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4. RESUMEN
A. OBJETIVOS

1. Que el alumno aprenda el procedimiento a seguir para el disefio de un plasmido para la
obtencion de mutantes de delecién en fase.

2. Que el alumno aprenda a realizar las comprobaciones necesarias establecer la correccién del
plasmido construido y del mutante de delecion obtenido.

3. Que el alumno aprenda la realizacion de experimentos encaminados a la caracterizacion
fenotipica del mutante de delecion obtenido.

B. PLAN DE TRABAJO

1. Electroporacion de plasmidos que permitan la obtencién de un doble mutante de delecién en
fase para genes de la bacteria M. xanthus.

Para ello, el alumno tendra que comprobar la correcion de los plasmidos disponibles en el laboratorio y
llevar a cabo su introduccién en cepas mutantes de delecion sencillas de M. xanthus mediante
electroporacion.

Esto implicara la preparacion de ADN plasmidico, su digestion mediante enzimas de restriccion y la
comprobacion mediante electroforesis en geles de agarosa, asi como el cultivo vegetativo de M. xanthus.

Tiempo estimado: 10 horas.

2. Comprobacion del doble mutante de delecién obtenido.

Esta comprobacion se llevara a cabo mediante un doble proceso de seleccion posible debido a los
marcadores presentes en las bacterias que hayan integrado la informacién contenida en el plasmido
electroporado.

Para la consecuciéon de esta etapa del trabajo de investigacion propuesto sera necesario la
preparacion de diferentes medios de cultivo para M. xanthus a los que se incorporara los agentes
selectivos adecuados. A partir de las diversas colonias obtenidas, se realizara la preparacion de ADN
cromosoémico que sera digerido con enzimas de restriccion y sometido a electroforesis en geles de agarosa
para comparar el patrén de bandas obtenido frente a la cepa de referencia mediante Southern blot. Este
procedimiento debera ser aplicado en las dos etapas de seleccion que conducen a la obtenciéon del
mutante de delecion en fase.

Tiempo estimado: 70 horas

3. Caracterizacion fenotipica del mutante de delecién obtenido.

Las modificaciones fenotipicas que pudieran estar ocasionadas por la doble delecién originada en la
cepa silvestre seran comprobadas mediante comparacion con la cepa silvestre de referencia tanto durante
el crecimiento vegetativo como durante el ciclo de desarrollo de M. xanthus.

Esta caracterizacion requerira, entre otras técnicas, el cultivo de las mencionadas cepas de M.
xanthus, asi como la preparacion de diferentes tipos de medios de cultivo especificos para el crecimiento

vegetativo o el ciclo de desarrollo en los cuales seran sembradas las mixobacterias.

Tiempo estimado: 40 horas



