz de degradar AF, su inoculación en semillas de 

cebada incubadas en presencia de la micotoxina podría disminuir los efectos tóxicos del AF 
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 en las plántulas de cebada. Para poner a prueba esta hipótesis, se realizaron cultivos de B. 

ambifaria T16 en medio mínimo suplementado con AF como única fuente de carbono y se 

incubaron distintas concentraciones de bacterias con semillas de cebada pre-germinadas. 

Posteriormente, las semillas se colocaron sobre placas de Petri con papel humedecido, tanto 

en ausencia como en presencia de distintas concentraciones de AF, y se dejaron crecer durante 

48hs. Los resultados demostraron que la inoculación de las semillas con B. ambifaria T16 fue 

capaz de suprimir el efecto negativo del AF sobre el crecimiento de coleoptiles y raíces. Las 

semillas tratadas con la bacteria presentaron vástagos más largos, así como también raíces 

más numerosas y de mayor longitud en comparación con las semillas sin tratar (Roberts, 

Ottaviano et al. 2013, Roberts, Ottaviano et al. 2014). 

 Asimismo, también se evaluó la capacidad de B. ambifaria T16 de inhibir el 

crecimiento de F. solani, F. oxysporum y F. graminearum. Los resultados obtenidos 

mostraron que tanto el cultivo de la bacteria como el sobrenadante libre de células eran 

capaces de inhibir el crecimiento de los hongos in vitro. En ambos tipos de ensayos, los 

porcentajes de inhibición del crecimiento fúngico obtenidos se encontraron entre el 30% y el 

70%. Estos resultados demuestran que algún/os producto/s del metabolismo de B. ambifaria 

T16 es/son capaz/ces de inhibir con alta eficiencia el desarrollo vegetativo de las especies 

Fusarium ensayadas (Roberts, Ottaviano et al. 2013). 

8. Hipótesis 

Dado que B. ambifaria es capaz de crecer utilizando AF como única fuente de carbono, 

nitrógeno y energía, debe poseer genes capaces de degradar este compuesto. Asimismo, su 

capacidad de inhibición de hongos del género Fusarium indica que es capaz de sintetizar 

moléculas involucradas en la inhibición de estos hongos, y que la información para la síntesis 

de dichos compuestos se encuentra contenida en su genoma. 

Burkholderia ambifaria es una especie que se encuentra dentro del grupo Bcc, y como 

se mencionó previamente, su uso como agente de biocontrol no está recomendado debido al 

riesgo potencial que podrían presentar para la salud de individuos afectados con fibrosis 



Identificación de genes involucrados en la tolerancia y degradación de la micotoxina ácido 

fusárico en Burkholderia ambifaria T16 

Moiana Mauro Hernán 

 

Página 23 de 87 

 

 

 quística pulmonar. Sin embargo, esta cepa ha demostrado tener una virulencia muy atenuada y  

consideramos que el conocimiento de los genes involucrados en la degradación de 

micotoxinas y en la inhibición del crecimiento de fitopatógenos sería de gran utilidad con 

vistas al futuro, ya que existen trabajos que proponen el uso de cepas genéticamente 

modificadas del complejo Bcc, las cuales conservan sus propiedades de inhibición de 

fitopatógenos, pero carecen de los genes asociados a virulencia (Li, Pandit et al. 1999, 

Mahenthiralingam, Song et al. 2011). 

9. Materiales y métodos 

9.1. Condiciones de cultivo y cepas utilizadas 

El medio LB (Maniatis 1982) se utilizó rutinariamente para el cultivo de las cepas de 

E. coli empleadas, las cuales se detallan en la Tabla 3. Cuando fue necesario el medio se 

suplementó con los siguientes antibióticos: ampicilina/carbenicilina 100 µg/ml, telurito de 

potasio 20 µg/ml, cloranfenicol 34 µg/ml. El medio sólido se preparó mediante el agregado de 

Agar-Agar a una concentración final de 15% (m/vol). Los cultivos se incubaron a 37°C con 

una agitación de 200 rpm.  

 B. ambifaria se cultivó en LB a 30°C con el agregado de los antibióticos tetraciclina 5 

µg/ml y/o telurito 20 µg/ml cuando fue necesario o bien en medio mínimo M9 (Miller 1972) 

suplementado con 1 mM MgSO4 y 0,1% (vol/vol) de solución de trazas (MT) (Lageveen, 

Huisman et al. 1988). Como fuente de carbono se utilizaron citrato de sodio a una 

concentración final de 0,2% (m/vol) o bien AF a una concentración final de 2,5 mM. La 

solución madre de AF se preparó a una concentración de 280 mM, disolviendo el AF en 18% 

(vol/vol) de metanol y ajustando el pH de la solución a 6,5 con NaOH 2N. Las placas de 

medio mínimo M9 se prepararon agregando Agar/Agar a una concentración final de 15% 

(m/vol). F. oxysporum se cultivó en medio Agar PDA (ver Anexo) a 25°C. 

 Para la determinación de la concentración inhibitoria mínima (CIM) para el AF en B. 

ambifaria, las bacterias se cultivaron en placas de poliestireno de 96-pocillos que contenían 
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 0,150 ml de medio mínimo M9 (Miller 1972) suplementado con 1 mM MgSO4, 0,1% 

(vol/vol) de solución de trazas (MT) (Lageveen, Huisman et al. 1988), 0,2% de citrato de 

sodio (m/vol) y distintas concentraciones de AF. Los cultivos se inocularon a una DO600nm 

(DO600) inicial de 0,05 y se incubaron durante 24 h. a 30°C con agitación. Luego de 

transcurrido el tiempo de incubación se determinó la CIM como aquella concentración de AF 

en la cual no se observaba turbidez. 

 Para evaluar la utilización de AF como única fuente de nitrógeno las células se pre-

cultivaron en Caldo Nutritivo (ver composición en el Anexo), luego en medio mínimo M9 

suplementado con 1 mM MgSO4, 0,1% (vol/vol) de solución de trazas (MT) y 0,2% de citrato 

de sodio (m/vol), y finalmente en medio mínimo M9 sin el agregado de NH4Cl (M9s/N), para 

asegurar que la bacteria no podía crecer con las trazas de nitrógeno que aportan el resto de los 

componentes del medio. Estos últimos cultivos se utilizaron para inocular el mismo medio 

(M9s/N) suplementado con 2,5 mM de AF y 20 µg/ml de telurito de potasio, en el caso de las 

bacterias que tenían inserciones del mini-Tn5 Tel (Tabla 3) en su genoma. La DO600 inicial de 

los cultivos fue de 0,05 y los mismos se incubaron durante 48 h a 30°C a 200 rpm y 

transcurrido ese tiempo se midió la DO600 obtenida. 

 Las cepas utilizadas en este trabajo se conservaron a corto plazo en placas de Petri con 

medio LB suplementadas con los antibióticos correspondientes, en caso necesario, y se 

guardaron a una temperatura de 4°C. Para la conservación a largo plazo, las cepas se 

guardaron congeladas a -60°C en tubos crioviales utilizando Glicerol Freezing Medium (ver 

composición del medio en el Anexo). 
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 Cepas bacterianas 

Cepa Características relevantes Referencia 

E .coli     

CC118λpir 

Δ(ara-leu) araDΔlacX74galEgalKphoAthi-

1rpsErpoBargE(Am) recA1lisogena para el fago λpir 

 (Herrero, de Lorenzo 

et al. 1990) 

HB101 SmrrecAthi pro leuhsdRM+ 

 (Herrero, de Lorenzo 

et al. 1990) 

S17-1 λ pir 

TprSmrrecAthihsdRM+, lisógenoλpir RP4::2-

Tc::Mu::Km Tn7 

(de Lorenzo and 

Timmis 1994) 

B. ambifaria 

 

 

T16 Aislada de rizósfera de cebada. Tetr 

(Roberts, Ottaviano et 

al. 2014) 

P2 

Derivada de B. ambifaria T16, 

CH72_RS07775::miniTn5 Este trabajo 

P10 

Derivada de B. ambifaria T16, 

CH72_RS01015::miniTn5 Este trabajo 

P12 

Derivada de B. ambifariaT16, 

CH72_RS08030::miniTn5 Este trabajo 

P34 

Derivada de B. ambifaria T16, 

CH72_RS07790::miniTn5 Este trabajo 

P37 

Derivada de B. ambifariaT16, 

CH72_RS07780::miniTn5 Este trabajo 

P67 

Derivada de B. ambifariaT16, 

CH72_RS07740::miniTn5 Este trabajo 

FA2 

Derivada de B. ambifaria T16, 

CH72_RS24395::miniTn5 Este trabajo 

FA3 

Derivada de B. ambifaria T16, 

CH72_RS06285::miniTn5 Este trabajo 

FA4 

Derivada de B. ambifaria T16, 

CH72_RS24400::miniTn5 Este trabajo 

FA21 

Derivada de B. ambifaria T16, 

CH72_RS525570::miniTn5 Este trabajo 

FA84 

Derivada de B. ambifaria T16, 

CH72_RS11755::miniTn5 Este trabajo 

FA90 

Derivada de B. ambifaria T16,  

(CH72_RS02970-CH72_RS02975)::miniTn5 Este trabajo 

FA91 

Derivada de B. ambifaria T16, 

CH72_RS24380::miniTn5 Este trabajo 

FA92 

Derivada de B. ambifaria T16, 

CH72_RS24400::miniTn5 Este trabajo 
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 F. oxysporum Aislado de suelo cultivado con trigo (Silvestro, Senglein et 

al. 2013) 

Plásmidos   

Nombre Características relevantes Referencia  

pJMT6 AprTelr, pUT/mini-Tn5 Tel  

 (Sanchez-Romero, 

Diaz-Orejas et al. 

1998) 

pRK600 Cmr ColE1oriV RK2mob+tra+ 

 (Fernandez-

Tresguerres, Martin et 

al. 1995) 

Oligonucleótidos (5'->3')   

Nombre Secuencia Referencia  

ARB2 GGCCACGCGTCGACTAGTAC 

 (Das, Noe et al. 

2005) 

ARB6 

GGCCACGCGTCGACTAGTACNNNNNNNNNNCG

CC 

 (Das, Noe et al. 

2005) 

telBint GTTGGGCTGGCAGTGTCGATCCGCAA Este trabajo 

telBext TTGCGAAGCAGTACCAGCAGGAAT Este trabajo 

Tabla 3. Cepas, plásmidos y oligonucleótidos utilizados en este trabajo. 

9.2. Preparación de células competentes 

E. coli se cultivó en medio SOB (ver composición del medio en el Anexo) a 30°C con 

agitación constante hasta una densidad óptica a DO600 igual a 0,5. Los cultivos se incubaron 

10 minutos en hielo y se centrifugaron a 4000 rpm a 4°C durante 10 minutos. El pellet 

bacteriano se resuspendió en 8 ml de TB frío (ver Anexo) y se incubó en hielo durante 10 

minutos. Posteriormente, la suspensión se centrifugó por 10 minutos a 1000 rpm a 4°C y el 

pellet obtenido se resuspendió suavemente en 2 ml de TB frío y 0,14 ml de dimetilsulfóxido 

(DMSO). 

9.3. Transformación de células competentes 

Se mezcló el ADN con 0,05 ml de células competentes y se incubó 30 minutos en 

hielo, 1 minuto 30 segundos a 42°C y 10 minutos en hielo. Luego, las células se trasvasaron a 

un tubo Eppendorf con 0,3 ml de medio SOC (ver Anexo) y la suspensión se incubó durante 1 
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 hora a 37°C con agitación moderada. Finalmente, las células se sembraron en placas con el 

medio de selección correspondiente.  

9.4. Purificación de ADN plasmídico a pequeña escala (Miniprep) 

 El aislamiento de ADN plasmídico a partir de cepas de E. coli se realizó utilizando el kit 

“AccuprepPlasmid Mini Extraction kit” (BioneerCorporation, Korea). 

9.5. Electroforesis en geles de agarosa 

Los geles de agarosa para el análisis y la purificación de fragmentos de ADN se 

prepararon de acuerdo a Sambrook and Green 1989. La concentración de agarosa utilizada 

varió entre 0,75 y 1% (m/vol), según el tamaño del fragmento a analizar. Las electroforesis se 

corrieron utilizando buffer TAE (ver Anexo) a 100-120 V en cubas de electroforesis Sigma-

Aldrich Co. Como marcador de peso molecular se utilizaron el 1 kb y 100 pb de Takara 

(TakaraBio Inc. Korea). Los geles se tiñeron con una solución del reactivo Syber Green 

(Invitrogen) durante 15 minutos y se visualizaron en un transiluminador de luz ultravioleta 

(UV).  

9.6. Construcción de la biblioteca de transposición mediante 

conjugación bacteriana 

El plásmido pJMT6 (Tabla 3 y Figura 3), el cual contiene un mini-transposón 

denominado mini-Tn5 Tel (Figura 4), se movilizó desde la cepas dadoras E. coli CC118 λpir 

(conjugación triparental) o bien S17-1 λpir (conjugación biparental) (Tabla 3) a la cepa 

receptora B. ambifaria T16 (Tabla 3) mediante conjugación biparental o triparental, 

utilizando en este último caso a la cepa helper E. coli HB101, portadora del plásmido 

pRK600 (Tabla 3) y el protocolo descripto por Martínez – García (Martinez-Garcia, Calles et 

al. 2011) con las siguientes modificaciones: Las células se cultivaron hasta un DO600≈ 0,8, se 

lavaron con MgSO4 10 mM y finalmente se preparó una suspensión bacteriana en 5 ml de la 

misma solución de manera de obtener una DO600 igual a 0,03 para cada cepa. La mezcla de 



Identificación de genes involucrados en la tolerancia y degradación de la micotoxina ácido 

fusárico en Burkholderia ambifaria T16 

Moiana Mauro Hernán 

 

Página 28 de 87 

 

 

 conjugación se colocó encima de un filtro Millipore de tamaño de poro 0,45 µM, el cual se 

colocó sobre una placa de LB y se incubó a 30°C durante 14hs. Las células que recibieron el 

mini-transposón se seleccionaron en placas de LB con 20 µg/ml telurito de potasio y 5 µg/ml 

de tetraciclina.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 3. Estructura del plásmido pJMT6 Apr, pUT/mini-Tn5, Telr (8,2 kb). Posee el origen 

de replicación R6K el cual requiere una proteína específica para su replicación, codificada por 

el gen pir, con lo cual solo puede replicar en cepas que produzcan esta proteína. Presenta, 

además, el origen de transferencia oriT, el cual permite la movilización del plásmido por 

conjugación. Contiene el gen de la transposasa (tnp) con el fin de que la transposición sea 

efectuada independientemente del hospedador. Finalmente, posee un marcador de selección 

(codificado por el gen bla) el cual codifica para la resistencia a ampicilina (Hansen, Sørensen 

et al. 1997). 
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Figura 4. Transposón mini-Tn5Tel incluido en el plásmido pJMT6. Porta los genes kilA y 

telAB, los cuales codifican para la resistencia a las sales de telurito, típicamente telurito de 

potasio (K2TeO3). Las colonias que adquieren esta resistencia presentan un color negro, 

producto de la reducción del telurito y la formación de telurio metálico insoluble, lo cual hace 

a las colonias fácilmente distinguibles en placas de medio sólido. 

9.7. Selección de colonias incapaces de producir proteasas 

extracelulares 

El principio de este ensayo se basa en la capacidad de las bacterias de secretar 

proteasas extracelulares que degradan la caseína (principal proteína de la leche) observándose 

un halo claro alrededor de las colonias. Se utilizó Agar Nutritivo (ver Anexo) con el agregado 

de 2% (vol/vol) de leche descremada estéril para seleccionar aquellas colonias que 

presentaban una reducción del halo de degradación (en comparación con el producido por la 

cepa salvaje original) o bien ausencia del halo. El fenotipo de estas colonias se confirmó 

mediante otro repique en el mismo medio. 
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 9.8. Selección de colonias incapaces de utilizar AF como única 

fuente de carbono 

Para identificar aquellas colonias que perdieron la capacidad de crecer con AF como 

única fuente de carbono -como resultado de la inserción del mini-Tn5 Tel- se utilizaron placas 

que contenían medio mínimo M9 (Miller 1972) suplementado con MgSO4 1 mM, solución de 

trazas MT 0,1% (vol/vol) (Lageveen, Huisman et al. 1988), telurito de potasio 20 µg/ml, 

tetraciclina 5 µg/ml y citrato de sodio 0,2% (m/vol) o bien AF 2,5 mM como fuente de 

carbono y energía. Las colonias incapaces de crecer en medio mínimo con AF como fuente de 

carbono se seleccionaron y su incapacidad para catabolizar el AF se corroboró mediante 

crecimiento en medio líquido con 2,5 mM de AF. 

9.9. PCR arbitraria (PCR-AR) 

Se utilizó un protocolo de PCR arbitraria (Das, Noe et al. 2005) (Figura 5) con el 

objetivo de amplificar las regiones del genoma adyacentes a los sitios de inserción del mini-

transposón. Se utilizaron dos pares de oligonucleótidos o primers y dos rondas de 

amplificación. Uno de los miembros de cada par de primers (ARB2 y ARB6) (Tabla 3), está 

diseñado de forma arbitraria para que se apareé con regiones no conocidas del genoma, 

mientras que el otro (telBint y telBext) es complementario a un extremo del mini-transposón. 

Se espera que el primer arbitrario se aparee con múltiples regiones del genoma. 
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Figura 5. Principio de la PCR-AR. Los primers específicos del mini-transposón mini-Tn5 

(representado en la figura como una caja blanca con triángulos en cada punta) son 

representados con flechas azules y celestes. En una primera ronda de PCR se utiliza un primer 

externo (flecha azul) que se une a un extremo del mini-Tn5 junto con un primer arbitrario 

(representado como una flecha roja). En esta ronda de PCR se utilizan bajas temperaturas de 

annealing con el fin de favorecer la unión del primer arbitrario al genoma. Los productos de 

la primera ronda son utilizados como moldes en una segunda ronda de PCR, en la cual se 

utiliza un primer interno (flecha celeste) que se aparea al extremo del fragmento amplificado 

en la primera ronda, y un primer interno arbitrario (color rosado, el cual es idéntico al 

extremo 5’ del primer arbitrario utilizado en la primera onda). Los amplicones obtenidos de la 

segunda reacción son analizados a través de secuenciación utilizando el primer representado 

con la flecha celeste (Das, Noe et al. 2005). 
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 9.9.1. PCR-AR para clones incapaces de secretar proteasas 

extracelulares 

a) 1ra ronda de PCR-AR 

Se utilizó un volumen de reacción de 20 μl, el cual contenía: 15,1 μl de H2O, 2 μl de 

Buffer 10x para la ADN polimerasa DreamTaq (Invitrogen), 1,5 mM de MgSO4, 200 μM de 

dNTPs, 0,2 μM del oligonucleótido telBext, 0,5 μM del oligonucleótido ARB6, 0,2 μl de 

DMSO, 3U/μl de ADN polimerasa DreamTaq y finalmente una punta de escarbadiente de la 

colonia a amplificar. 

El ciclo de reacción contó con una etapa inicial de desnaturalización de 10 minutos a 

95°C, seguida de 6 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 30°C y 1 minuto 30 

segundos a 72°C y una etapa final de extensión de 7 minutos a 72°C. 

b) 2da ronda de PCR-AR 

Se utilizó un volumen de reacción de 20 μl, el cual contenía: 14,7 μl de H2O, 2 μl de 

Buffer 10x para la ADN polimerasa DreamTaq, 1,5 mM de MgSO4, 200 μM de dNTPs, 0,2 

μM de ambos oligonucleótidos (telBint y ARB2), 0,2 μl de DMSO, 3U/μl de ADN 

polimerasa DreamTaq y finalmente, 1 μl del producto de amplificación de la primera ronda. 

El ciclo de reacción contó con una etapa inicial de desnaturalización de 1 minuto a 

95°C, seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 95°C, 30 segundos a 57°C y 1 minuto 30 

segundos a 72°C y una etapa final de extensión de 4 minutos a 72°C. 
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 9.9.2. PCR-AR para clones incapaces de crecer con AF como única 

fuente de carbono. 

Protocolo A 

a) 1ra ronda de PCR-AR 

Se utilizó un volumen de reacción de 20 μl, el cual contenía: Buffer 1x para la ADN 

polimerasa DreamTaq (Invitrogen), 1,5 mM de MgSO4, 200 μM de dNTPs, 0,2 μM del 

oligonucleótido telBext, 0,5 μM del oligonucleótido ARB6, 1,5% (vol/vol) de DMSO, 3U/μl 

de ADN polimerasa DreamTaq y finalmente una punta de escarbadiente de la colonia a 

amplificar. 

El ciclo de reacción contó con una etapa inicial de desnaturalización de 10 minutos a 

95°C, seguida de 6 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 30°C y 1 minuto 30 

segundos a 72°C. Luego, 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 50°C y 2 minutos a 

72°C. Finalmente una etapa final de extensión de 7 minutos a 72°C. 

b) 2da ronda de PCR-AR 

Se utilizó un volumen de reacción de 20 μl, el cual contenía: Buffer 1x para la ADN 

polimerasa DreamTaq, 1,5 mM de MgSO4, 200 μM de dNTPs, 0,2μM de ambos 

oligonucleótidos (telBint y ARB2), 1,5% (vol/vol) DMSO, 3U/μl de ADN polimerasa 

DreamTaq y finalmente, 1 μl de DNA de primera ronda. 

 El ciclo de reacción contó con una etapa inicial de desnaturalización de 1 minuto a 

95°C, seguida de 30 ciclos de 30 segundos a 94°C, 30 segundos a 52°C y 1 minuto 30 

segundos a 72°C y una etapa final de extensión de 4 minutos a 72°C. 
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 Protocolo B 

c) 1ra ronda de PCR-AR 

Se utilizó un volumen de reacción de 20 μl, el cual contenía: Buffer 1x para la ADN 

polimerasa Phusion High Fidelity (New Englands Biolabs), 200 μM de dNTPs, 0,2 μM del 

oligonucleótido telBext, 0,6μM del oligonucleótido ARB6, 1,5% (vol/vol) de DMSO, 3U/μl 

de ADN polimerasa Phusion High Fidelity y finalmente una punta de escarbadiente de la 

colonia a amplificar. 

El ciclo de reacción contó con una etapa inicial de desnaturalización de 8 minutos a 

98°C, seguida de 6 ciclos de 5 minutos a 98°C, 10 segundos a 30°C y 40 segundos a 72°C. 

Luego, 35ciclos de 5 segundos a 98°C, 10 segundos a 45°C y 40 segundos a 72°C. Finalmente 

una etapa final de extensión de 1 minuto a 72°C. 

d) 2da ronda de PCR-AR 

Se utilizó un volumen de reacción de 20 μl, el cual contenía: Buffer 1x para la ADN 

polimerasa, 200 μM de dNTPs, 0,3μM de ambos oligonucleótidos (telBint y ARB2), 1,5% 

(vol/vol) de DMSO, 3U/μl de ADN polimerasa Phusion High Fidelity y finalmente, 2 μl del 

producto de amplificación de la primera ronda. 

 El ciclo de reacción contó con una etapa inicial de desnaturalización de 1 minuto a 

98°C, seguida de 35 ciclos de 10 segundos a 98°C, 10 segundos a 57°C y 40 segundos a 72°C 

y una etapa final de extensión de 1 minuto a 72°C. 

9.10. Purificación de fragmentos de PCR y secuenciación 

Se utilizó el kit Accuprep Gel Purification (Corea) para purificar las reacciones de PCR. 

En aquellas reacciones en las cuales se observó sólo una banda de amplificación en el gel, se 

procedió a purificar la reacción, mientras que en aquellas en las cuales se observó más de un 

producto de amplificación se purificó la banda más prominente. La secuenciación de los 

fragmentos de ADN se realizó en Macrogen Inc. (Seúl, Corea). 
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 9.11. Análisis de las secuencias de ADN obtenidas. 

Se estudió la homología de las secuencias de ADN obtenidas con las secuencias presentes 

en las bases de datos utilizando la herramienta informática BLASTN 

(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Se eligieron los resultados que mostraron mayor 

porcentaje de identidad y se buscaron en la base de datos “Burkholderia Genome Data Base” 

(http://beta.burkholderia.com). Asimismo, las secuencias se analizaron con la ayuda del 

software Bioedit. 

9.12. Ensayo de crecimiento dual en placa 

Se evaluó la actividad antagónica de los aislamientos bacterianos incapaces de producir 

proteasas extracelulares sobre el crecimiento de Fusarium oxysporum (Claes, Puhler et al. 

2002) utilizando el método de cultivo dual en placa (Figura 6). Para esto, se vertieron 20 ml 

de medio PDA en placas de Petri estériles y las mismas se inocularon con las cepas 

bacterianas y el hongo. El inóculo de F. oxysporum consistió en una porción de micelio de 5 

mm de diámetro (el cual se obtuvo a partir de placas cultivadas durante 3 semanas a 25°C), 

que se colocó en el centro de la placa y a una distancia de 2,5 cm de una estría de 1,5 cm de la 

bacteria. Las placas se incubaron a 25ºC por un periodo que varió entre 7 a 10 días. 

Conjuntamente se hicieron controles, dejando crecer los hongos en medio PDA, en las 

mismas condiciones y sin inocular con la bacteria. Finalmente, la evaluación de la actividad 

antagonista se realizó midiendo el radio de la colonia fúngica, y se expresó el porcentaje de 

inhibición del desarrollo de la misma según: 

 

donde A es el radio en cm de la colonia fúngica en ausencia de la bacteria (placa control) y B 

es el radio en cm de la colonia fúngica en presencia de la bacteria. La Figura 6 muestra un 

ejemplo de cómo se midieron los radios de la colonia (Brock and Buckel 2004). 

http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi


Identificación de genes involucrados en la tolerancia y degradación de la micotoxina ácido 

fusárico en Burkholderia ambifaria T16 

Moiana Mauro Hernán 

 

Página 36 de 87 

 

 

  

 

 

 

 

Figura 6. Foto que ilustra cómo se realizó la medición de los radios de la colonia fúngica en 

ausencia (A) y en presencia (B) de bacterias. 

9.13. Análisis estadístico 

Se utilizó el software IBM SPSS Statics v23. En primer lugar, se determinó si los datos 

poseían distribución normal utilizando la prueba de Shapiro-Wilks. Se utilizó la prueba 

estadística ANOVA de un factor y como prueba post hoc la comparación múltiple de Tukey. 

Las diferencias se consideraron significativas para un P menor a 0,05. 

9.14. Ensayo de actividad lecitinasa 

Se utilizó Agar Yema de Huevo (ver Anexo) para evaluar la capacidad de las bacterias de 

degradar la lecitina (actividad lecitinasa). Un resultado positivo consiste en la aparición de 

una zona clara alrededor de la colonia debido a la degradación de la lecitina presente en la 

yema de huevo. 
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 10. Anexo 

Composición de medios de cultivo y buffers  

 

Glicerol freezing medium 

Glicerol ------------------------------------------------- 87%  

KCl ------------------------------------------------------ 1 M 

NaCl ----------------------------------------------------- 1 M 

MgSO4--------------------------------------------------- 0,2 M 

Caldo nutritivo 

Peptona -------------------------------------------------5 g/l 

Extracto de Levadura ---------------------------------3 g/l 

Agar -----------------------------------------------------15 g/l 

NaCl ----------------------------------------------------- 5 g/l 

PDA (Agar Papa Dextrosa) 

Extracto de papa ---------------------------------------4 g/l 

Dextrosa ------------------------------------------------20 g/l 

Agar -----------------------------------------------------20 g/l 
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 Agar yema de huevo 

Peptona ------------------------------------------------20 g/l 

Fosfato disódico --------------------------------------2,5 g/l 

NaCl ----------------------------------------------------1 g/l 

Solución 0,5% p/v de MgSO4 -----------------------0,1 ml 

Glucosa -------------------------------------------------1 g/l 

Agar ----------------------------------------------------- 12,5 g/l 

Calentar con agitación hasta disolución total. Ajustar pH a 7,3 – 7,4 y esterilizar en autoclave. 

Enfriar a baño de 60 ºC. Lavar bien un huevo y desinfectar cáscara con alcohol. Dejar secar, 

romper cáscara y separar la yema de la albúmina. Añadir la yema al medio de cultivo fundido 

y enfriado hasta 60ºC, mezclar hasta obtener suspensión homogénea. 

Electroforesis en geles de agarosa 

Buffer TAE 50X 

Tris ----------------------------------------------------242 g/l 

Acetato ------------------------------------------------57.1 ml 

EDTA (500 mM pH 8.0) ----------------------------100 ml 

Buffer de siembra 6X 

Azul de bromofenol ----------------------------------0,25 g/l 

Sacarosa ------------------------------------------------40 g/l 
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 Soluciones para la preparación de células competentes 

SOB 

Triptona -----------------------------------------20 g/l 

Extracto de Levadura --------------------------5 g/l 

NaCl ----------------------------------------------0,5 g/l 

KCl -----------------------------------------------186 mg/l 

MgSO4 -------------------------------------------2,4 g/l 

SOC 

Triptona --------------------------------------------20 g/l 

Extracto de levadura ------------------------------5 g/l 

NaCl ------------------------------------------------186 mg/l 

MgSO4 -----------------------------------------------2,4 g/l 

Glucosa ----------------------------------------------20 µl/l 

Buffer TB 

Hepes ---------------------------------------------10 mM 

CaCl2 2H2O --------------------------------------15 mM 

KCl ------------------------------------------------250 mM 

MnCl2 ---------------------------------------------55 mM 
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 Marcador de peso molecular: 100pb de Takara (TakaraBio Inc. Korea). 
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 11. Resultados 

11.1. Construcción de una biblioteca de transposición en B. ambifaria 

mediante conjugación bacteriana 

 Con el fin de identificar genes involucrados en la degradación y/o tolerancia de/al AF 

y en la producción y/o secreción de proteasas extracelulares (metabolismo secundario) en B. 

ambifaria T16, se decidió utilizar una estrategia global, la cual consistió en la construcción de 

una biblioteca de inserciones por transposición en dicha bacteria, utilizando para ello un 

minitransposón perteneciente a la familia de los transposones mini-Tn5 que porta resistencia a 

la sal telurito de potasio, denominado mini-Tn5 Tel (Sanchez-Romero, Diaz-Orejas et al. 

1998) (Figura 4).Este sistema permite la inserción estable del mini-Tn5 en el genoma de 

muchas bacterias Gram negativas, y tiene la ventaja de que posee un marcador de selección 

que no es un antibiótico, sino que confiere resistencia a la sal telurito de potasio. Teniendo en 

cuenta que B. ambifaria T16 es resistente a la mayoría de los antibióticos convencionales, el 

uso de la resistencia a telurito de potasio como marcador de selección nos permitió 

seleccionar aquellas células bacterianas que habían incorporado el mini-Tn5 Tel a su genoma. 

El mini transposón utilizado se encuentra en un vector suicida, denominado pJMT6 (Tabla 3, 

Figura 3) incapaz de replicar en ausencia de la proteína pir del fago λ y movilizable por 

conjugación. A fin de averiguar la concentración de telurito de potasio a utilizar para la 

selección del mini-Tn5Tel, realizamos la determinación de la concentración inhibitoria 

mínima (CIM) para esta sal en la bacteria B. ambifaria T16. La CIM obtenida fue de 20 

µg/ml, por lo cual utilizamos esta concentración en las placas de selección.  

 El plásmido pJMT6 que lleva el mini-Tn5 Tel se introdujo en B. ambifaria T16 

mediante conjugación bacteriana. En este punto, cabe destacar que, aunque B. ambifaria T16 

no se encuentra secuenciada, otras cepas de B. ambifaria secuenciadas presentes en bases de 

datos como AMMD oMC40-6, presentan un genoma de alrededor de 7 Mpb 

(http://beta.burkholderia.com/strain/show?id=136). De acuerdo con este dato, calculamos que 

http://beta.burkholderia.com/strain/show?id=136
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 para obtener al menos una inserción del mini-transposón por ORF, el tamaño de la biblioteca 

de inserciones por transposición tenía que ser de al menos 7000 colonias. 

 Realizamos conjuntamente protocolos de conjugación biparental y triparental 

(Protocolos descriptos en 9.6), a fin de seleccionar aquel con el cual obtuviéramos un mayor 

número de células con el mini-Tn5 Tel. Para el protocolo de conjugación biparental 

utilizamos como cepa dadora a E. coliS17-1 λpir/pJMT6 (Tabla 3), la cual lleva las 

funciones de transferencia de ADN (genes tra) integradas en su genoma. Por otro lado, en el 

protocolo de conjugación triparental utilizamos a las cepas E. coliCC118 λpir/pJMT6 (cepa 

dadora) y HB101 con el plásmido RK600 (cepa helper), ya que en este caso las funciones de 

transferencia son aportadas por dicho plásmido (Tabla 3). En la Tabla 4 se muestran los 

resultados obtenidos.  

Tabla 4. Número total de transconjugantes y cálculo de eficiencia (transconjugantes 

cada 3 x 107 células receptoras) obtenidas en la conjugación biparental y triparental. 

Teniendo en cuenta que mediante conjugación triparental obteníamos un número 

mayor de transconjugantes por ml, utilizamos este protocolo para la construcción de la 

biblioteca de inserciones mini-Tn5 Tel.  

 

 

 

Conjugación Recuento transconjugantes 

(UFC/ml) 

Transconjugantes cada 3x107 células 

receptoras 

Biparental 4,69x104 1,58x103 

Triparental 3,01x105 1,03x104 
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 11.2. Selección de colonias de B. ambifaria incapaces de producir 

proteasas extracelulares 

A continuación, realizamos la evaluación de aproximadamente 15000 colonias de la 

biblioteca de inserciones por transposición en placas de Agar Leche 2%, a fin de seleccionar 

aquellos que mostraran ausencia de actividad de proteasas extracelulares o bien una actividad 

menor que la de la cepa salvaje B. ambifaria T16, estimada a partir de la observación de 

halos de degradación en Agar Leche 2%. Esta prueba se basa en la capacidad de las bacterias 

de producir y secretar proteasas que degradan la caseína de la leche, observándose un halo 

claro alrededor de las colonias cuando la prueba es positiva (Figura 7). 

 

 

 

 

 

 

Figura 7. Evaluación de la producción de proteasas extracelulares en colonias provenientes 

de la conjugación triparental (colonias con inserción del mini-Tn5 Tel en su genoma) en Agar 

Leche 2%. Las colonias se repicaron con un escarbadientes estéril a partir de las placas de 

selección de M9 citrato 0,2% suplementadas con telurito de potasio 20 µg/ml y tetraciclina 5 

µg/ml y se incubaron por 24 hs a 30°C. 

Se seleccionaron aquellas colonias que mostraron ausencia de halo o un halo de 

tamaño menor que el observado para la cepa salvaje, B. ambifaria T16, la cual se repicaba en 

cada placa a fin de poder realizar la comparación. De un total de aproximadamente 15000 
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 colonias, seleccionamos 17 con fenotipo proteasa negativo (ausencia de halo) o proteasa leaky 

(halo menor que la cepa salvaje), los cuales se detallan en la Tabla 5. Al mismo tiempo, 

realizamos la medición del diámetro del halo de degradación y el diámetro de las colonias, a 

fin de obtener un índice de producción de proteasas extracelulares (IPPE), al cual definimos 

como el cociente del diámetro del halo sobre el diámetro de la colonia, a fin de que nos 

sirviera para evaluar cualitativamente la capacidad de producción de proteasas extracelulares. 

 

Tabla 5. Evaluación del fenotipo de proteasas extracelulares en colonias de B. ambifaria. Se 

midió el halo de degradación en Agar Leche 2%, conjuntamente con el diámetro de la colonia, 

a fin de calcular el índice de producción de proteasas extracelulares (IPPE) para cada colonia. 

T16 corresponde a la cepa salvaje y las colonias restantes provienen de la conjugación 

(poseen el mini-Tn5Tel insertado en su genoma). 

B. 

ambifaria 

Diámetro colonia 

(mm) 

Diámetro halo de 

degradación (mm) 

IPPE (diámetro del halo / diámetro de 

la colonia) 

T16 4 19 4,75 

P2 2 4 2 

P8 3 11 3,67 

P9 2 6 3 

P10 3 0 0 

P12 2 7 3,5 

P14 3 0 0 

P32 3 11 3,67 

P34 3 0 0 

P37 3 0 0 

P47 2 7 3,5 

P48b 2 9 4,5 

P67 5 0 0 

P74 2 9 4,5 

P77 3 0 0 

P80 2 7 3,5 

P82 3 10 3,33 

P87 2 11 5,5 
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 Posteriormente, seleccionamos tres colonias con fenotipo proteasa negativo (IPPE=0): 

B. ambifaria P34, P37 y P67, para mapear el sitio de inserción del mini-Tn5 Tel y verificar la 

relación con el fenotipo observado, de manera de validar los resultados obtenidos. 

11.2.1. Mapeo del sitio de inserción del mini-Tn5 Tel en las cepas de B. 

ambifaria con fenotipo proteasa extracelular negativo 

El mapeo del sitio de inserción del mini-Tn5 Tel en B. ambifaria P34, P37 y P67se 

realizó mediante PCR arbitraria, tal como se describió en Materiales y Métodos, sección 

9.9.1. La Figura 8 muestra los fragmentos obtenidos para cada cepa, luego de la segunda 

ronda de amplificación. 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Electroforesis en geles de agarosa de fragmentos de ADN obtenidos luego de la 

segunda ronda de amplificación mediante el método de PCR arbitraria para B. ambifariaP34, 

P37 y P67. M: Marcador de peso molecular Takara 100 pb; NC: no corresponde. 

 Los fragmentos de PCR obtenidos se purificaron, se enviaron a secuenciar y se analizó 

su homología con las secuencias presentes en bases de datos, a fin de determinar el sitio de 

inserción del mini-Tn5Tel. Para todas las mutantes analizadas, las secuencias obtenidas 

mostraron el mayor porcentaje de identidad con las secuencias de B. ambifaria AMMD, la 

cepa tipo de la especie B. ambifaria (Coenye, Mahenthiralingam et al. 2001), con la cual B. 
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 ambifaria T16 mostró el mayor porcentaje de similitud en las secuencias de los genes 

marcadores rDNA 16s, gyrB y recA (Roberts, Ottaviano et al. 2014). La Tabla 6 muestra los 

resultados obtenidos para cada cepa. Se puede observar que todas las mutantes que mostraron 

ausencia de actividad de proteasas extracelulares, poseen el mini-Tn5Tel insertado en un gen 

que codifica para proteínas que forman parte de la rama terminal del sistema general de 

secreción (GSP, por sus siglas en inglés: General Secretory Pathway) o sistema de secreción 

de tipo II, el cual está involucrado en el transporte de varias enzimas hidrolíticas, entre ellas 

varias proteasas (Horswill, Dudding et al. 2001). 

Tabla 6. Localización de la inserción del mini-Tn5 Tel en el genoma de las mutantes 

de B. ambifaria incapaces de secretar proteasas extracelulares. Se utilizaron los extremos del 

mini- Tn5Tel (fragmento kilAtelAB) para localizar el sitio de inserción del transposón 

mediante PCR arbitraria en cada una de las mutantes. La Tabla muestra el nombre del locus, 

el nombre del gen y la función de la proteína para la cual codifican los genes interrumpidos 

 

Cepa 

Nombre del 

locus en el 

genoma de 

B.ambifaria 

AMMD 

Nombre 

del gen 

 

Función 

 

Coordenadas 

en el genoma 

de B. 

ambifaria 

AMMD 

% de 

Identidad 

 

Tamaño del 

fragmento 

PCR 

Coordenadas en el 

fragmento de PCR 

 

              

Correspon

dientes al  

fragmento

kilAtelAB(

mini-Tn5 

Tel)* 

Correspon-

dientes al 

genoma de 

B. 

ambifaria# 

B.ambifaria 

P34 
CH72_RS07

790 

gspM 

Proteína 

de la vía 
general 

de 

secreción 

1632255 - 
1632530 

85 350 1-201 202-478 

B.ambifaria 

P37 

 

CH72_RS07

780 
gspL 

Proteína 

de la vía 

general 
de 

secreción 

1631739 - 

1631638 

97 

 

400 

 

1 – 204 

 

205 – 305 

 

B.ambifaria 

P67 

 

CH72_RS07

740 
gspE 

Proteína 

de la vía 

general 

de 
secreción 

1624638 - 
1625111 

99 
 

800 
 

1 – 207 
 

208 – 681 
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 por el mini-Tn5 Tel. Asimismo, también se muestra el largo de cada fragmento de 

amplificación obtenido en la PCR de la Figura 8, el número de nucleótidos (pb) de la PCR 

que coinciden con el extremo del mini-transposón (*), las pb del fragmento de PCR que 

muestran homología con el genoma de B. ambifaria AMMD (#), así como sus coordenadas 

(ubicación) en el genoma y los porcentajes de identidad a nivel de nucleótidos obtenidos en 

cada caso con la secuencia de B. ambifaria AMMD. 

11.2.2. Evaluación del fenotipo lecitinasa en las mutantes para el 

sistema general de secreción (GSP) 

A continuación, y para corroborar los resultados obtenidos que indicaban que B. 

ambifaria P34, P37 y P67 mostraban una inserción del mini-Tn5 Tel en genes codificantes 

para el sistema GSP involucrado en el transporte de enzimas hidrolíticas, se decidió analizar 

en estas mutantes la actividad de lipasas extracelulares en placas de Agar Yema de Huevo 

(actividad lecitinasa). Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 9. Tal como puede 

observarse, B. ambifaria T16 (cepa salvaje) presentó actividad lecitinasa positiva, lo cual se 

evidenció por la presencia de un halo claro alrededor de las colonias. Por otro lado, no se 

observó halo de degradación al repicar colonias de B. ambifaria P34, P37 y P67, lo cual 

indica que las mismas no poseen actividad lecitinasa. Estos resultados terminaron de 

confirmar el fenotipo de las mutantes de inserción analizadas, las cuales serían deficientes en 

el sistema GSP. 
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Figura 9. Evaluación de la actividad de lipasas extracelulares de B. ambifaria T16(cepa 

salvaje), P34, P37 y P67 (mutantes de inserción mini-Tn5 Tel). Se repicaron 4 colonias de 

cada cepa en placas de Agar Yema de Huevo, las cuales se incubaron durante 3 días a 30 °C. 

11.2.3. Evaluación de la capacidad de las clones de B. ambifaria con 

fenotipo proteasa negativo o proteasa leaky de inhibir el crecimiento de 

Fusarium oxysporum in vitro. 

Dado que, como se mencionó en la Introducción, la producción de proteasas 

extracelulares es un mecanismo que puede estar asociado al metabolismo secundario (Pugsley 

1991), y teniendo en cuenta que B. ambifaria T16 mostró una marcada inhibición del 

crecimiento del hongo fitopatógeno F. oxysporum in vitro (Ottaviano 2015), decidimos 

evaluar la capacidad de los clones proteasa negativos y proteasa “leaky” (que presentaban un 

halo de degradación menor al observado para la cepa salvaje) de inhibir el crecimiento de F. 

oxysporum in vitro, con el fin de identificar genes que pudieran estar involucrados en la 

producción de sustancias con actividad antifúngica. Para ello, realizamos una primera 

selección de las cepas de la Tabla 5 mediante ensayos de crecimiento dual en placa, de 

acuerdo a los descripto en 9.12.  Se seleccionaron las cepas B. ambifaria P2, B. ambifaria 

P10, B. ambifaria P12, B. ambifaria P14, B. ambifaria P34, B. ambifaria P37 y B. 

ambifaria P67 para un segunda selección, ya que estas presentaron un halo de inhibición del 
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 crecimiento de F. oxysporum menor al observado para la cepa salvaje B. ambifaria T16. Con 

estas cepas repetimos los ensayos de crecimiento dual por triplicado y, posteriormente 

determinamos el porcentaje de inhibición de crecimiento para cada una. Los resultados 

obtenidos se muestran en la Figura 10. 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Ensayos de inhibición del crecimiento de F. oxysporum utilizando las cepas B. 

ambifaria T16 (salvaje) y las distintas mutantes mini-Tn5 Tel. Se realizaron ensayos de 

crecimiento dual en placas de Agar PDA para cada cepa y se determinó el porcentaje de 

inhibición mediante la medición del diámetro de la colonia fúngica en presencia y ausencia de 

la bacteria (C-), tal como se describió en Materiales y Métodos luego de incubar las placas 

durante siete días a 25°C. Los valores representan el promedio del porcentaje de inhibición 

±el desvío estándar (D.S) utilizando cada cepa. Los datos fueron analizados usando como 

prueba estadística ANOVA de un factor. Los asteriscos sobre las barras de error indican que 

existen diferencias significativas respecto de la cepa salvaje Burkholderia ambifaria T16.Se 

consideraron significativas aquellas pruebas con P<0.05. 
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 Como puede observarse en la Figura 10, la única mutante de inserción que presentó 

diferencias significativas en la capacidad de inhibición de F. oxysporum en comparación con 

la cepa salvaje, B. ambifariaT16, fue la cepa B. ambifaria P12. La Figura 11 muestra una 

foto tomada con lupa, en la cual se puede ver claramente el antagonismo de B. ambifaria T16 

hacia el hongo F. oxysporum en ensayos de crecimiento dual en placa. Por otro lado, B. 

ambifaria P12 fue incapaz de inhibir el crecimiento del hongo (el micelio del hongo crece 

hasta tocar la estría de la bacteria). Asimismo, del análisis de la Figura 10 también se 

desprende que las cepas mutantes en el sistema de secreción de tipo II (B. ambifaria P34, P37 

y P67) no mostraron diferencias significativas en la inhibición de F. oxysporum, lo cual 

indica que el sistema de secreción de tipo II no contribuye a la inhibición del crecimiento del 

hongo. 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Ensayo de inhibición del crecimiento de F. oxysporum utilizando B. 

ambifaria T16 (salvaje) y B. ambifaria P12. Se muestra una foto de placas de Agar PDA 

inoculadas con B. ambifaria T16 o B. ambifaria P12 y el hongo F. oxysporum. Las fotos se 

tomaron con un aumento de 6.5X luego de su incubación durante 7 días a 25°C. 
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 11.2.4. Mapeo del sitio de inserción del mini-Tn5Tel en                                  

B. ambifaria P12 

A continuación, se procedió a determinar el sitio de inserción del mini-Tn5Tel en B. 

ambifaria P12, a fin de averiguar su genotipo, mediante la amplificación de las regiones del 

genoma adyacentes a los sitios de inserción del transposón utilizando la técnica de PCR 

arbitraria. El fragmento de amplificación obtenido luego de la segunda ronda de amplificación 

se muestra en la Figura 12. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Electroforesis en gel de agarosa de fragmentos de ADN obtenidos luego de la 

segunda ronda de amplificación mediante el método de PCR arbitraria para B. ambifaria T16 

y B. ambifaria P12. C: control negativo de PCR (H2O); M: Marcador de peso molecular 

Takara 100 pb; NC: no corresponde.  

Como se puede observar en la Figura 12, se obtuvo una banda prominente de 

alrededor de 800 pb, la cual se purificó y se envió a secuenciar. Al comparar la secuencia 

obtenida con las secuencias presentes en bases de datos, se encontró que la inserción del mini-
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 Tn5 Tel había ocurrido en un gen que codifica una enzima GTPasa modificadora de RNA, 

involucrada en el control transcripcional (MnmE) (Tabla 8). Esta enzima forma un complejo 

con la proteína MnmG que en conjunto juegan un rol importante en la modificación de tRNAs 

(Yim, Moukadiri et al. 2006, Moukadiri, Prado et al. 2009, Hamdane, Argentini et al. 2011). 

Tabla 8. Localización de la inserción del mini-Tn5 Tel en B. ambifaria P12. Se 

utilizaron los extremos del mini-Tn5 Tel (fragmento kilAtelAB) para localizar el sitio de 

inserción del transposón mediante PCR arbitraria. La Tabla muestra el largo del fragmento de 

amplificación obtenido en la PCR de la Figura 12, el número de nucleótidos (pb) de la PCR 

que coinciden con el extremo del mini-transposón (*), las pb del fragmento de PCR que 

muestran homología con el genoma de B. ambifaria AMMD (#), así como sus coordenadas 

(ubicación) en el genoma y el porcentaje de identidad a nivel de nucleótidos con la secuencia 

de B. ambifaria AMMD. 

11.3. Selección de colonias de B. ambifaria incapaces de utilizar AF 

como única fuente de carbono 

El otro fenotipo a analizar en las colonias de la biblioteca de inserciones por 

transposición fue la capacidad de utilizar AF como única fuente de carbono, con el fin de 

identificar genes responsables de la degradación y/o tolerancia a esta micotoxina. Para ello, se 

realizaron repiques en placas de medio mínimo con citrato de sodio o bien AF como única 

 

Mutante 

 

 

Nombre 

del locus 

en el 

genoma 

de 

B.ambifari

a AMMD 

Nombre 

del Gen 

 

 

Función 

 

 

Coordenadas 

en el genoma 

de B. 

ambifaria 

AMMD 

% de 

identidad 

 

 

Tamaño  

del 

fragmento 

PCR 

 

Coordenadas en el fragmento de PCR 

 

 

              

Correspon-

dientes al  

fragmentokilAt

elAB (mini-Tn5 

Tel)* 

Correspondientes 

al genoma de B. 

ambifaria # 

 

 

 

B. 

ambifaria

P12 

CH72_R

S08030 
 MnmE 

GTPasa 

modificado
-ra de RNA 

1688820 - 
1688934 97 800 1-203 204 - 318 
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 fuente carbonada, tal como se describió en la sección 9.8 de Materiales y Métodos, con el fin 

de seleccionar aquellas colonias capaces de crecer en las placas de medio mínimo 

suplementado con citrato de sodio, pero no en las placas de medio mínimo suplementado con 

AF. De un total de 7000 colonias analizadas, se seleccionaron ocho incapaces de utilizar AF 

para su crecimiento: B. ambifaria FA2, FA3, FA4, FA21, FA84, FA90, FA91 y FA92 

(Figura 13). 

 

 

 

 

 

Figura 13. Colonias de B. ambifaria con inserciones del mini-Tn5Tel incapaces de crecer 

con AF como única fuente carbonada. A. Placa de medio mínimo M9 suplementado con 2,5 

mM de AF, telurito de potasio 20 µg/ml y tetraciclina 5 µg/ml. B. Placa de medio mínimo M9 

suplementado con 0,2% de citrato de sodio, telurito de potasio 20 µg/ml y tetraciclina 5 

µg/ml.  

11.3.1. Mapeo del sitio de inserción del mini-Tn5Tel en las cepas de B. 

ambifaria incapaces de utilizar AF como fuente de carbono. 

El mapeo del sitio de inserción del mini-Tn5Tel en las colonias seleccionados en el 

apartado anterior se realizó mediante PCR arbitraria, tal como se describió en Materiales y 

Métodos, sección 9.9.2. Para B. ambifaria FA2, FA4, FA21, FA90 y FA91, la amplificación 

se realizó utilizando DreamTaq (Promega), mientras que para B. ambifaria FA3, FA4yFA82, 

fue necesario utilizar una Taq polimerasa de alta fidelidad (Phusion High Fidelity, New 

England Biolabs) más robusta, ya que no obtuvimos fragmentos de amplificación al realizar la 
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 PCR con la Taq polimerasa común (Dream Taq). La Figura 14 muestra los fragmentos 

obtenidos para cada cepa, luego de la segunda ronda de amplificación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 14. Electroforesis en gel de agarosa de fragmentos de ADN obtenidos luego de la 

segunda ronda de amplificación mediante el método de PCR arbitraria para B. ambifariaFA2, 

FA3, FA4, FA21, FA84, FA90, FA91 y FA92.M: marcador de peso molecular Takara 100 

bp C: control negativo (H2O), NC: no corresponde. 

Como puede observarse en la figura, en algunos casos se obtuvieron varios fragmentos de 

amplificación al realizar la PCR arbitraria. En estos casos, se eligieron varias bandas que se 

purificaron y se enviaron a secuenciar. Los resultados de la secuenciación mostraron que 

correspondían a la misma región del genoma, en los cuales el primer arbitrario se había 

apareado en más de un lugar. Al igual que en el caso de las cepas mutantes para la secreción 

de proteasas extracelulares, las secuencias obtenidas mostraron el mayor porcentaje de 

identidad con las secuencias de B. ambifaria AMMD. La Tabla 9 detalla los resultados 

obtenidos para cada cepa y en la Tabla 10 se describe el rol de los genes interrumpidos por el 

mini-transposón. 
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Tabla 9. Localización de la inserción del mini-Tn5 Tel en el genoma de las distintas 

mutantes B. ambifaria. Se utilizaron los extremos del mini-Tn5Tel (fragmento kilAtelAB) 

para localizar el sitio de inserción del transposón mediante PCR arbitraria en cada una de las 

mutantes. La Tabla muestra el largo de cada fragmento de amplificación obtenido en la PCR 

de la Figura 14, el número de nucleótidos (pb) de la PCR que coinciden con el extremo del 

mini-transposón (*), las pb del fragmento de PCR que muestran homología con el genoma de 

B. ambifaria AMMD (#), así como sus coordenadas (ubicación) en el genoma y los 

 

Mutante 

 

 

Nombre del 

locus en el 

genoma de 

B.ambifaria 

AMMD 

Nombre 

del gen 

 

Función 

 

 

Coordenadas 

en el genoma 

de B. 

ambifaria 

AMMD 

% de 

identidad 

 

 

Tamaño 

del 

fragm. 

de PCR 

Coordenadas en el 

fragmento de PCR 

 

       

Correspon

-dientes al  

fragmento

kilAtelAB(

mini-Tn5 

Tel)* 

Correspon-

dientes al 

genoma de 

B. 

ambifaria# 

B.ambifaria 

FA2 

CH72_RS24

395 
prpB 

Enzima 

involucrada en 

el metabolismo 
del propionato 

1825234-
1825051 98,57 600 2-108 215-390 

B ambifaria 

FA3 

CH72_RS06

285 
mlaD 

Proteína de 
mantenimiento 

de asimetría 

lipídica de 

membrana 
externa 

1304002-
1303455 97 900 1-102 209-756 

B.ambifaria

FA4 

CH72_RS24

400 
prpR 

Proteína 

regulatoria del 

catabolismo del 

propionato 

1826624-

4825903 91 700 3-114 222-700 

B.ambifaria

FA21 

CH72_RS52

5570  

Acil-CoA 

deshidrogenasa 

2088997-

2089383 96 500 3-105 212-500 

B ambifaria 

FA84 

CH72_RS11

755  

Fosfoenol 

piruvato 
carboxilasa 

2519727-
2519218 97 800 1-102 208-724 

B.ambifaria 

FA90 

CH72_RS02
975 

Región 
intergé-

nica 

--- 605831-

605627 99 500 2-102 208-412 

B.ambifaria 

FA91 

CH72_RS24

380 
prpF 

3-

metilaconitato 

isomerasa 

1820669-

1819980 98 1000 1-104 210-903 

B.ambifaria 

FA92 

 

CH72_RS24

400 
prpR 

Proteína 

regulatoria del 

catabolismo del 
propionato 

1827051-
1826811 99 500 1-104 210-451 
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 porcentajes de identidad a nivel de nucleótidos obtenidos en cada caso con la secuencia de B. 

ambifaria AMMD. 

Tabla 10. Descripciones de las funciones de las proteínas codificadas por los genes 

interrumpidos por el transposón mini-Tn5 Tel, que originan un fenotipo incapaz de degradar 

AF en B. ambifaria T16. 

11.4. Evaluación de la toxicidad del AF en las cepas de B. ambifaria 

incapaces de degradar AF. 

A fin de determinar si la incapacidad de crecer en presencia de AF se debía a un 

incremento en la sensibilidad a este compuesto en las cepas mutantes de inserción por 

transposición, decidimos evaluar la concentración mínima inhibitoria (CIM) para el AF en 

todas las cepas mutantes, a fin de comparar los resultados obtenidos con la cepa salvaje, B. 

ambifaria T16. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 12. 

Gen 

interrumpido Función de la proteína que codifica 

prpB 

 

Enzima involucrada en el metabolismo del propionato. Cataliza el último paso en el 

ciclo del 2-metilcitrato, clivando 2-metilisocitrato para dar succinato y piruvato. El 

succinato es oxidado a oxalacetato que reingresa al ciclo, mientras que el piruvato 

puede ser utilizado tanto para la generación de energía como para la síntesis de 

biomasa. 

mlaD 

 

Proteína transportadora ABC que mantiene la asimetría de la membrana externa. 

Realiza el transporte retrógrado de fosfolípidos para mantener la integridad de la 

membrana externa como una barrera protectora. 

prpR 

 

Proteína regulatoria. Activa la expresión de los genes involucrados en el ciclo del 2-

metilcitrato. 

Región 

intergénicaCH72

_RS02970-

CH72_RS02975 

 

-------------------------------------------------- 

 

 

CH72_RS52557

0 
 Acil-CoA deshidrogenasa: involucrada en el catabolismo de los ácidos grasos.  

CH72_RS11755 

Cataliza la formación de oxalacetato a partir de fosfoenolpiruvato. 

 

 

prpF 

 

Enzima involucrada en el metabolismo del propionato. Cataliza la conversión de 2-

metil- trans aconitato a cis-2 metil aconitato. 
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Tabla 12. Determinación de la CIM para AF en la cepa salvaje B. ambifaria T16 y en las 

cepas incapaces de crecer con AF como única fuente de carbono. 

Los resultados indican que existe variación en cuanto a la tolerancia al AF entre las 

distintas cepas. Las cepas B. ambifaria FA4, FA21, FA84, FA91 y FA92 mostraron una 

tolerancia al AF similar a la cepa salvaje, B. ambifaria T16 (CIM= 1600µg/ml). Por otro 

lado, B. ambifaria FA90, FA2 y FA3 resultaron más sensibles al AF, siendo FA2 y FA3 

mucho más sensibles (CIM= 200 µg/ml) que FA90 (CIM= 800 µg/ml). Podemos concluir que 

la inserción del mini-Tn5 Tel, afectó en algunos casos la tolerancia al AF en B. ambifaria, y 

que la incapacidad de crecer en presencia de AF como única fuente de carbono en algunas 

mutantes es debida a un incremento en la sensibilidad a este compuesto, más que a la 

incapacidad para degradarlo. 

11.5. Evaluación de la utilización de AF como única fuente de 

nitrógeno en las cepas de B. ambifaria incapaces de degradar AF. 

Finalmente, se decidió evaluar si las cepas incapaces de utilizar AF como única fuente 

de carbono eran capaces de utilizar el AF como única fuente de nitrógeno, ya que como se 

mencionó en la introducción, el AF posee un átomo de nitrógeno en su anillo aromático (ver 

Cepa CIM 

B. ambifaria T16 1600 µg/ml 

B. ambifaria FA2 200 µg/ml 

B. ambifaria FA3 200 µg/ml 

B. ambifaria FA4 1600 µg/ml 

B. ambifaria FA21 1600 µg/ml 

B. ambifari aFA84 1600 µg/ml 

B. ambifaria FA90 800 µg/ml 

B. ambifaria FA91 1600 µg/ml 

B. ambifaria FA92 1600 µg/ml 
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 Figura 2). En la Tabla 13se muestra la DO600 obtenida al crecer las cepas en medio mínimo 

con AF como única fuente de nitrógeno. 

Cepa DO 600 

B. ambifaria T16 1,45 

B. ambifaria FA2 0,17 

B. ambifaria FA3 0,05 

B. ambifaria FA4 0,60 

B. ambifaria FA21 0,07 

B. ambifaria FA84 1,41 

B. ambifaria FA90 0,78 

B. ambifaria FA91 0,29 

B. ambifaria FA92 0,54 

Tabla 13. Evaluación de la utilización de AF como única fuente de nitrógeno en la cepa 

salvaje B. ambifaria T16 y en las cepas incapaces de crecer con AF como única fuente de 

carbono. 

De la observación de los resultados de la Tabla 13, podemos concluir que todas las 

cepas mutantes de inserción por transposición mostraron un crecimiento menor que la cepa 

salvaje, lo cual indica que la capacidad para utilizar AF como única fuente de nitrógeno se vio 

disminuida en distinta medida, como resultado de la interrupción de los genes respectivos. 

Cabe destacar, que las cepas B. ambifariaFA2, FA3 y FA21 prácticamente no crecieron en 

medio mínimo con AF como única fuente de nitrógeno.  

12. Discusión 

El objetivo fundamental de la presente tesis fue la identificación de genes involucrados 

en la degradación de AF y en la inhibición del hongo Fusarium oxysporum en la bacteria 

Burkholderia ambifaria T16. Para cumplir con dicho propósito se construyó una biblioteca 

de inserciones utilizando un mini-transposón. Dado que la selección de colonias incapaces de 

inhibir el micelio del hongo es muy engorrosa y difícil a gran escala, decidimos comenzar por 

evaluar la capacidad de producción de proteasas extracelulares, debido a la facilidad de 
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 visualización del fenotipo en placa y debido a que, como se mencionó en la Introducción, la 

producción de proteasas extracelulares es un mecanismo que se ha ligado al metabolismo 

secundario (Pugsley 1991). Tal como se mencionó en la Introducción, el metabolismo 

secundario en Burkholderia spp. es uno de los principales mecanismos de inhibición del 

crecimiento fúngico.  

Para realizar la construcción de la biblioteca de inserciones por transposición, 

utilizamos un mini-transposón, denominado mini-Tn5 Tel (Sanchez-Romero, Diaz-Orejas et 

al. 1998) en un plásmido incapaz de replicar en B. ambifariaT16, el cual transferimos a esta 

cepa mediante conjugación. Dado que necesitábamos una biblioteca de transposición lo más 

representativa posible, probamos dos protocolos de conjugación, biparental y triparental, a fin 

de determinar cuál de ellos nos proporcionaba el mayor número de colonias que portaban el 

transposón (colonias Telr). Los resultados mostraron que la conjugación triparental era más 

eficiente que la conjugación biparental (obteníamos un orden más de colonias Telr/ml). 

Una vez construida la biblioteca de inserciones de transposición, se realizó la selección 

de las colonias obtenidas a fin de evaluar los dos fenotipos de interés: colonias incapaces de 

utilizar AF como única fuente de carbono y colonias incapaces de producir proteasas 

extracelulares. Posteriormente, se identificó el sitio de inserción del mini-transposón en las 

colonias con los fenotipos de interés, utilizando la técnica de PCR asimétrica para obtener los 

fragmentos adyacentes al mini-transposón, y posterior secuenciación y análisis de los mismos.  

Luego de evaluar el fenotipo de producción de proteasas extracelulares en Agar Leche, 

obtuvimos varias colonias de B. ambifaria que mostraron una disminución en el halo de 

degradación con respecto a la cepa salvaje, B. ambifaria T16. De todas estas colonias 

seleccionamos tres que mostraron ausencia total de halo (lo cual indicaba la incapacidad total 

de producción de proteasas extracelulares): B. ambifaria P34, P37 y P67. Al realizar la 

identificación del sitio de inserción del mini-transposón en estas cepas, observamos que en 

todas ellas, el mini-Tn5 Tel había interrumpido genes que codifican proteínas pertenecientes 

al sistema de secreción de tipo II (T2SS por type II secretion system) o rama terminal del 
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 sistema general de secreción (GSP). El GSP (Figura 15) es una forma de traslocación de 

proteínas extracelulares, en el cual las mismas atraviesan las membranas internas y externas 

en dos pasos. El primer paso involucra la traslocación a través de la membrana citoplasmática. 

La proteína transportada es sintetizada como un precursor que contiene un péptido señal en el 

extremo N-terminal, el cual es transportado a través de la membrana interna. Este péptido es 

luego clivado y finalmente la proteína madura es liberada en el periplasma. En el siguiente 

paso, la proteína plegada es traslocada a través de la membrana externa por la maquinaria 

proteica de la rama terminal del GSP o T2SS. 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Representación esquemática del Sistema General de Secreción (GSP) 

tomado de (Filloux 2004) 

Los genes que conforman los T2SS consisten en un conjunto de 12 a 16 genes 

organizados en operones (Figura 16). Cada gen gsp es esencial para la secreción de proteínas, 

con excepción de gspB y gspN, los cuales están ausentes en muchas bacterias. 
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Figura 16. Organización de los genes pertenecientes al cluster del sistema de secreción 

de tipo II en Pseudomonas aeruginosa (xcp y hxc), Klebsiella oxytoca (pul), Aeromonas 

hydrophila (exe) y Xanthomonas campestris (xps) (Filloux 2004). 

En las mutantes de transposición analizadas, el mini-Tn5Tel se había insertado en los 

genes gspM (en B. ambifaria P34), gspL (en B. ambifaria P37) y gspE (en B. ambifaria 

P67). Con respecto a la función de las proteínas codificadas por estos genes, se sabe que 

elT2SS utiliza la energía derivada de la hidrólisis de ATP catalizada por GspE para 

transportar las proteínas desde el periplasma al espacio extracelular a través de GspM 

(Campos, Cisneros et al. 2013) (Figura 15). Se ha demostrado que mutaciones en gspE 

incapacitan la secreción de proteínas en bacterias (Turner, Lara et al. 1993, Possot and 

Pugsley 1994, Sandkvist, Bagdasarian et al. 1995, Py, Loiseau et al. 1999). Por otra parte, la 

secuencia de GspE sugiere que esta proteína es principalmente hidrofílica y no posee ningún 

dominio hidrofóbico que pueda anclarla a la membrana. Estos datos sugirieron que GspE 

estaría interactuando con otros componentes del T2SS para formar una maquinaria funcional, 

y se ha sugerido que GspE está unida a la cara interna de la membrana interna gracias a la 

interacción con el dominio citoplasmático de la proteína de membrana GspL (Figura 15) 

(Sandkvist, Bagdasarian et al. 1995, Ball, Chapon-Herve et al. 1999). También se demostró 

que la interacción GspE-GspL provoca un cambio conformacional en GspL, revelando el 
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 dinamismo del ensamblado y funcionamiento del T2SS (Py, Loiseau et al. 1999). Por otra 

parte, se ha sugerido que GspM estabiliza a la proteína GspL (Michel, Bleves et al. 1998). El 

proceso de estabilización es reciproco ya que la abundancia de GspM en la célula depende de 

GspL, indicando que estos dos componentes del T2SS interactúan entre sí (Figura 16) 

(Sandkvist, Hough et al. 1999, Possot, Vignon et al. 2000, Lee, Tyan et al. 2001). A partir de 

estos resultados, se ha hipotetizado que la proteína GspM podría determinar la localización en 

la membrana del sitio de secreción, reclutando a GspL, la cual atraería a GspE (Filloux 2004). 

Al evaluar la actividad lecitinasa en B. ambifaria P34, P37 y P67, se observó que las 

mismas tampoco presentaban actividad de esta enzima, lo cual es coherente con el genotipo 

de estas cepas que presentan insertado el mini-transposón en genes pertenecientes al T2SS. En 

un trabajo realizado con la bacteria Burkholderia pseudomallei, se encontró que la secreción 

de 12 proteasas, 2 fosfolipasas y una quitinasa eran dependientes del T2SS (Burtnick, Brett et 

al. 2014). 

 Cuando se evaluó la inhibición del crecimiento del hongo F. oxysporum en las cepas 

mutantes de inserción que presentaban actividad disminuida o nula de proteasas 

extracelulares, se observó que sólo una de ellas, B. ambifaria P12, mostró diferencias 

significativas en la inhibición del hongo en comparación con la cepa salvaje B. ambifaria 

T16. En principio, podemos decir que la incapacidad para secretar proteasas extracelulares y 

la capacidad antagónica del crecimiento de F. oxysporum no se encuentran asociadas, aunque 

ambas se relacionen al metabolismo secundario. Al mapear el sitio de inserción del mini-Tn5 

Tel en B. ambifaria P12, se encontró que el mismo se insertó interrumpiendo el gen mnmE, el 

cual codifica para una proteína GTPasa modificadora de RNA. La proteína MnmE se 

encuentra conservada en bacterias y eucariotas, y está involucrada en la regulación de una 

vasta cantidad de procesos celulares, tales como el crecimiento, la diferenciación y la 

adaptación a distintas condiciones ambientales (Vetter and Wittinghofer 2001). El rol 

principal de esta proteína es la modificación de los tRNA, lo cual afecta el proceso de 

traducción del mRNA. Se ha demostrado que la ausencia de esta modificación produce un 
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 fenotipo pleiotrópico en bacterias (Yim, Moukadiri et al. 2006, Meyer, Scrima et al. 2008, 

Moukadiri, Prado et al. 2009). Teniendo en cuenta esta información, sería de esperar que la 

pérdida de función de MnmE afecte varios procesos celulares, entre los cuales se incluirían la 

producción de proteasas extracelulares y el antagonismo contra F. oxysporum en B. 

ambifaria.  

Luego de analizar el genotipo de las mutantes mini-Tn5 Tel incapaces de degradar AF, 

se comprobó que, en muchos casos, el mini-transposón se había insertado en distintos genes 

involucrados en el ciclo del 2-metilcitrato (Figura 17), una vía anaplerótica del carbono, que 

convierte propionil-CoA en piruvato, proporcionando intermediarios capaces de acoplarse al 

ciclo del ácido cítrico (Textor, Wendisch et al. 1997). Los genes interrumpidos fueron: 

a) prpB (en B. ambifariaFA2), el cual codifica para la enzima 2-metil isocitrato liasa 

b) prpR, que codifica el regulador positivo del operón involucrado en el catabolismo del 

propionato (en B. ambifaria FA4 y B. ambifariaFA92). En S. entérica, se ha demostrado que 

PrpR responde a la concentración intracelular de 2-metilcitrato (Palacios and Escalante-

Semerena 2004) 

c) prpF (en B. ambifaria FA91), el cual codifica para la enzima 3-metilaconitato 

isomerasa.  
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Figura 17. Ciclo del 2-metilcitrato. La enzima metilcitrato sintasa (PrpC) cataliza la 

condensación del propionil-CoA y oxalacetato en 2-metilcitrato (Horswill and Escalante-

Semerena 1999). La deshidratación del 2-metilcitrato a 2-metilaconitato es catalizado por 

PrpD o por una enzima llamada AcnD. Las bacterias que utilizan AcnD requieren de la 

función de PrpF que lleva a la isomerización de trans-metil aconitato a cis-metil aconitato 

(Garvey, Rocco et al. 2007). La enzima aconitasa (AcnB) cataliza la reacción de 2-

metilaconitato a 2-metilisocitrato, y por último, la enzima metilisocitrato liasa (PrpB) 

completa el ciclo produciendo el clivaje del 2-metilisocitrato a piruvato y succinato (Brock, 

Darley et al. 2001). El succinato generado por esta vía puede incorporarse al ciclo del ácido 

cítrico, mientras que el piruvato puede ser utilizado directamente para generación de energía y 

producción de biomasa (Brock, Darley et al. 2001). 

La Figura 18 muestra la organización de los genes mencionados en la bacteria B. 

ambifaria AMMD. 
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Figura 18. Organización genética del operón involucrado en el ciclo del 2-metilcitrato 

(catabolismo del propionato) en B. ambifaria AMMD. 

Hasta el momento, se ha demostrado que el propionil-CoA utilizado en el ciclo del 2-

metilcitrato puede derivar tanto de la activación directa del propionato a propionil-CoA, como 

de la degradación de ácidos grasos de cadenas impares y de aminoácidos como isoleucina, 

valina y metionina. Asimismo, la degradación de algunos compuestos aromáticos como el 

2,4,-dinitrotolueno (2,4-DNT) en Burkholderia sp. cepa DNT genera propionil-CoA, el cual 

es degradado por el ciclo del 2-metilcitrato (Haigler, Johnson et al. 1999, Johnson, Jain et al. 

2002). 

Además de generar intermediarios del ciclo de Krebs, el ciclo del 2-metilcitrato 

detoxifica propionato, el cual posee efectos nocivos en las células, tales como acidificación 

del citosol, disrupción de la homeostasis de CoA y en algunos casos inhibición de las enzimas 

aconitasa y citrato sintasa debido a la formación de 2-metilcitrato (Brock and Buckel 2004, 

Limenitakis, Oppenheim et al. 2013). En un trabajo previo se confirmó que la actividad de la 

enzima 2-metilisocitrato liasa (MCL, codificada por prpB) es necesaria para la eliminación de 

metabolitos tóxicos generados durante el crecimiento en medios que contenían propionato 

(Upton and McKinney 2007).  

Al analizar la tolerancia al AF, en las cepas incapaces de usar AF como fuente 

carbonada, encontramos que B. ambifaria FA2, que presenta una inserción del mini-Tn5 Tel 

en prpB, presentó una elevada sensibilidad al AF (CIM 200µg/ml), indicando que dicho 
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 compuesto es tóxico para esta cepa. Este resultado, junto con el hecho de que la degradación 

de algunos compuestos aromáticos, como el 2,4-DNT genera propionil-CoA nos permite 

hipotetizar que probablemente la degradación de AF genere propionil-CoA, el cual ingresaría 

en el ciclo del 2- metilcitrato para su conversión a piruvato y succinato. Una mutación en 

prpB durante el crecimiento con AF, tendría como resultado la acumulación de metabolitos 

tóxicos, lo cual provocaría la muerte de la bacteria. Esto es consistente con el hecho de que B. 

ambifaria FA2 no puede crecer cuando se agrega AF como única fuente de carbono o 

nitrógeno. 

Cabe destacar que inserciones del mini-transposón en los genes prpR, regulador 

positivo de los genes del catabolismo del propionato (cepas B. ambifaria FA4 y B. ambifaria 

FA92) y prpF, que codifica para la enzima 3-metil aconitato isomerasa (B. ambifaria FA91), 

no alteraron la tolerancia al AF, ya que estas cepas mostraron la misma tolerancia al AF que 

la cepa salvaje (CIM 1600 µg/ml). Además, si bien no se observó crecimiento con AF como 

única fuente de carbono, se observó un crecimiento moderado cuando se agregó AF como 

única fuente de nitrógeno. En un estudio realizado con la bacteria Mycobacterium smegmatis 

donde compararon el efecto de la ausencia de distintos genes involucrados en el metabolismo 

del propionato, paradójicamente se observó que la ausencia de prpB era más perjudicial que la 

ausencia de todos los genes del operón del ciclo del 2-metilcitrato (Upton and McKinney 

2007), debido a la toxicidad del metabolito 2-metilisocitrato, el cual se acumularía en 

ausencia de la enzima 2-metil isocitrato liasa, codificada por prpB. Estos resultados coinciden 

con lo observado en las cepas B. ambifaria FA2 (inserción en prpB), B. ambifaria FA4 

(inserción en prpR), B. ambifaria FA91 (inserción en prpF) y B. ambifaria FA92 (inserción 

en prpR), ya que la inserción en prpB disminuyó notablemente la tolerancia al AF, pero no la 

inserción en el resto de los genes. En este punto, es importante mencionar que debido a que 

los genes están organizados en un operón (Figura 18), inserciones en prpB podrían afectar 

también la transcripción de los genes ubicados río abajo. Adicionalmente, para corroborar los 

resultados obtenidos, debería realizarse una complementación génica, suministrando en trans 

los genes interrumpidos y evaluando el fenotipo resultante.  
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 Para el caso de la mutante B. ambifaria FA84, se identificó que el mini-Tn5Telse 

insertó en un gen que codifica para una enzima fosfoenolpiruvato carboxilasa. Esta enzima 

participa en la vía de la gluconeogénesis, específicamente catalizando la reacción de 

fosfoenolpiruvato a oxalacetato, metabolito que se encuentra en varias vías metabólicas, y 

utilizado en la vía del 2- metilcitrato para formar 2-metilcitrato a partir de propionil-CoA. Al 

analizar la tolerancia al AF y la utilización de este compuesto como única fuente de nitrógeno 

en esta cepa, no se observaron cambios con respecto a la cepa salvaje, indicando que en B. 

ambifaria FA84 sólo se ve alterada la utilización de AF como única fuente carbonada. 

Teniendo en cuenta el rol de la fosfoenolpiruvato carboxilasa en la generación de oxalacetato 

y el requerimiento de oxalacetato en el ciclo del 2-metil citrato, podemos suponer que una 

mutación en esta enzima imposibilita el funcionamiento del ciclo del 2-metilcitrato, y así la 

generación de succinato y piruvato para la generación de energía y/o biomasa a partir de la 

degradación de propionil-CoA o compuestos que generen este intermediario (como podría ser 

el AF). De todas formas, considerando que existen varias fosfoenolpiruvato carboxilasas en el 

genoma de Burkholderia ambifaria, serían necesarios muchos más estudios para confirmar 

esta hipótesis. 

Otro de los genes interrumpidos por el mini-transposón que generó un fenotipo incapaz 

de crecer con AF como única fuente carbonada (B. ambifariaFA21) fue CH72_RS525570, el 

cual codifica una enzima acil-CoA deshidrogenasa, la cual participa en la primera reacción de 

la ví 

a de la β-oxidación de los ácidos grasos (Figura 19), catalizando la deshidrogenación 

de los carbonos 2 y 3 de un acil-CoA graso. Los ácidos grasos saturados que ingresan a esta 

vía son procesados hasta dejar 2 o 3 carbonos en la cadena.  
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Figura 19. Representación gráfica de la β-oxidación de ácidos grasos. 

Cuando los ácidos grasos de cadenas pares son degradados, el producto final es acetil-

CoA, el cual es un clásico intermediario del metabolismo central y puede ingresar tanto al 

ciclo del ácido cítrico como al ciclo del glioxalato, para su uso en biosíntesis. Cuando un 

ácido graso de cadena impar es degradado, el producto final de esta vía es el propionil-CoA 

(Clark 1981). Por otro lado, cabe destacar que inmediatamente rio arriba de CH72_RS525570 

se encuentra un gen perteneciente a la familia de reguladores LysR con un dominio de 

reconocimiento de compuestos nitro aromáticos (Lopez-Sanchez, Rivas-Marin et al. 2009, 

Sainsbury, Lane et al. 2009), los cuales modulan la expresión de genes involucrados en vías 

de degradación de compuestos aromáticos (Lonneborg and Brzezinski 2011). Por este motivo, 

suponemos que esta enzima debe poseer un rol importante en la degradación del AF. 

Asimismo, si bien la tolerancia al AF no se vio afectada en B. ambifariaFA21, esta cepa fue 

incapaz de crecer con AF como única fuente de nitrógeno, lo cual es otro dato a favor del rol 

de este gen en la degradación de AF. 

En la mutante B. ambifariaFA3 se observó la interrupción del gen mlaD, el cual 

codifica para una lipoproteína de membrana externa que forma parte del complejo 
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 denominado Mla, el cual está involucrado en preservar la asimetría lipídica de la membrana 

externa en bacterias Gram negativas mediante un sistema de transporte de lípidos. Se ha 

demostrado que la proteína MlaD es importante para prevenir la exposición de fosfolípidos en 

la superficie de la membrana externa, y así evitar la sensibilidad a moléculas tóxicas (C., 

Malinverni et al. 2009). B. ambifaria FA3 fue incapaz de crecer con AF como única fuente de 

carbono y nitrógeno, además de ser muy sensible a la presencia de AF. Estos resultados 

coinciden con el genotipo de esta cepa, ya que la ausencia de esta proteína incrementaría 

marcadamente la sensibilidad al AF, provocando la muerte de la célula. Este resultado estaría 

indicando la importancia de MlaD y del sistema Mla en la tolerancia al AF en bacterias. 

Finalmente, se observó que para la mutante B. ambifaria FA90, el mini-transposón 

interrumpió una región intergénica ubicada entre los locus genéticos CH72_RS02970 y 

CH72_RS02975. Esta cepa fue incapaz de utilizar AF como fuente de carbono, mostró un 

crecimiento disminuido al crecer con AF como fuente de nitrógeno y una tolerancia menor al 

AF en comparación con la cepa salvaje. En el caso de esta inserción, podemos presuponer que 

se estarían afectando secuencias reguladoras y/o promotoras del locus genético adyacente 

(locus ubicado rio abajo: CH72_RS02975), el cual codifica para la proteína Ribonucleasa E. 

Esta endoribonucleasa juega un papel central en la maduración de las subunidades 5S y 16S 

de ARN ribosomales y de la mayoría de los ARN de transferencia. Además, está involucrada 

en la degradación de ARN mensajeros en E. coli y otras Proteobacterias (Mudd, Krisch et al. 

1990, Li, Pandit et al. 1999, Walsh, Tock et al. 2001, Li and Deutscher 2002, Marcaida, 

DePristo et al. 2006). Por lo tanto, cabe esperar que la pérdida total o parcial de la función de 

la ribonucleasa E tenga efectos pleiotrópicos, afectando una gran cantidad de procesos 

celulares entre los cuales podría encontrarse la degradación y/o tolerancia del/al AF. 

Como se mencionó en la Introducción, los mecanismos de degradación y tolerancia al 

AF en bacterias se desconocen hasta la fecha. Los resultados obtenidos en este trabajo nos 

permitieron identificar genes potencialmente necesarios para la degradación y/o tolerancia 

de/al AF en Burkholderia ambifaria T16 (Figura 20). Si bien estos resultados deberán ser 
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 confirmados por análisis posteriores, parece ser clara la importancia de los genes involucrados 

en el catabolismo del propionato en la degradación del AF, ya que hemos obtenido varias 

mutantes de inserción en estos genes incapaces de utilizarlo como única fuente carbonada, 

algunas de las cuales resultaron más sensibles al AF que la cepa salvaje. Con estos datos, 

podemos suponer que el propionato es un subproducto de la degradación del AF en 

Burkholderia ambifariaT16. Asimismo, la inserción del mini-transposón en el gen mlaD 

sugiere que este gen resulta de suma importancia para la tolerancia al AF en Burkholderia 

ambifaria. 
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Figura 20. Esquema de proteínas y vías metabólicas que estarían afectadas en las 

mutantes de inserción de B. ambifaria T16 incapaces de crecer con AF como única fuente 

carbonada. Se indican con un círculo rojo las proteínas en las cuales se insertó el mini-Tn5 

Tel en cada mutante. 

13.  Conclusiones 

En resumen, se puede concluir que: 

Mutaciones en los genes involucrados en la vía del 2-metilcitrato y otros relacionados con 

el catabolismo del propionato afectan la tolerancia y/o degradación del AF. De acuerdo con 

este resultado, se puede suponer que el propionato sería un intermediario en la degradación 

del AF en Burkholderia ambifaria T16. 

El gen mlaD es necesario para la tolerancia al AF en Burkholderia ambifaria T16. 

 

 

Complejo Mla 
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 14. Perspectivas Futuras 

Sería interesante seguir investigando los mecanismos de degradación y tolerancia al AF 

en Burkholderia ambifaria T16. En primer lugar, los resultados obtenidos con las mutantes 

de inserciones por transposición en la degradación y tolerancia al AF deberán confirmarse 

mediante análisis de complementación génica con los genes correspondientes a fin de definir 

el rol de los mismos en el mecanismo de degradación del AF. 

15. Potencial aplicación biotecnológica 

Los hongos fitopatógenos pertenecientes al género Fusarium causan epidemias muy 

destructivas que afectan una gran variedad de cultivos, entre los que se encuentran gramíneas, 

leguminosas, solanáceas y cucurbitáceas. Las especies de Fusarium producen diversos 

compuestos con toxicidad entre media y elevada para bacterias, plantas, animales y humanos. 

Entre estos compuestos, se encuentra el ácido fusárico (AF). Junto con los tricotecenos y las 

fumonicinas, el AF es una de las principales micotoxinas contaminantes en granos de cereales 

y en forrajes a nivel mundial, lo cual constituye un problema de seguridad alimentaria. 

Asimismo, el AF también puede encontrarse en frutos de plantas infectadas, como banana o 

tomate. 

 En las últimas décadas se ha observado un aumento de la incidencia de la fusariosis de 

espiga en trigo y cebada en Argentina. En el caso del cultivo de maíz, las especies de 

Fusarium más importantes en semilla son F. verticillioides, F. graminearum, F. oxysporum, 

F. solani y F. equiseti. La importancia de controlar la presencia del patógeno en la semilla 

radica en el riesgo de contaminación de los suelos al momento de la siembra, además del 

riesgo alimentario, ya que los patógenos presentes en las semillas son los que ocasionan 

posteriormente la pudrición de raíz y tallo y las que generan micotoxinas en semillas y frutos. 

Los efectos económicos de las plagas y enfermedades en cultivos pueden ser complejos y 

exceder el efecto inmediato en los productos agrícolas directamente afectados. En la Figura 

21 se ilustran algunos de los posibles efectos. El mayor efecto económico es la perdida de la 
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 producción o la menor eficiencia de la misma, lo que reduce los ingresos agrícolas. Los 

efectos de una menor productividad de los cultivos pueden ser de larga duración. Las 

infestaciones de las plagas pueden afectar las tasas de fertilización o la recuperación de las 

semillas, mientras que las aplicaciones plaguicidas pueden dañar la fertilidad del suelo y el 

agua. Aunque la pérdida de producción puede parecer fácil de identificar, resulta no obstante 

difícil medirla en términos económicos precisos (Food and Agriculture Organization of the 

United Nations - http://www.fao.org/docrep/003/x9800s/x9800s16.htm). 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 21. Efecto económico potencial de las plagas y enfermedades en cultivos. 

En nuestro país la agricultura se basa en la aplicación de plaguicidas sintéticos, los cuales 

tienen efectos nocivos en el medio ambiente y contribuyen al surgimiento de patógenos 

resistentes. Por este motivo, uno de los desafíos en el campo de la agricultura es investigar e  

implementar alternativas sustentables basadas en los mecanismos que tienen lugar en la 

naturaleza para el control de plagas. Entre estas alternativas se encuentra la utilización de 

bacterias como agentes de biocontrol de fitopatógenos. Si bien existen cepas bacterianas con 

capacidad de biocontrol de enfermedades causadas por Fusarium spp., se ha demostrado que 

el AF disminuye la viabilidad y la producción de sustancias antifúngicas en estas 
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 rizobacterias, afectando negativamente su capacidad de supervivencia y competencia en el 

suelo. El conocimiento generado en este trabajo podría ser aplicado en el biocontrol de 

enfermedades causadas por Fusarium spp., así como también en procesos de detoxificación 

de la micotoxina. 
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