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1. Resumen

1. RESUMEN

El poliuretano (PU) un polimero sintetizado desde hace 50 anos, ofrece grandes
ventajas por su versatilidad, resistencia y durabilidad. Existen poliuretanos de tipo
poliéter (PE-PU) o poliéster (PS-PU) y pueden ser rigidos, flexibles y liquidos. Los PU
se emplean en industrias como la de la construccion, la automotriz y el recubrimiento
de muebles, entre otras. La produccion y consumo de este polimero, al igual que sus
desechos, han aumentado con los afos. Los tratamientos fisicos y quimicos dados a
estos residuos son ineficientes y costosos lo que ha ocasionado su acumulacion en el
ambiente. La biodegradacion se ha considerado como alternativa para facilitar y
mejorar los tratamientos de desechos sodlidos. EI PS-PU es vulnerable al ataque por
hongos y bacterias, sin embargo, los mecanismos que éstos emplean no son claros.
Dada la estructura quimica del polimero, se propone que enzimas del tipo proteasa,
ureasa, esterasa y/o lipasa actuan sobre la molécula y liberan compuestos con menor
tamafio mucho mas faciles de utilizar como fuente de carbono por los microorganismos.

En nuestro laboratorio se aislé y se identificd la cepa Alicycliphilus sp. BQ1, capaz
de crecer en un medio minimo cuya unica fuente de carbono es un barniz de PU
comercial (Hydroform®, marca Polyform®) (MM-PUh). Con la idea de identificar los
genes relacionadas con el crecimiento de Alicycliphilus sp. BQ1 en PU, en el
laboratorio del Dr. Jesus Campos (IIQB-UMSNH) se gener6 una biblioteca de mutantes
de esta cepa, incapaces de crecer en MM-PUh. La mutagénesis se realiz6 mediante la
insercion del transposén Mariner Himar1::Gm~ empleando un plasmido suicida. De 811
clonas analizadas se obtuvieron cuatro mutantes incapaces de crecer en PU. Las
secuencias parciales de los genes mutados mostraron que sus productos
correspondian a un transportador de tipo ABC (clona 5), una transglicosilasa litica
(clona 8), una proteina hipotética seguida por otra proteina con plegamiento o/

hidrolasa (clona 9) y, una deshidrogenasa reductasa (clona 38).

El objetivo de este trabajo fue obtener la secuencia completa de los genes
afectados y analizar el contexto genémico en el que se localizan. Para cumplir estos

objetivos se siguieron dos estrategias experimentales: en la primera parte, se realizd un



1. Resumen

“Southern blot” utilizando como sondas las secuencias parciales de los genes mutados
en las clonas 8, 9 y 38. A partir de los fragmentos de DNA gendmico correspondientes
a las sefales positivas de la hibridacidon se construyeron mini-bibliotecas de
Alicycliphilus sp. BQ1 mientras que su escrutinio se realizé a través de hibridacion en
colonia. Desafortunadamente, el analisis de las clonas resultantes no proporcioné
nueva informaciéon. Por otro lado, se realizé también el escrutinio de una biblioteca
genomica de Alicycliphilus sp. BQ1 (2,341 clonas), mediante hibridacion en colonia,
utilizando las tres sondas anteriores. Las clonas positivas se analizaron por reacciones
de restriccion y los plasmidos de aquéllas que resultaron distintas se purificaron y se
secuenciaron. El analisis completo de las secuencias encontradas en los distintos
plasmidos mostré que los insertos correspondian a genes distintos a los afectados
durante la mutagénesis. Simultdneamente, se obtuvo una secuencia parcial del
genoma de la cepa BQ1 y en enero de 2011 se liberd la version final del genoma de
Alicycliphilus denitrificans BC. Con esta informacion se rastrearon los genes mutados
dentro del genoma de la cepa BQ1 y las secuencias completas correspondientes a los
cuatro genes se identificaron. EI gen mutado en la clona 5 tiene un tamafio 1,050 nt y
codifica una proteina periplasmica de union al sustrato, la cual forma parte de un
transportador tipo ABC de sulfonatos. Por su parte, el gen mutado en la clona 8 tiene
un tamano de 1,983 nt y su producto es una transgliocosilasa litica. El gen identificado
en la clona 9 tiene un tamano de 417 nt y codifica una proteina hipotética sin
caracterizar. Finalmente, el gen mutado en la clona 38 mide 390 nt y su producto es
una proteina con un dominio perteneciente a la superfamilia de metaloproteinas VOC.
El papel que las proteinas codificadas por estos genes desempenan en el
metabolismo de la cepa BQ1 sobre PU aun no es claro. Sin embargo, dado el contexto
gendmico de cada gen, es probable que estén participando un sistema de transporte

asi como uno relacionado con la destoxificacion de la célula.



2. Antecedentes

2. ANTECEDENTES

2.1 Poliuretano

El poliuretano (PU) es un polimero derivado de la condensacion de un
poliisocianato y un poliol que resulta en la formacion del enlace intramolecular uretano
(enlace éster carbamato -NHCOO-). De acuerdo al tipo de poliol utilizado, los
poliuretanos se dividen en poliuretano de tipo poliéter (PE-PU) y poliuretano de tipo
poliéster (PS-PU) (figura 1) (Howard, 2002).

Los PUs presentan distintas caracteristicas dependiendo de las estructuras
quimicas de sus precursores, por lo que adquieren distintas formas y propiedades. De
manera general se clasifican en rigidos y flexibles. Los PUs rigidos presentan una
densidad mas elevada que los PUs flexibles pero tienen caracteristicas muy similares.
Los PU rigidos se utilizan como paneles para el aislamiento térmico en la construccion
y para la fabricaciéon de autopartes en la industria automotriz. Por su parte, los PUs
flexibles se utilizan ampliamente como espumas, elastémeros, adhesivos y selladores
de alto rendimiento, entre muchas otras funciones. Por ultimo, también existen los PUs
liquidos, empleados como barnices, pinturas para el recubrimiento de superficies
(Howard, 2002).

El uso de los PUs en la industria y en la vida cotidiana proporciona muchas ventajas en
comparaciéon con el uso de otros polimeros. Estos compuestos son preferidos sobre
otros plasticos gracias a su alta resistencia al agua y a otros solventes, su alta
resistencia a la traccién, ademas de puntos de fusion mas altos por lo que logran ser
mucho mas duraderos (Howard, 2002). Debido a su enorme versatilidad, el uso de los
PUs se ha incrementado enormemente en las ultimas décadas. Tan solo en el afo
2001, el consumo de PU en México fue de 69,152 toneladas, de las cuales el 44% se
utilizé para la produccion de colchones, mientras que el resto se empled en la industria
automotriz, la fabricacion de muebles y de calzado (ANIQ, 2001).

Si bien es cierto que la utilizaciéon de estos materiales trae a nuestras vidas grandes

ventajas, ademas de que ha disminuido el uso de maderas y algunos metales, sus

3



2. Antecedentes

desechos se han convertido en uno de los principales contaminantes solidos, debido a
su dificil degradacion. En el aio 2000, el 11% del total de la basura estuvo conformado

por plasticos, entre los cuales se encuentran los residuos de PU (Inare, 2000)

Diol| + | Acido

HO-CH,-CH,-OH 0=C =N@CH2©—N=C=0

Etilenglicol

4,4-diisocianato de difenilmetano

nHO-R-OH nOCN-R’-NCO

Poliol (poliéster o poliéter) + Poliisocianato

Enlace uretano

0

0
| Il
+C —I?T @CHZ Il\T—C—O CH,-CH— 0+
H

H

Figura 1. Reaccion de sintesis del poliuretano (PU). 1) Formacién del grupo poliol mediante la
reaccion entre un diol, por lo general etilenglicol, y un &cido, por ejemplo acido adipico. El poliol
formado puede ser poliéter o poliéster, dependiendo del acido utilizado. 2) Una vez formado el
poliol, éste reacciona con un grupo diisocianato para formar el enlace uretano.

Actualmente, el tratamiento de residuos de PU se realiza mediante métodos
quimicos como la hidrdlisis de los enlaces éster y uretano que permiten romper al
polimero en polioles y diaminas aromaticas. De estas ultimas se regenera el
diisocianato que, junto con el poliol, pueden reutilizarse. También se utilizan otros
métodos de tratamiento como la pirdlisis, con la cual se generan hidrocarburos liquidos
y gaseosos mediante la aplicacion de calor bajo una atmodsfera inerte. En la
hidrogenacion los residuos se tratan con hidrégeno a temperaturas y presiones

elevadas (Magdalena, 2007). Por ultimo, la incineracion es la forma mas efectiva de
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reducir los materiales organicos que, de otra forma, irian a parar a un vertedero. Sin
embargo, durante este proceso se liberan compuestos aromaticos, radicales libres y
derivados de isocianatos que, tras exponerse uno a ellos, provocan diversas
enfermedades respiratorias como el asma, el aumento en los niveles de
inmunoglobulinas E (IgE) y del calcio citosdlico en los linfocitos, ocasionando
reacciones alérgicas e irritaciones en la piel y ojos (Boutin et al., 2004; Baur, 1994). Por
otro lado, el CO2 generado es perjudicial para el medio ambiente dado que es un gas de
los que provocan el llamado efecto invernadero (Magdalena, 2007). En el caso del
tratamiento por métodos fisicos, basicamente las espumas de poliuretano se muelen y
se someten en presencia de ciertos aditivos a presiones y temperaturas altas. Esto
permite obtener nuevos productos de PU, que disminuye, en parte, el consumo de PU
virgen. Sin embargo, en muchos casos el reciclado mecanico por si solo no es
suficiente para la reutilizacion de los desechos de PU, por lo que se necesita ademas el
uso de métodos quimicos (Magdalena, 2007). Como vemos, el tratamiento actual de
estos desechos no es totalmente eficiente y ha resultado complicado, costoso y puede

incluso, llegar a ser perjudicial para la salud y el ambiente.

2.2 Biodegradacién del poliuretano

Dado lo dificil que resulta el tratamiento de los residuos de PU, en las ultimas
décadas, se han llevado a cabo estudios enfocados a la busqueda de nuevas
alternativas para la eliminacion de estos contaminantes. La biorremediacion es una
estrategia que utiliza la accién de los microorganismos sobre sistemas contaminados
que facilita la eliminacion de los compuestos nocivos e impide su acumulacién en el
ambiente a través de los procesos biodegradativos que ocurren naturalmente. Todo
esto ocurre si a los microorganismos se les provee de una fuente de nutrientes y de
energia lo que favorece su rapido crecimiento y reproduccion (Corton y Viale, 2006).

Como la mayoria de los plasticos, los PUs no se consideraban biodegradables, sin
embargo, el PS-PU ha mostrado cierta vulnerabilidad al ataque por hongos y bacterias
(Morton y Surman, 1994). Darby y Kaplan (1968) reportaron por primera vez el ataque
al PU por hongos, mientras que, en el caso de bacterias, se han descrito cepas de

5



2. Antecedentes

Corynebacterium sp. (Kay et al., 1993), Pseudomonas fluorescens (Howard y Blake,
1998), P. chlororaphis (Howard et al., 1999) y Bacillus subtilis (Rowe y Howard, 2002)
capaces de crecer en un medio con PU y extracto de levadura o glucosa como
suplementos. Por otro lado, también se ha reportado el crecimiento de Comamonas
acidovorans TB-35 utilizando PU como unica fuente de carbono y nitrégeno (Nakajima-
Kambe et al., 1995). Desde hace mas de diez anos ha surgido un gran interés por la
biodegradacion considerada como una alternativa para eliminar los desechos de estos
polimeros, o bien, para facilitar y mejorar su tratamiento fisicoquimico.

El mecanismo por el cual los microorganismos logran degradar estos compuestos
no se conoce con detalle. Sin embargo, dada la estructura quimica del polimero, se ha
propuesto que enzimas de tipo proteasa, ureasa, esterasa y/o lipasa podrian actuar
sobre los diversos enlaces de la molécula. La liberacion de compuestos de menor
tamano facilitaria entonces su utilizacién como fuente de carbono (Nakajima-Kambe et
al., 1999) (figura 2).

Proteasa Esterasa
Ureasa Lipasa

—[—(I'J!N—@ @N C~0—CHy-CH—0+

Figura 2. Sitios posibles de actividad enzimética microbiana sobre el PU.

Se han realizado diversos estudios para determinar las actividades enzimaticas que
poseen los microorganismos capaces de crecer en PU. En la tabla 1 se muestra una
recopilacion de la informacién publicada hasta el momento. Las actividades mas
representadas son las lipasas y las esterasas, aunque algunas proteasas, e inclusive
una uretanasa, también se han identificado como posibles agentes de degradacién del
PU.
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Las actividades de tipo esterasa y de tipo lipasa se centran en la hidrdlisis de los
enlaces tipo éster presentes a lo largo de la estructura del polimero. En P. fluorescens
una esterasa con un peso de 48 kDa tiene una secuencia consenso de tipo serina-
hidrolasa (Vega et al., 1999). Esta secuencia se encuentra muy relacionada con
algunas lipasas de cepas de P. fluorescens y Serratia marcescens aunque éstas no
son capaces de vivir en PU como unica fuente de carbono (Ruiz y Howard, 1999).

En P. chlororaphis se han identificado tres proteinas extracelulares con
caracteristicas de esterasa (Howard et al., 1999). Se han logrado purificar dos de ellas,
(PueA y PueB) con tamario de 65 y 60 kDa respectivamente, y se demostrdé que ambas
presentan actividad lipasa.

Asimismo, en la cepa de C. acidovorans TB-35 se ha reportado la existencia de dos
tipos de esterasas, una extracelular y otra que se mantiene unida a la membrana
plasmatica (Nakajima-Kambe et al., 1995). Sin embargo, aunque las dos proteinas
tienen actividad esterasa capaz de utilizar al p-nitrofenilacetato (p-NPA) como sustrato,
unicamente la actividad asociada a la membrana es capaz de atacar al PU sdlido
(Akutsu et al., 1998).

Hasta el momento, se tiene poca informacion sobre las actividades de tipo
proteasas y de uretanasas sobre el PU. Howard y Blake (1998) purificaron una proteina
extracelular de 29 kDa con actividad de tipo proteasa en P. fluorescens capaz de atacar
PU (Impranil®). Posteriormente se reporté la purificacién de una poliuretanasa (PUasa)
de 63 KDa con actividad tanto de proteasa como de esterasa en P. chlororaphis (Ruiz
et al., 1999).

En el caso de actividades de tipo uretanasa, se purificé una proteina con un peso
molecular de 55 kDa de la cepa TB-60 de Rhodococcus equi. Esta enzima es capaz de
romper los enlaces uretano presentes en el acido 2,4-tolueno dicarbamico dibutil éster
(TDCB) utilizado como unica fuente de carbono durante el aislamiento de la cepa TB-
60 (Akutsu et al., 2006).



2. Antecedentes

Tabla 1. Actividades de tipo “poliuretanasa” identificadas en bacterias.

Organismo

Actividad

Referencia

Corynebacterium sp.

Esterasa (extracelular)

Kay et al. (1993)

P. fluorescens

Esterasa (extracelular)

Vega et al. (1999)

P. chlororaphis

Esterasa

Howard et al. (1999)
Stern y Howard (2000)
Howard et al. (2001)

C. acidovorans TB 35

Esterasa (extracelular)
Esterasa (unida a membrana)

Nakajima-Kambe et al.(1997),
Akutsu et al.(1998),
Akutsu et al.(1999)

C. acidovorans

Esterasa (extracelular)

Allen et al. (1999)

P. fluorescens

Proteasa

Howard y Blake (1998)

P. chlororaphis

Esterasa y proteasa

(extracelular)

Ruiz et al. (1999)

Bacillus subtilis

Lipasa

Rowe y Howard (2002)

Rhodococcus equi TB-60

Uretano hidrolasa

Akutsu et al. (2006)

Bacillus pumilus

Lipasa

Nair y Kumar (2007)

Por otro lado, se conoce muy poco sobre los genes que codifican a las proteinas

responsables de la utilizacion del PU en bacterias. ElI gen pudA codifica la esterasa

asociada a la membrana en C. acidovorans TB-35. Cuando este gen se clond y se

expreso en E. coli se observd también la presencia de la esterasa extracelular, lo cual

indica que ambas enzimas estan codificadas por el mismo gen, y que la forma

extracelular se libera al medio de cultivo, por alguna modificacion postraduccional aun
desconocida (Nomura et al., 1998; Akutsu et al., 1999).

Ruiz y Howard (1999) identificaron al gen pulA, cuyo producto es una proteina con

actividad de esterasa extracelular presente en P. fluorescens. Esta proteina tiene un

peso de 48 kDa con 451 residuos de aminoacidos. La secuencia de aminoacidos tiene

una identidad del 71% con lipasas de P. fluorescens y un 51% con lipasas de Serratia

marcescens.
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También se han clonado los genes pueA (Stern y Howard, 2000) y pueB (Howard
et al., 2001), los cuales codifican dos esterasas extracelulares, que participan en la
degradacion de PU por P. chlororaphis. Utilizando la estrategia de “genome walking”
estos genes se han mapeado en una agrupacion génica al que denominaron “PUase
gene cluster’. En esta agrupacion se han identificado siete genes que codifican lo
siguiente: una proteina con un cassette de union a ATP (ABC) (abcl); una proteina de
fusion de membranas (mfpl); una proteina de unidbn a membrana externa (ompl);
PueA y PueB, ambas con alta identidad a lipasas de tipo |, y por ultimo, dos serina
proteasas PspA y PspB. Este cluster tiene similitud con otros en P. fluorescens cuyos
genes codifican lipasas extracelulares y a las proteinas involucradas en su transporte.
Dada esta informacion, se ha propuesto que el PUase gene cluster de P. chlororaphis
esta relacionado con la produccién de poliuretanasas y, probablemente, con la forma
de secrecion de éstas, empleando un sistema tipo | de lipasas (Howard et al., 2007).

El sistema de secrecion tipo | es uno de los mecanismos utilizados por las bacterias
Gram negativas para la liberacion de proteinas, como las lipasas de tipo 1.3, al exterior
de las células. Este tipo de lipasas se secretan directamente sin la necesidad de otras
proteinas de tipo chaperonas, es decir, la secrecidén ocurre en un solo paso mediante
un complejo exportador que atraviesa las membranas interna y externa de la célula.
Este complejo, relativamente sencillo, consta de tres componentes: una proteina con
un casette de union a ATP (ATP binding cassette, ABC), una proteina de fusion de
membranas (membrane fussion protein, MFP) y una proteina de membrana externa
(outer membrane protein, OMP). La proteina ABC se encuentra unida a la membrana
interna, forma un complejo con la MFP que reside en el espacio periplasmatico y con la
OMP, que en parte reside en el espacio periplasmico y se encuentra embebida en la

membrana externa (Angkawidjaja y Kanaya, 2006).

2.3 Antecedentes del proyecto

En el afo 2002 se comenzé un proyecto de investigacion bajo la direccion de la
Dra. Herminia Loza Tavera del Departamento de Bioquimica, en colaboracién con el

Dr. M. Javier Cruz G. del Departamento de Ingenieria Quimica, ambos de la Facultad
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de Quimica, UNAM, cuyos objetivos han sido aislar, identificar y caracterizar bacterias
capaces de crecer en un medio con PU como unica fuente de carbono y estudiar los
mecanismos bioquimicos y moleculares involucrados en la biodegradacion. Con estos
objetivos en mente, a partir de muestras de hule espuma en descomposicion,
colectadas en varios sitios del basurero Bordo de Xochiaca (Netzahualcéyotl, estado de
México) y empleando un medio selectivo cuya unica fuente de carbono es un barniz
comercial de PU base agua (Hydroform®, marca Polyform®) (MM-PUh) (Carrillo-Garcia,
2004), se aislaron ocho cepas bacterianas capaces de crecer en PU como unica fuente
de carbono (Oceguera-Cervantes, 2005) (figura 3).Tres de las cepas aisladas (BQf1,
BQ5 y BQ8) que presentaron el maximo crecimiento en MM-PUh, se seleccionaron
para continuar con su caracterizacion. Las tres cepas se identificaron como miembros
del género Alicycliphilus mediante la secuenciacion del gene dell6S rRNA (Oceguera
et al., 2007; Solis-Gonzalez, 2008). Este género pertenece a las B-proteobacterias
dentro de la familia Comamonadaceae y se ha descrito su capacidad de utilizar
compuestos como el ciclohexanol como unica fuente de carbono (Mechichi et al.,
2003). Se observa como bacilos cortos gram negativos, es anarerobio facultativo y se

desarrolla en un intervalo de temperatura de 30-37°C.

Figura 3. Barniz de PU marca
Hydroform. El barniz es base agua y
contiene un 30% de solidos, producido
por Polyform® de México.

Al analizar la capacidad de las cepas BQ1 y BQ8 de atacar el PU, se demostré por
microscopia electronica de barrido la presencia de orificios sobre la superficie de

laminillas del polimero incubadas con la bacteria, los cuales no aparecieron en las
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laminillas control, que presentaban una superficie lisa. Asimismo, por espectrometria de
infrarrojo se determiné que la cepa BQ1 fue capaz de atacar los enlaces éster del PU y
que una actividad enzimatica de tipo esterasa estaba presente en el sobrenadante de
los cultivos de estas cepas en MM-PUh (Oceguera et al., 2007). Sin embargo, no se ha
podido aclarar si esta esterasa extracelular es la responsable de la actividad, ya que
también se ha purificado una actividad esterasa asociada a membrana en cultivos de
Alicycliphilus sp. BQ1 creciendo en MM-PUh (Sanchez Tafolla, 2010).

La cepa BQS5 por su parte, presenta caracteristicas de crecimiento diferentes a las
observadas en las otras dos cepas. Las células forman agregados desde el inicio del
cultivo, en medio liquido, a diferencia de los cultivos de las cepas BQ1 y BQ8 en los
cuales se observan estos agregados después de 16 horas. Sumado a esta
caracteristica, la cepa BQ5 presenta tres variantes en la morfologia de sus colonias al
crecer en medio LB sélido. Se ha observado que estas variantes revierten entre si, sin
embargo, hasta el momento no se ha determinado si existe algun factor que dispare la

aparicion de dichos cambios (Solis-Gonzalez, 2008).

2.4 Identificacién de los genes de Alicycliphilus sp. BQ1 relacionados con su

capacidad de crecer en PU

Hasta la fecha, todos los trabajos publicados describen genes cuyos productos son
esterasas que atacan al PU asi como las proteinas posiblemente involucradas en su
secrecion. Sin embargo, no existe mayor conocimiento sobre la ruta metabdlica
utilizada por las bacterias para la asimilacion de PU. Por esta razén y para comprender
mas claramente el mecanismo utilizado por Alicycliphilus para desarrollarse en PU, ha
surgido el interés por aislar y clonar los genes relacionadas con dicha actividad
mediante la generacidon de clonas mutantes incapaces de crecer en PU. La
mutagénesis la realizd Nancy Barajas en el laboratorio del Dr. Jesus Campos, del
Instituto de Investigaciones Quimico-Bioldgicas de la Universidad Michoacana de San
Nicolas de Hidalgo, Morelia, Michoacan, México, utilizando el transposén Mariner

Himar1::Gm” Amp® contenido en el plasmido suicida pFAC.
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Los transposones, presentes tanto en procariontes como en eucariontes, son
pequeias secuencias de DNA capaces de generar mutaciones por insercion y en
algunas ocasiones también por delecién. Estos elementos, que de forma natural
intervienen en la generacion de variabilidad genética a corto plazo y en el desarrollo
evolutivo a largo plazo, se han convertido en una importante herramienta utilizada para
el analisis genético. Las tecnologias de transposicion in vivo utilizan la transformacién
con plasmidos, la conjugacion o la infeccion con fagos como mecanismos para
introducir el transposon dentro del organismo blanco. Una adaptacion a esta
metodologia ha sido el desarrollo de vectores suicidas. Un vector suicida tiene dos
propiedades 1) después de la transfeccion, su genoma no se hereda a la siguiente
generacion por no contener un origen de replicacion reconocido por la célula hospedera
y 2) el gen que codifica la transposasa se encuentra en el plasmido pero fuera del
transposon, por lo tanto, después de la transposicion y pérdida del vector suicida, la
secuencia que codifica la transposasa no esta presente y el producto sera
genéticamente estable (Reznikoff y Winterberg, 2005).

Utilizando esta estrategia, basada en el trabajo de Wong y Mekalanos (2000) y
totalmente estandarizada en el laboratorio del Dr. Campos, se generaron mutantes
incapaces de crecer en PU, mediante la movilizacion del transposén Himarl::GmR
Amp". Esta movilizacién se logré conjugando el plasmido suicida pFAC de Escherichia
coliS17-1 (cepa donadora) a una cepa de Alicycliphilus BQ1 resistente a estreptomicina
(Sm). La seleccion con Sm y Gm permitidé obtener las células transconjugantes de
Alicycliphilus que adquirieron el transposon. La identificacion de las mutantes de BQ1
incapaces de crecer en PU se realizO mediante su siembra en MM-PUh y en cajas
réplica de LB con Sm y Gm. Se comprobd que las mutantes incapaces de crecer en
MM-PU no eran mutantes auxotréficas mediante su siembra en medio minimo M9
adicionado con 0.2% de glucosa como fuente de carbono y energia. Se confirmd la
presencia del transposén en el DNA gendmico de las mutantes mediante hibridacion
tipo Southern, empleando como sonda el fragmento Himar1::Gm~Amp® amplificado por
PCR a partir del plasmido pFAC. ElI DNA total de las mutantes se digirié con Pstl, y se

ligo al vector pBluescript. La reaccion de ligacién se transformé en E. coliy se
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seleccionaron los plasmidos recombinantes resistentes a Gm, que son aquellos que
contienen los genes interrumpidos por el transposon. Los plasmidos recombinantes en
los que se confirmé la presencia del fragmento Himar:GmRAmp® se secuenciaron
empleando el oligonucleétido especifico MarOut, el cual se encuentra dirigido hacia las
secuencias repetidas invertidas del transposoén (Barajas-Garcia, 2008). El analisis de
las secuencias obtenidas se realizé utilizando el algoritmo BLASTx
(http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) empleando la base de datos del NCBI (National

Center for Biotechnology Information, http://www. ncbi.nlm.nih.gov) (figura 4).

Escherichia coliS17-1(pFAC) Amp® Gm*
U Conjugacion

Y~ LB37°C/24h

O

1 Seleccién LB Gm100 /Sm?200
37°C/24 h

Mutantes Alicycliphilus Gm® /SmR

Figura 4. Generacion de mutantes de Alicycliphilus sp. BQ1 por insercién del transposon
Mariner Himarl::Gm"™ Amp"R. Realizado en el laboratorio del Dr. Jestis Campos (Universidad
Michoacana de San Nicolas de Hidalgo, Morelia, Mich. México) siguiendo el método de Wong y
Mekalanos (2000) (Tomado de Barajas-Garcia, 2008).

A partir de un banco de mutantes, se analizaron al azar 861clonas y se obtuvieron

cuatro(5, 8, 9, y 38) incapaces de crecer en PU. El trabajo realizado por Barajas-Garcia
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(2008) concluyé con el analisis preliminar de las secuencias parciales obtenidas para
cada mutante. Las proteinas codificadas por los genes interrumpidos se presentan en
la tabla 2. Las secuencias de estas clonas se incluyen en el anexo.

La clona 5 presenta la insercion en un gen cuyo producto es un transportador de
tipo ABC, mientras que la secuencia afectada en la clona 8 corresponde a una
transglicosilasa litica (LT), ambas proteinas encontradas en Acidovorax sp. JS42, un
geénero filogenéticamente cercano a Alicycliphilus. La secuencia obtenida en la clona 9
presenta dos marcos de lectura abiertos. El primero codifica una proteina hipotética de
Rodospirillum rubrum cuya funcién se desconoce. En el mismo marco, se encuentra un
codon de término seguido por un codon de inicio cuya secuencia corresponde a una

proteina con plegamiento a/p hidrolasa encontrado en Geobacter sp.

Tabla 2. Andlisis de las secuencias parciales de las mutantes obtenidas por la
insercién del transposon Himarl en el genoma de Alicycliphilus sp.

Proteina codificada por el gen ety .
Mutante Similitud Organismo
mutado %
5 Transportador ABC 38/55 Acidovorax sp. JS42
8 Transglicosilasa litica 87/92 Acidovorax sp. JS42
Proteina hipotética 59/76 Rodospirillum rubrum
9
o/B hidrolasa 75/85 Geobacter sp. FRC32
38 Deshidrogenasa 76/84 Acidovorax ebreus TPSY
reductasa

Finalmente, en la secuencia de la clona mutante 38 se identificé un gen cuyo
producto es una proteina deshidrogenasa reductasa de cadena corta (SDR) presente
en Acidovorax ebreus (Barajas-Garcia, 2008).

El papel que las distintas proteinas identificadas en la mutagénesis, desempefian

dentro de la actividad de la cepa BQ1 sobre poliuretano se mantiene aun desconocido.
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Sin embargo, los resultados preliminares para algunos genes han resultado
interesantes. Por ejemplo, la posible participaciéon en un sistema de transporte de la
clona 5 dado que, como describimos antes, una proteina con unién a ATP también se
localiz6 en el cluster génico relacionado con la capacidad poliuretanolitica de P.
chlororaphis, sugiriendo entonces la posible existencia de un sistema similar en
Alicycliphilus sp. BQ1. Por otro lado, si bien el gen identificado en la clona 9 codifica
una proteina hipotética cuya funcidén no es clara, el producto del gen vecino muestra un
dominio o/p hidrolasa, el cual se encuentra en distintas lipasas y esterasas, actividad
gue se ha encontrado en los cultivos de Alicycliphilus sp. BQ1. En el caso de los genes
restantes (clona 8 y 38) se necesita mas informacidon para proponer su posible funciéon
en la actividad sobre el polimero.

En este trabajo se ha planteado conocer las secuencias completas de los genes
mutados y el contexto gendmico en que se encuentran. Para ello se decidido seguir
varias estrategias: mediante la construccién y el escrutinio de una mini-biblioteca, por el
escrutinio de una biblioteca gendmica, ambas de Alicycliphilus sp. BQ1, asi como por

analisis bioinformaticos.

La informacion obtenida servira como punto de partida para un estudio mas
profundo, el cual sera realizado en un proyecto posterior. Dicha informacién sera
empleada para la amplificacion por PCR de los genes completos y llevar a cabo la
complementacion de las mutantes. Al recuperar la capacidad de crecimiento en MM-
PUh se comprobara la participacién de los genes mutados en la actividad de BQ1
sobre PU. Por otro lado, resultara interesante analizar los contextos gendémicos en que
se encuentran los genes y determinar si su participacion en la actividad sobre PU se da
en forma individual o en sistemas de operones, lo cual llevara a conocer otros genes
involucrados. Finalmente, el analisis bioinformatico de las secuencias de las proteinas
codificadas por dichos genes permitira identificar dominios funcionales y predecir sus
posibles estructuras secundarias y terciarias con la idea de caracterizar mejor su

actividad.
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3. OBJETIVO GENERAL
Identificar y analizar las secuencias completas de los genes afectados durante la
mutagénesis por transposicion, los cuales pudieran estar involucrados en la utilizacién

de PU por Alicycliphilus sp. BQ1
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4. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

En el laboratorio del Dr. Jesus Campos se generaron mutantes incapaces de
crecer en PU siguiendo el protocolo de mutagénesis por transposicion propuesto
por Wong y Mekalanos (2000). Las mutantes y los plasmidos donde se clonaron
los genes interrumpidos se enviaron a nuestro laboratorio para continuar con su
caracterizacion. En este trabajo se probd la viabilidad y la estabilidad de las mutantes
en medio rico con los antibidticos selectivos, asi como su incapacidad
para utilizar al PU como fuente de carbono. Cada clona se conservd en cultivos
con los antibidticos de seleccion y glicerol al 30% a — 70°C.
Se siguieron tres estrategias diferentes para conocer la secuencia completa de
dichos genes. Las primeras dos corresponden al trabajo experimental que
permitieran obtener los genes completos, utilizando las secuencias parciales con
las que ya se contaba, a partir de distintas bibliotecas gendmicas de la cepa BQ1.
En la tercera alternativa, se realiz6 un analisis bioinformatico con la nueva
informacion sobre la cepa BQ1 y la cepa BC de Alicycliphilus denitrificans
disponible en la base de datos, la cual hasta hace poco no existia. A. denitrificans
BC es la cepa mas cercana filogenéticamente a la cepa BQ1 y de la cual se tiene
la mayor informacion disponible en las bases de datos. Esta ultima estrategia
permitiria identificar ademas de la secuencia completa de los genes mutados,
regiones promotoras, zonas de regulacion y, mediante el analisis de los contextos

gendmicos, la posible participacion de los genes en operones.

A. Construccion y escrutinio de mini-bibliotecas de Alicycliphilus sp. BQ1

El DNA gendémico de Alicycliphilus sp. BQ1 se purific6 con el método
convencional de CTAB adaptado de Ausubel (1994). La integridad del DNA se
determind por electroforesis en geles de agarosa al 0.8% y las muestras se
conservaron en alicuotas a -20°C.

El DNA purificado se digirid6 independientemente, con las endonucleasas de
restriccion BamHI, EcoRl y Pstl para obtener distintos fragmentos de DNA

gendmico. Los fragmentos resultantes de cada digestibn se separaron por
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electroforesis en un gel de agarosa al 0.8%. Después de la electroforesis, el DNA
se transfiri6 por capilaridad a una membrana de nylon. Posteriormente, se
identificaron fragmentos de DNA, complementarios a las secuencias parciales de
los genes mutados, mediante hibridacion tipo Southern. Las sondas se marcaron
radioactivamente por PCR. Los fragmentos en donde hubo hibridacién se
purificaron de otro gel réplica, realizado bajo las mismas condiciones, empleando
el High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) y clonados en el vector
pBluescript KS |l digerido con las enzimas correspondientes y desfosforilado con
fosfatasa alcalina de intestino de ternera (CIP). Los plasmidos recombinantes se
transformaron en células competentes de Escherichia coli DH5a. Las
transformantes se seleccionaron en placas con ampicilina puesto que el plasmido
tiene un cassette de resistencia a este antibidtico.

El escrutinio de las mini-bibliotecas construidas previamente se realizd
mediante hibridacién en colonia utilizando las sondas sintetizadas y marcadas

durante el Southern Blot.

B. Escrutinio de una biblioteca gendmica de Alicycliphilus sp. BQ1

Alternativamente, se realiz6 el escrutinio de wuna biblioteca gendmica de
Alicycliphilus sp. BQ1 albergada dentro del vector pUCP24. Dicha genoteca se
construyo previamente en nuestro laboratorio (Casarrubias-Rios, 2010). El
escrutinio se realizd mediante hibridacibn en colonia utilizando las sondas
radioactivas descritas anteriormente. Los plasmidos de las clonas positivas se
purificaron y se enviaron a secuenciar.

A partir de las secuencias obtenidas, se determind si dentro de cada clona se
encontraba la secuencia completa de los genes afectados por la mutagénesis.
Posteriormente, se analizo la posible participacion de cada gen en el crecimiento de la
cepa en MM-PUh.
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C. Busqueda de los genes mutados en el genoma de Alicycliphilus sp. BQ1

En diciembre de 2010, a la par del procedimiento experimental, se obtuvo el
genoma parcial de la cepa BQ1. Por otro lado, en enero de 2011 se liberd la
version completa en el GenBank del genoma de A. denitrificans BC, segunda cepa
reportada dentro del género Alicycliphilus. A partir de esta informacion, como
tercera estrategia, se rastrearon las secuencias parciales de los genes mutados
dentro del genoma de Alicycliphilus sp. BQ1 y se analizaron las distintas proteinas

codificadas por dichos genes asi como el contexto gendomico en el que se encuentran.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1 Cultivo y almacenamiento de las cepas

5.1.1 Alicycliphilus sp. BQ1

1. A partir de un cultivo en caja con medio Luria Bertani(LB) sélido se tomé una asada
y se inoculé en un tubo con 5 ml de LB. El cultivo se incubé toda la noche (10-14 h)
a37°Cy 200 rpm.

2. Concluido este tiempo, se determiné la densidad optica a 660 nm (DOego) y Se re-
inoculé un nuevo tubo con 5 ml de LB para tener una D.O. de 0.1, el cultivo se
incubo a 37°Cy 200 rpm, durante 6 horas, permitiendo asi que las células alcancen
la mitad de la fase exponencial de crecimiento corroborado por una DOgg = 0.95
(Oceguera-Cervantes, 2005). Terminada la incubacion se inoculé un matraz
Erlenmeyer con 50 ml de MM-PUh al 0.3% a una DOegy de 0.02. El matraz se
incub6 a 37°C y 200 rpm durante 16 h.

3. El cultivo en MM-PUh se distribuy6 en alicuotas de 350 ul en tubos Eppendorf de
600 ul y se les adiciono6 glicerol al 30%. Las muestras se congelaron en nitrégeno

liquido y almacenaron a -70°C.

Al comenzar cualquier prueba, se reactivd la cepa mediante la siembra de una
porcion del cultivo en glicerol sobre una caja Petri con LB sélido e incubada a 37°C
durante 48 h. A partir de este cultivo sélido se tomaron asadas para inocular los cultivos
en MM-PUh tanto liquidos como sdlidos. Esta caja solo se utilizé durante tres semanas

al cabo de las cuales se resembré nuevamente a partir de los gliceroles.

5.1.2 Clonas mutantes PU de Alicycliphilus sp. BQ1

Las clonas que se usaron en este trabajo nos las envié el Dr. Jesus Campos, ya
que él y su grupo se encargaron de la generacion de las mutantes por la insercion del

transposon Himar::Gm, en el genoma de Alicycliphilus sp. BQ1.
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Para comprobar la viabilidad de las clonas después del traslado, se sembré cada
una de ellas por estria, sobre cajas con medio LB mas gentamicina (Gm) y
estreptomicina (Sm), con una concentracion de 30 y 50 ug/ml respectivamente. Las
cajas se incubaron a 37°C durante 48 h. Se verificd el crecimiento y la pureza de los
cultivos.

1. A partir de cada cultivo sélido se tom6 una asada y ésta se inoculé en un tubo con

5 ml de LB con Gm®/Sm®. Los tubos se incubaron a 37°Cen agitacion (200 rpm),

durante toda la noche (10-14 h).

2. Después del tiempo de incubacion se determiné la DOggode cada cultivo y se re-
inoculé un matraz Erlenmeyer con 50ml de LB con Gm®*/Sm®°. El matraz se incubo
a 37°C y 200 rpm durante 6 h. Alicuotas del cultivo se distribuyeron en tubos
Eppendorf con glicerol al 30%. Las muestras se congelaron con nitrégeno liquido y

se alamacenaron a -70°C.

Para corroborar que las mutantes se mantuvieran estables cada clona se sembro
por estria sobre una caja con medio MM-PUh y con MM-PUh Gm®* y Sm®, las cajas se
incubaron a 37°C por 48 h. Un control positivo con la cepa BQ1 silvestre fue sembrado

bajo las mismas condiciones para comprobar el correcto funcionamiento de los medios.
5.2 Generacion de una mini-biblioteca gendmica de Alicycliphilus sp. BQ1

5.2.1 Extraccion de DNA gendmico

El DNA cromosdmico de Alicycliphilus sp. se aislé y purificd utilizando el método de

CTAB (Ausubel et al., 1994).

1. En una caja Petri con LB sélido se sembro por estria una alicuota de un glicerol de
la cepa BQ1 que habia estado almacenado a -70°C y se incubd durante 48h a
37°C. A partir de esta caja, se tomd una colonia aislada y se inoculé en un matraz
Erlenmeyer con 25 ml de medio LB liquido. El cultivo se incubé a 37°C y con

agitacién constante a 200 rpm, por 12 h.
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Después de la incubacion, el cultivo se transfiridé a un tubo falcon de 50 ml estéril y
se centrifugd en una centrifuga Sorvall-RC5B y rotor GSA, durante 7 min a 10,000

rpm.

Se decanto el sobrenadante y la pastilla celular se resuspendid en 500 pul de
solucion amortiguadora TES (Tris 10 mM, EDTA 10 mM y SDS 1.0%, pH 8.0) y la
suspension se transfiri6 a un tubo falcon de 15 ml. Se adicionaron 100 ul de
solucion de lisozima (10 mg/ml) y se incub6 durante 15 min a 37°C. Posteriormente
se agregaron 125 ul de solucién de proteinasa K (20mg/m, Sigma) y se incubd
durante 1 h a 65°C. Se agregaron 300 ul de SDS al 10% y se incub6 por 10 min
mas a 65°C.

Terminada la incubacion, se adicionaron 310 ul de NaCl (5 M) y 170 ul de solucion
CTAB (bromuro hexadeciltrimetilamonio)/NaCl (CTAB 10%, NaCl 0.7M) y se incubo
nuevamente 10 min a 65°C. Posteriormente, se adicionaron 900 pl de una mezcla
de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico (25:24:1), se agitd vigorosamente hasta
obtener una emulsién y se centrifugdé por 10 min a 10,000 rpm en una centrifuga
Sorvall-RC5B y rotor SS-34.

Después de centrifugar se retir6 la fase acuosa y se transfirié a un tubo Eppendorf
de 1.5 ml estéril. A esta solucién se adicioné un volumen de isopropanol frio, y se
dejé reposar por 20 min a -20°C. Después de este tiempo, la muestra se centrifugd

por 10 min a 10,000 rpm en una microfuga Eppendorf 5417C.

Después de retirar el sobrenadante, la pastilla se lavé dos veces con etanol al 70%
y se secO a temperatura ambiente. La pastilla se resuspendié en 100 ul de agua
destilada y desionizada estéril. Se agregaron 50ul de RNAsa (10 ug/ul, Roche) y se
incubé 1h a 37°C. Terminando este tiempo se incubé a 65°C por 5 min para

inactivar la enzima.

Nuevamente se afadi® un volumen de fenol/cloroformo/alcohol isoamilico

(25:24:1), se agitd en vortex y se centrifugd por 10 min a 10,000 rpm.
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La fase acuosa se retird y se transfirié a un tubo nuevo estéril y se le adicion6 1/10
de volumen de solucidén de acetato de sodio 3M, pH 5.2; se agité brevemente, se

adicion6 un volumen de isopropanol frio y se centrifugé 10 min a 10,000 rpm.

El sobrenadante se retiro y la pastilla se lavd nuevamente con etanol al 70%. Por
ultimo, la pastilla se resuspendio en 100 ul de agua desionizada estéril y la

suspension se guardé a -20°C.

La integridad del DNA gendmico se determiné mediante electroforesis en un gel de

agarosa al 0.8% pre-tefiido con bromuro de etidio y corrida a 80 volts durante 1.5 h.

Debido a que en el gel se observé contaminacion con RNA se realizé una segunda
purificacion agregando 20ul mas de la solucién de RNAsa y se repitieron los pasos
6-10.

Una alicuota de 0.5 pl de la solucién de DNA gendmico se afor6é con agua estéril a
un volumen de 150 pl y se leyd su absorbancia a una longitud de onda de 260 nm
para su cuantificacion y 280nm para determinar su pureza. Esto se realizé después

de la primera y segunda purificacion del DNA con RNAsa.

5.2.2 Restriccion del DNA gendmico con las endonucleasas EcoRI, BamHI y Pstl

Las endonucleasas de restriccion EcoRI, BamHI y Pstl cortan en las siguientes

secuencias respectivamente 5'..GAATTC...3’, §'...GGATCC...3' y 5...CTGCAG...3 en

ambas cadenas de DNA, dejando extremos pegajosos y las tres tienen una

temperatura 6ptima de reaccion de 37°C.

1.

Se realizd una reaccion individual para cada enzima utilizando 10 ng de DNA

gendémico, como se describe a continuacion:

/

15 ul de solucién de DNA gendémico (10ug)
Rx 5ul buffer de reaccion correspondiente a cada enzima 10X
1 wl enzima EcoRI(12U/ul)o BamHI (10U/ul) o Psti(10U/ul)

\29 ul de agua destilada estéril
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Volumen final de reaccion: 50ul

Las reacciones se incubaron durante 3 h a 37°C.

2. Terminada la incubacién, una alicuota de 5 ul se utilizé para comprobar la eficiencia
de la digestién mediante electroforesis en un mini-gel de agarosa al 0.8%. Después
de la electroforesis, el gel se tind con una solucién de bromuro de etidio (0.5 ug/ml)

durante 5-10 min para luego observar el DNA en un transiluminador UV.

3. Una vez que se verificd que el DNA estuviera digerido correctamente, al resto del
volumen de cada reaccion se le adicioné 4 ul de buffer de carga y la mezcla se
cargo sobre un gel de agarosa al 0.8% en una camara de mayores dimensiones
para lograr una mejor separacién de los fragmentos digeridos (HE99 MAX™

Hoeffer). La electroforesis se realizd a 85 V durante 6.5 h.

5.2.3 Transferencia del DNA a membrana de nylon

Preparacion del gel

1. Después de la electroforesis el gel se tifid con una solucién de bromuro de etidio (5
ug/ml), por 5 min y se observo en el transiluminador de luz UV. Con una navaja
limpia se retiraron los excesos de agarosa. El resto del gel se colocé en una

bandeja y se enjuagd con agua destilada por unos segundos.

2. El agua se retird y se agrego solucién desnaturalizante (1.5 M NaCl/0.5 M NaOH),
lo suficiente para que cubriera el gel (aproximadamente 50 ml) y se dejo agitando

levemente durante 30 min a temperatura ambiente.

3. Pasado este tiempo, la solucidn se retird y el gel se enjuagd nuevamente con agua
destilada. Después se agregd solucion neutralizante (1.5 M NaCl/0.5 M Tris-HCI pH
7.2/11 mM EDTA) hasta cubrir el gel y se agité por 15 minutos a temperatura
ambiente. Pasado el tiempo, la solucion se retird y se repitié esto ultimo por 15

minutos mas. Finalmente se procedié a ensamblar el sistema para la transferencia.
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El gel se depositd sobre un soporte colocado dentro de un refractario de vidrio, el
cual contenia la solucién de transferencia (SSC 20X). Entre el gel y el soporte se
coloco un puente de papel Wathman 3M® humedecido con SSC 20X, para que

alcanzara la solucién de transferencia que va en el fondo del refractario.

Sobre el gel se colocd la membrana de nylon cargada positivamente (Hybond™-N+
de Amersham LIFE SCIENCES) con dimensiones idénticas a las del gel

asegurandose que no queden burbujas.

Sobre la membrana se colocaron tres laminas de papel Wathman3M® cortadas con
las mismas dimensiones del gel y humedecidas con la solucion de transferencia

asegurandose que no queden burbujas.

Posteriormente, se colocd una torre de papel periddico de aproximadamente 12cm
de altura con las mismas dimensiones que el gel y, sobre ésta, se puso una placa
de vidrio. Finalmente, sobre la placa se colocd un peso de alrededor de 700 g. La

transferencia se dej6é durante toda la noche a temperatura ambiente.

Terminada la transferencia, cada componente se retiré6 cuidadosamente. Antes de
retirar la membrana se realizdé un pequefo corte en la esquina superior izquierda
para marcar su orientacion. Posteriormente, se retir6 y se enjuagdé con 50 ml de
SSC 2X para eliminar cualquier resto de agarosa, mientras que el gel se tifio
nuevamente con una solucién de bromuro de etidio (5 ug/ml) para verificar asi la

transferencia completa del RNA del gel a la membrana.

Finalmente, la membrana se colocdé sobre un papel absorbente humedecido
completamente con NaOH 0.4 M para fijar el DNA durante 20 minutos a
temperatura ambiente. Terminado este tiempo, se retird y enjuagd en 50 ml de SSC
5X por 40 s.
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5.2.4 Sintesis y marcaje de las sondas

A partir de las secuencias parciales de los genes afectados por la insercion del
transposon, se disenaron tres diferentes juegos de oligonucledtidos que flanquearan
cada secuencia y permitieran amplificarlas por PCR. Estos primers se sintetizaron en la
Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia (IBT-UNAM). A partir
de la soluciodn stock se realiz6 una dilucion para tener cada oligo a una concentracion

de 10 uM.

Tabla 3. Oligonucledtidos utilizados para sintetizar las sondas

Tm Tamano
Clona Primer Nt Secuencia
°C producto
8-1 forward 66 21 5 CCCATTTGTTGTCCAGCAGGC ¥
8-1 499 bp
8-1 reverse 66 19 5 TGCAGCGCTTCGCCGGCA 3
9-1 forward 60 21 5 AGTTTCTTGCTTCATTGAGGG 3’
9-1 900 bp
9-1 reverse 60 18 5 TGCCTGGCTACGTCAGCG ¥
38-1 forward 62 19 5GACGGCAACAAGCTGTGCC 3
38-1 900 bp
38-1 reverse 62 20 5 ATGGCGTCAAACTCCTGCTG 3

Se probd la funcionalidad de los primers mediante reacciones de PCR utilizando la
enzima Gotag® Flexi DNA polymerase (Promega) y como DNA molde pBluescript con
los insertos de los genes interrumpidos por el transposon. Se probaron distintas
temperaturas de alineamiento (56 - 62°C), asi como diferentes concentraciones de
MgCl, (1-5 mM) con el fin de obtener las condiciones de mejor amplificacion para cada
par de primers, utilizando el Thermal cycler 2720 (Applied Biosystems). El volumen final
de cada reaccion fue de 25 pl.

1. Después de 25 ciclos de reaccion, una alicuota de 10ul de cada reaccién se cargd
directamente en un gel de agarosa al 0.8%. Terminada la electroforesis el gel se

tino con soluciéon de bromuro de etidio y se analizé bajo la luz UV. La presencia de
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bandas correspondientes a los tamafios esperados de los productos corroboraron

la eficiencia de los primers.

2. Una vez optimizadas las condiciones de PCR, se repitié la reaccion para cada
sonda sustituyendo uno de los nucleétidos por [a-**P]-dCTP (10 mCi/ml, actividad
especifica 3,000 Ci/mmol). Las cantidades utilizadas de cada componente se
muestran en la tabla 4 y las condiciones adecuadas para cada PCR se describen

en el capitulo de resultados.

Tabla 4. Marcaje de las sondas con [o->?P]-dCTP

Componente Rx sonda 8-1 | Rx sonda 9-1y 38-1

Buffer de la enzima 5X 10 wl 10 wl
Sol MgCl, (25 mM) 2l 6 ul
Mix dNTPs (dATP,dGTP, dTTP)(10mM) 1l 1l
[0—"2P]-dCTP (10mCi/ml, act. esp. 3000Ci/mmol) 1l 1 ul
Primer forward 10 uM T 1l
Primer reverse 10 uM T 1l
DNA molde 5ul 1ul
GoTaq® DNA polimerasa (5 U/pl) 0.25 pl 0.25 pl
H,O 28.75 28.75 ul
Volumen final 50 pl 50 pl

5.2.5 Hibridacion tipo Southern

1. Después de haber fijado la membrana con NaOH 0.4 M, descrito previamente, ésta
se colocé cuidadosamente dentro de una botella de hibridacion y se agregaron 0.1
ml de solucion de prehibridacion (fosfato de sodio 0.5 M, pH 7.2; EDTA 1 mM, pH
8.0; SDS 7% pl/v, BSA 1% p/v) por cada cm? de la membrana. Este procedimiento
se repitié con otras dos membranas para hibridar con las sondas separadas. Las
botellas se cerraron perfectamente, se verific6 que no hubiera fugas y se colocaron
dentro de un horno de hibridacion (Robbins Scientific Modelo 400) por 2 h a 60°C.
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2. Transcurrido el tiempo de pre-hibridacion, las sondas marcadas se calentaron a
94°C por 5 min y se colocaron en hielo por 5 min mas. Posteriormente, cada sonda
marcada y desnaturalizada se agreg6 a la solucidon de una botella diferente dejando
de ser solucion de pre-hibridacién y convirtiéndose en la solucion de hibridacion.
Las botellas cerradas perfectamente se colocaron dentro del horno de hibridacién y

se dejaron a 60°C durante 4h.

3. Después del tiempo de hibridacién, la solucion con la sonda radioactiva se retird
cuidadosamente y se colocd en un tubo falcon de 50 ml. El tubo cerrado y sin fugas

se almacend en el congelador, dentro de una caja de acrilico.

4. Para comenzar los lavados de la membrana, se agregaron 15 ml de la solucion de
lavado 1 (SSC 2X/ SDS 0.5%) a cada botella y se colocaron nuevamente en el

horno a temperatura ambiente durante 20 min.

5. Transcurrido este tiempo, la solucién del primer lavado se desechd y se agregé 15
ml de la solucion de lavado 2 (SSC 2X/ SDS 0.1%). Nuevamente se colocaron en el

horno de hibridacién y se dejaron transcurrir 20 min a temperatura ambiente.

6. Terminado este segundo lavado la membrana se retird del tubo con unas pinzas y
se coloco sobre una hoja de acetato para monitorear la cantidad de radiactividad
presente y buscar sefiales correspondientes a hibridaciones especificas. Si la
membrana aun contenia demasiada marca radioactiva, se colocé nuevamente en el
tubo de hibridacién y se agregaron 15ml de la solucion de lavado 3 (SSC 0.1X/SDS

0.1%) dejandola dentro del horno de hibridacion 20 min mas a 60°C.

7. Finalmente, la membrana se colocé nuevamente sobre una hoja de acetato y tras
detectar la presencia de bandas especificas, se cubrié con un trozo de Kleen pack.
Las membranas ya cubiertas se expusieron a una pantalla intensificadora (BioRad)
durante 6 h. Tras este tiempo, la pantalla se colocé en el equipo Phosphor Imager
(Biorad) utilizando el software Quantity One y la aplicacion Personal FX para
visualizar el resultado. Las membranas, después de exponerse, fueron colocadas

en refrigeracién dentro de una caja de acrilico.
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5.2.6 Purificacion de los fragmentos positivos en el Southern Blot a partir de un gel

réplica

Una vez determinada la presencia de bandas claras por la hibridacién tipo
Southern, se volvieron a cargar tres nuevas reacciones de digestion del DNA gendmico
de la cepa BQ1 para purificar los fragmentos de DNA que presumiblemente contienen

la secuencia complementaria a las sondas utilizadas en la hibridacién.

1. Tres nuevas reacciones de digestion con las enzimas EcoRIl, BamH1 y Pstl se
realizaron con el DNA gendmico de Alicycliphilus sp.BQ1 siguiendo las condiciones

exactas descritas previamente.

2. Nuevamente se verifico que cada digestion ocurriera eficientemente, mientras que
el resto de las reacciones se cargaron sobre un gel de agarosa al 0.8% con
dimensiones de 15 x 20 cm preparado de manera similar al anterior y pre-tefiido
con SYBR®Safe(Invitrogen)(10ul/100ml de gel) utilizando una camaraHoeferHE99X
Max Submarine. La electroforesis se llevd a cabo siguiendo las condiciones

utilizadas en la ocasion anterior.

3. Después de la electroforesis se observd el gel con DNA tenido con Sybr Safe
empleando el Safe Imager™ 2.0 (Invitrogen). De acuerdo con los RFs calculados a
partir de las sefales de hibridacién obtenidas previamente, se determinaron las
zonas correspondientes en estos nuevos geles y se recortaron los fragmentos de

agarosa, con una navaja limpia.

4. Los fragmentos de DNA presentes en los bloques de agarosa cortados se
purificaron con el High Pure PCR Product Purification Kit (Roche), se

resuspendieron en 50 ul de agua destilada estéril y guardaron a -20°C.
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5.2.7 Construccion de las minibibliotecas

Preparacion del vector

Se utilizd el plasmido pBluescriptll KS+ (pBS) (Stratagene®) como vector para
clonar los fragmentos que dieron positivo en la hibridaciéon con las sondas especificas
marcadas. Este vector tiene un tamano de 3.0 kb y dentro de su secuencia se
encuentra un casette de resistencia a ampicilina y un sitio multiple de clonacién con 21
sitios Unicos de reconocimiento para enzimas de restriccion. Este sitio multiple de
clonacion se encuentra dentro de la secuencia codificante del fragmento a. de la B-
galactosidasa lo que permitira diferenciar las colonias con los plasmidos recombinantes
(blancas) de las que unicamente contienen el vector vacio (azules) al ser inducidas con

IPTG y empleando X-gal (figura 5).

1. EIl vector se digiri6 en reacciones individuales con las enzimas Pstl o EcoRl
siguiendo las condiciones descritas anteriormente. Una alicuota de 5 ul de cada
reaccion se tomoé para verificar la eficiencia de la digestion, mediante un gel de

agarosa al 0.8 %.

2. La presencia de una sola banda en un mini gel de agarosa al 0.8% mostré una
digestién completa del vector. Ambas bandas se escindieron con una navaja limpia
y el vector se purificé utilizando el High Pure PCR Product Purification Kit (Roche) y

se resuspendid en 50 ul de la solucién de elucién provista en el kit.

3. Una alicuota de 30 pl de cada solucion se colocé en un tubo limpio y se adicionaron
5 ul de buffer de reaccién de fosfatasa alcalina (10X), 0.5 ul de fosfatasa alcalina

(20 U/ul) y agua hasta completar un volumen final de 50 ul. La reaccion para

desfosforilar el vector se realizé a 37°C durante 45 min.

4. Terminado el tiempo de incubacion, se adiciond a la reaccion 1/10 volumen de
acetato de sodio 3M, el DNA plasmidico se precipitdé con isopropanol absoluto frio y
se dejo a -20°C durante 1h.
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Figura 5. Vector Bluescript KS Il (Stratagene)
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5. Por ultimo cada mezcla se centrifugd a 10,000 rpm por 10 min y se retiré todo el
liquido. Las pastillas se dejaron junto al mechero por unos minutos para evaporar el
etanol restante y se resuspendieron en 30 ul de agua estéril. La concentracion de

DNA de cada muestra fue determinada mediante el espectrofotémetro a 260 nm.

Preparacion de células electrocompetentes

1. Un glicerol de E. coli DH5a almacenado a -70°C se sembro6 sobre una placa de LB

sélido. La caja se incubd a 37°C por una noche.

2. A partir de esta caja, se tom6 una colonia aislada para inocular un matraz

Erlenmeyer con 25 ml en medio LB y se cultivo toda la noche a 37°C.

3. Al terminar la incubacién, se tomaron 8 ml de este cultivo y se inocularon 500 ml
de medio LB precalentado. El cultivo se incubd con agitacion constante 250 rpm y

37°C hasta alcanzar una D.0O.4,,~0.39-0.41 (aproximadamente 3 h). El cultivo se

coloco en hielo durante 30 min.

4. Las células se cosecharon a 4°C y a 4,000 rpm, en una centrifuga Sorvall-RC5B
con un rotor GSA, durante 15 min. Terminada la centrifugacién, el sobrenadante se
elimind y las células se resuspendieron en 250 ml de agua filtrada y estéril fria. La
suspension de células se incubd en hielo por 15 min y se centrifugd bajo las

mismas condiciones.

5. El paquete celular se resuspendié en 125 ml de agua con 10% glicerol estéril frio y
se dejo nuevamente en hielo durante 15 min. Se centrifugé a 4,000 rpm por 15 min
a4°C.

6. Se realizé un tercer lavado con 25 ml de una solucion de glicerol al 10% estéril y
fria. Nuevamente se incubd en hielo y la suspension se centrifugd como en los

pasos anteriores.
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7. Finalmente, las células se resuspendieron en 1 ml de solucién de glicerol al 10% y
se dispensaron en alicuotas de 50 pl, las cuales se congelaron en nitrégeno liquido

y se almacenaron a -70°C.

Ligacion y electroporacion

1. Para comprobar que la desfosforilacién del vector se efectué de manera correcta,
se tomd una alicuota de 0.3 ul de cada reaccion (0.1 ug de plasmido) y se coloco
cada una en un tubo Eppendorf limpio al cual se le afiadio 1 ul de buffer de T4 DNA
ligasa (10X), 1 ul de T4 DNA ligasa (1 U/ul) y 7.7 ul de H>O destilada. La reaccidn,

con un volumen final de 10 pl, se incubé a 16°C durante toda la noche.

2. Una alicuota de las reacciones se colocd sobre filtros de nitrocelulosa VSWP con
poro de 0.025 umy 1cm de didmetro (Millipore) suspendidos sobre agua estéril por

30 minutos para retirar las sales de la reaccion.

3. Se tomaron 5 ul de cada reaccion de ligacion para transformar mediante
electroporacién (330 uF, 4 kQ y 400 V Gibco BRL (Hoefer) Cell-porator 1600) 50 pnl
de células DH5a electrocompetentes, las cuales tienen una eficiencia de
transformacion de 108. Después de la electroporacion se adiciono a cada celda 1ml
de medio SOC vy luego de invertir un par de veces, el contenido de cada celda se

transfirié a tubos eppendorf estériles y se incubd por 2 h a 37°C.

4. Pasado este tiempo, las células se colectaron por centrifugacién a 10,000 rpm por
7 min y se resuspendieron en 250 ul de medio LB. Una alicuota (100 ul) de cada
suspension se distribuyd sobre una placa de LB con Ampicilina (100 ug/ml). Las

cajas se incubaron a 37°C, por 24 h.

5. Transcurrida la incubacién se cuantificé el numero de unidades formadoras de
colonias (UFC) para determinar la eficiencia de las reacciones de ligacién y

comprobar que la desfosforilacién fue adecuada.
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6. Después de comprobar que el vector estaba listo (un nimero bajo de colonias en

las placas control), se realizaron las reacciones de ligacion entre los fragmentos de
DNA gendmico obtenidos mediante el Southern blot y el vector, siguiendo una

relacion 3:1 DNA gendmico/vector.

-
4 ul de fragmentos DNA (150 ng)
1.4 ul de pBlueScript digerido (50 ng)
Reaccion < 1yl Buffer 10X

3.6 ul de agua destilada estéril

\1 pl de la enzima T4 DNA ligasa

Volumen total de reaccion: 10 pl

La reaccion se dej6 toda la noche en un bafo de agua a 16°C.

7. La electroporacion de células DH5a con una alicuota de 5 ul de cada reaccion de

ligacion se llevd a cabo siguiendo las condiciones descritas antes.

5.3 Escrutinio de las mini-bibliotecas por hibridacion en colonia

Utilizando las sondas especificas sintetizadas y marcadas para la hibridacién tipo

Southern, descritas anteriormente, se identificaron las clonas de la mini-biblioteca que

contuvieran insertos de los genes afectados durante la mutagénesis.

5.3.1 Transferencia v fijacion en la membrana

1.

A partir de las cajas de LB Amp'® X-gal (20 mg/ml) e IPTG (20%) se eligieron al
azar alrededor de 30 diferentes colonias blancas recombinantes con los fragmentos
de DNA gendmico clonados en el sitio Pstl y 10 colonias con los fragmentos
obtenidos conEcoRlI, esta ultima presentaba menor numero de UFC. Estas colonias
se resembraron en una nueva caja de LB Amp'®y se incubaron a 37°C, durante 24
h. Terminada la incubacién se coloco sobre la caja una membrana circular de Nylon
cargada positivamente (Hybond N+ de Amersham) con un diametro de 82 mm
estéril. Después de un par de minutos, la membrana se retir6 cuidadosamente con

unas pinzas esterilizadas al mechero y se coloco con el lado de las colonias hacia
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arriba sobre una nueva caja de LB Amp'® dejandose en incubacion por 24 h mas.
Este procedimiento se realizé por duplicado para hibridar con las sondas de las

clonas 8y 9.

Por otro lado, la caja de la cual se transfirieron las colonias se colocé nuevamente
en incubacién para que éstas volvieran a crecer. Terminada la incubacion esta caja

fue guardada en refrigeracion.

Las membranas por su parte se retiraron de la caja y se colocaron sobre un papel
absorbente humedecido con soluciéon desnaturalizante por 7 min, para lisar las

células.

Después de este tiempo las membranas se colocaron sobre otro papel humedecido
con solucién neutralizante por 3 min. Al finalizar el tiempo las membranas se
retiraron y se colocaron en un nuevo papel humedecido con solucién neutralizante
por tres minutos mas. Finalmente las membranas se lavaron con SSC 2X a

temperatura ambiente y leve agitacidén por un par de minutos.

Para fijar las membranas, se colocaron sobre un nuevo papel absorbente
humedecido con NaOH 0.4M y se dejaron por 25 min. Transcurrido el tiempo las

membranas se retiraron y se enjuagaron con SSC 5X por no mas de un min.

5.3.2 Pre-hibridaciéon/hibridacion

1.

Después de fijar el DNA, cada membrana se introdujo dentro de una botella de

hibridacion y se adicionaron 12 ml de solucion de pre-hibridacion.

Las botellas se introdujeron en el horno de hibridacién por 2 h a 60°C. Pasado este
tiempo la solucion se retir6 y se adicionaron aproximadamente 12 ml de la solucion
de hibridacion que contenia cada sonda de manera individual ya marcadas y
desnaturalizadas mediante calentamiento previo a ebullicion por 5 min y puestas en

hielo por 5 min mas. La hibridacion transcurrié por entre 3-5 h a 60°C.
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Finalmente, cada membrana se tratd6 con solucion de lavado 1 por 20 min a
temperatura ambiente y después 20 min mas con solucion de lavado 2 nuevamente

a temperatura ambiente.

Después de monitorear la presencia de sefales positivas, la membrana se coloco
sobre una hoja de acetato para evitar contaminar la zona de trabajo con marca
radioactiva y se cubrié con Kleenpack®. Nuevamente las membranas se colocaron
sobre una pantalla intensificadora (Biorad) para visualizar las colonias positivas

como se describid antes.

5.3.3 Purificacion de los plasmidos

1.

Después de detectar la presencia de colonias positivas éstas se identificaron en la

caja original y se reestriaron en una caja nueva de LB Amp'®.

Tras 24 h de incubacion a 37°C, cada colonia aislada se reinoculd en 5 ml de LB

liquido con Amp'®. Estos cultivos se incubaron durante 12 h a 37°C y 200 rpm.

Utilizando el QIAprep Spin Miniprep kit se aislaron los plasmidos siguiendo las
indicaciones del fabricante y su concentracion se determino

espectrofotométricamente a 260 nm.

Para corroborar la presencia del inserto, asi como para realizar un mapa de
restriccion del mismo, se realizaron digestiones de 0.5 ug (3 ul) de cada plasmido
con las enzimas Pstl, EcoRI y Hindlll. Agregando 0.5 ul de cada enzima en un
volumen final de reacciéon de 10 ul por 3 h a 37°C. Terminada la incubacién, una
alicuota de cada reaccion se retiré para observar la liberacion del inserto en un gel

de agarosa al 0.8%.

5.4 Escrutinio de una biblioteca gendmica de Alicycliphilus sp. BQ1 mediante

hibridacion en colonia

Con la idea de seguir una ruta alterna que permitiera cumplir con nuestro objetivo

se decidid realizar el escrutinio de una biblioteca gendmica de Alicycliphilus sp. BQ1

construida a partir de restricciones con Sau3Al y clonada en el vector pUCP24
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albergadas en E.coli DH5a; esta biblioteca se construyd en nuestro laboratorio y estaba

constituida por un poco mas de 2000 clonas (Casarrubias-Rios, 2010). El escrutinio se

realizd mediante hibridacion en colonia utilizando las sondas 8-1, 9-1 y 38-1 de acuerdo

al protocolo descrito el punto anterior.

1.

Cada clona se sembrd en un caja Petri de LB Gm™ e incubd a 37°C durante 24 h.
Después de la incubacion todas las clonas de la biblioteca se transfirieron a una
membrana cargada de Nylon de 140 mm de diametro y se realizé el tratamiento

como se describid anteriormente.

La prehibridacidon se realiz6 como se describié antes y cada membrana se hibrido
con una mezcla de las tres sondas ya marcadas. Posteriormente aquellas clonas
que resultaron positivas se identificaron en la caja original y se sembraron en tres
nuevas cajas con LB y Gm'. Se repitié la transferencia y la hibridacion, utilizando
en esta ocasion las sondas de manera individual para determinar las clonas

positivas especificas a cada una de ellas.

Los plasmidos de cada clona se purificaron y se digirieron con EcoRI, BamHI y Pstl
para determinar el tamafo de los insertos y los patrones de restriccion de cada

clona.

Los plasmidos que resultaron diferentes de acuerdo con su patrén de restriccion, se
secuenciaron en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de
Biotecnologia (IBT-UNAM) utilizando primers especificos al vector, UCP forward
5GATTAAGTTGGGTAACGCCAGY y UCP reverse
5GTGGAATTGTCAGCGGATAAC 3.

5.4.1Sub-clonacion de los insertos obtenidos durante el escrutinio de la biblioteca

A partir del analisis de restriccidon de los fragmentos clonados y de los resultados de

la secuenciacidn que se realizd con las clonas positivas de pUCP24, y debido a que los

fragmentos clonados eran muy largos, se decidié realizar la subclonacion de los

insertos presentes en las clonas pUCP8.16 y pUCP9.7 en el vector pBS con la idea de

obtener la secuencia completa de los insertos de una manera mas rapida y facil.
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Cada clona se colocé en un cultivo individual de 5 ml de LB y Gm™ y se dejo en

incubacion durante toda la noche a 37°C y 200 rpm.

Transcurrido este tiempo los plasmidos de cada clona se purificaron utilizando el
QIAprep Spin Miniprep kit (QIAGEN) siguiendo las indicaciones del fabricante. Los

plasmidos purificados se resuspendieron en 75 ul de agua destilada estéril.

Se tomd una alicuota de cada plasmido y se digirieron con las enzimas EcoRI
(clona pUCP9.7) y Pstl (clona pUCP8.16) en un volumen final de 50ul siguiendo las
condiciones descritas anteriormente. Terminado el tiempo de digestion se
agregaron 5 ul de buffer de carga y las muestras se depositaron sobre un gel de
agarosa al 0.8% pretefido con Sybr safe DNA gel stain (Invitrogene) (2.5 ul/25 ml)
para separar los fragmentos de cada inserto. La electroforesis se realiz6 a 80 V

durante 35 min.

Terminada la electroforesis cada banda se recorté del gel con una navaja limpia y
se recuperd de la agarosa utilizando el High Pure PCR Product Purification Kit
(Roche). EI DNA purificado se resuspendié en 60 ul de agua destilada estéril y se

almacend a -20°C.

Cada fragmento se subclon6 en el vector pBS digerido con su correspondiente
enzima y desfosforilado. Los productos de la ligacion se electroporaron en E. coli
DH5a0. como se describié antes y una alicuota de las células transformadas se

distribuyo sobre una caja de LB y Amp'®. Las cajas se incubaron a 37°C por 24 h.

Las colonias blancas aisladas se colectaron y se inocularon nuevamente en 5 ml de
LB y Amp'® para purificar asi los plasmidos con los fragmentos de interés. Los
plasmidos se cuantificaron en el espectrofotdmetro UV/visible (Ultrospec 2000,
Pharmacia Biotech) Azsonm Y Una alicuota de esta preparacién se digiri6 con su
correspondiente enzima para asegurarse que todos los plasmidos presentaran el

fragmento del tamafio esperado.
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7. Finalmente, una alicuota de la suspension de cada plasmido se enviéo nuevamente
al IBT para secuenciacion utilizando los primer M13 forward y M13 reverse, ambos

dirigidos hacia el vector pBS.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

Existe poca informacidén referente a los genes utilizados por bacterias para la
asimilacion de PU como fuente de carbono y de energia. Howard y colaboradores
(2007) describieron en Pseudomonas chlororaphis la existencia de dos genes (pueA y
pueB) que codifican lipasas con actividad sobre el PU. El analisis del contexto
cromosomico mostré que los genes pueA y pueB se localizan en un cluster
acompafnados por otros genes, cuyos productos son proteinas de unién tanto a la
membrana interna como la externa, dos serina proteasas y una proteina de union a
ATP. Dado que este cluster es semejante al involucrado con el sistema de secrecién
tipo | de lipasas en P. fluorescens se ha propuesto que sus productos génicos pudieran
estar relacionados con la produccién de las poliuretanasas y, probablemente, su forma
de secrecion sea similar al sistema utilizado para lipasas en bacterias Gram negativas.

A partir de esta idea, ha surgido el interés por conocer los genes cuyos productos
son responsables de la capacidad de Alicycliphilus sp. BQ1 para utilizar PU como
fuente de carbono y, comprender el sistema utilizado por la bacteria para desplegar
dicha actividad. Para alcanzar este objetivo, se siguié una estrategia basada en la

insercion del transposon Himar::Gm en el genoma de Alicycliphilus sp. BQ1.

6.1 Viabilidad y cultivo de las clonas mutantes y plasmidos recombinantes

En nuestras manos, el crecimiento en cultivos sélidos de LB con Gm*y Sm*® de las
diferentes mutantes fue adecuado. Ademas, se confirmé la insercién estable del
transposoén en las mutantes mediante su siembra en MM-PUh solido con Gm*® y Sm®°.
A pesar de contar en un inicio con cuatro mutantes, una vez que se comenzo el trabajo
experimental, una de ellas revirtié (clona 5), ya que crecié nuevamente en las placas
con MM-PUh, por esta razén, se decidié continuar el trabajo con el resto de las clonas
qgue aun fueron incapaces de crecer en el PU (8, 9 y 38).

Finalmente también se reactivaron cultivos de E. coli TOP10, los cuales albergaban
los plasmidos recombinantes (pBS) con fragmentos de los genes afectados por el

transposon.
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6.2 Andlisis de los plasmidos recombinantes con los fragmentos gendmicos
afectados por el transposén

Una alicuota de cada plasmido (pBS8, pBS9 y pBS38) se secuencié utilizando el
oligonucledétido marOUT, dirigido hacia la secuencia repetida invertida del transposon.
El analisis del plasmido pBS8 mostré que, en efecto, existe una region que muestra
homologia con una LT de Acidovorax ebreus TPSY. En el plasmido pBS9, la secuencia
obtenida mostré identidad con una proteina hipotética de R. rubrum, seguida ademas
por una proteina con plegamiento o/p hidrolasa presente en Geobacter sp. Finalmente,
en la secuencia analizada dentro del plasmido pBS38, se identificaron fragmentos de
dos genes distintos. El primer gen codifica una proteina SDR presente en A. ebreus,
mientras que el producto del segundo gen es una proteina relacionada con la toma de
DNA en procesos de transformacion, también dentro del genoma de A. ebreus (figura
6). En la secuencia de este plasmido no se identificaron inicialmente sitios Pstl, por lo
que el diseno de los primers para la amplificacion de la sonda, se realizé considerando
al inserto completo. Sin embargo, dado que posteriormente las secuencias de las
clonas obtenidas en el escrutinio, cuando se empleé la sonda 38, no concordaron con
lo esperado, se decidié confirmar si la secuencia de este plasmidos era correcta. En
esta ocasion, se identificd dos sitios Pstl, posibles ligaciones espurias explicarian el

arreglo génico en el plasmido pBS38.
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Figura 6. Arreglo genémico de los plasmidos pBS8, pBS9 y pBS38. Los insertos fueron obtenido
después de digerir el DNA gendémico de las mutantes con Pstl y clonarlos en el vector pBS. La
secuencia de cada inserto se obtuvo empleando el oligonucleétido marOUT dirigido hacia el transposoén
(las flechas de color negro sefialan su posicion y orientacién). Todas las secuencias son parciales por lo
que las flechas indican unicamente el sentido de la transcripcion de de cada gen.

6.3 Construccion de mini-bibliotecas gendmicas de Alicycliphilus sp. BQ1

6.3.1 Aislamiento v digestién del DNA gendmico con las endonucleasas EcoRI, BamHlI

y Pstl
A partir de un cultivo liquido de LB, se purifico el DNA gendmico de la cepa BQ1 de

Alicycliphilus sp. (figura 7A). La concentracién del DNA purificado fue de 8.5 ug/ml con

una pureza (Absyso/Absygo) de 1.978 y se realizaron tres distintas restricciones con las

42



6. Resultados y discusion

enzimas EcoRI, BamHI y Pstl (figura 7B). Posteriormente, el DNA desnaturalizado se

transfiri6 a una membrana de Nylon cargada positivamente.

N
kb g—
A) B)
Marcador  DNA 23
molecular genomico 9.4
kb 6.5 —
23 43—
9.4 ___
6.5
43 53
2.0 —
2.3
2.0 —

Figura 7.A. DNA gendmico purificado de Alicycliphilus sp. BQ1 B. Restricciones de
10 ug DNA gendmico con las enzimas ya descritas. Geles de agarosa al 0.8% en buffer
TBE 0.5X. M: marcador molecular.

6.3.2 Marcaje de las sondas con [a->?P]dCTP

A partir de las secuencias parciales de los genes mutados, se disefiaron juegos de

primers que permitieran amplificar y marcar radioactivamente cada una mediante PCR
y empleando como molde los plasmidos pBS8, pBS9 y pBS38. Los productos de
amplificacion se obtuvieron con el tamafo esperado (figura 8A), utilizando las
siguientes condiciones: un ciclo de desnaturalizacién inicial a 95°C durante 3 min,
seguido por 35 ciclos de las siguientes condiciones 95°C por un minuto durante la
etapa desnaturalizacion, 58°C (sonda 8) y 56°C (sonda 9 y 38) por 30 segundos para la
fase de anillamiento y 72°C por un minuto para la fase de extension, terminando con

una etapa de extension final a 72°C durante siete minutos (figura 8B).
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Figura 8. Reacciones de PCR para la sintesis de las sondas. A) Sintesis de las sondas 8
(499 pb), 9 (948 pb) y 38 (1.2 kb).M: Marcador molecular. B) Condiciones de PCR utilizadas

para la sintesis y marcaje de las sondas con [a—**P]-dCTP. La fase de amplificacién en cada
reaccion fue de 35 ciclos.

6.3.3Hibridacion tipo Southern

Las hibridaciones con las distintas sondas se realizaron como se describié en
materiales y métodos. Una banda clara con un tamafo aproximado de 4 kb se observo
en la digestidn con Pstl en la membrana hibridada con la sonda 8.

En el caso de la membrana que se hibridd con la sonda 9 se obtuvieron dos
sefales, la primera con un tamarfo aproximado de 3 kb en la digestiéon con EcoRl vy, la
segunda en la digestion con Pstl con un tamafio aproximado de 5 kb. En el caso de la
hibridacion con la sonda 38 no se logré obtener alguna senal, a pesar de repetir el
procedimiento en cinco ocasiones e incluso, aumentando el tiempo de hibridacion a

toda la noche y suavizando las condiciones en los lavados (figura 9).
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A partir de otro gel corrido bajo las mismas condiciones, se purificaron los
fragmentos de DNA correspondientes a las sefales que se obtuvieron en las
hibridaciones y se clonaron en el vector pBS. Los plasmidos recombinantes se
electroporaron en E.coli DH5a. El escrutinio de cada mini-biblioteca se realizé mediante
hibridacion empleando su respectiva sonda. Aquellas colonias que resultaron positivas

se recuperaron y sus plasmidos se purificaron.

Sonda 8 Sonda 9 Sonda 38
PB E P B E Figura 9. Hibridacion del DNA
I de Alicycliphilus sp. BQ1, con

kb & las sondas 8 9 y 38
23 - — - sintetizadas y marcadas por
94— : - PCR con [o-*P]dCTP. P:
6.5 — ﬁ ! digestion con Pstl, B: digestion
43__ con BamHI y E: digestién con

- : EcoRlI.

. :

23 __
20—

6.3.4 Analisis de las clonas resultantes durante la hibridacion

Después del escrutinio las mini-bibliotecas con cada sonda, se obtuvieron cuatro
clonas positivas para la sonda 8 y tres clonas para la sonda 9, cuyos insertos
provenian, en ambos casos, de DNA gendmico digerido con Pstl. Los plasmidos
purificados se digirieron con las enzimas Pstl, EcoRI y Hindlll

El analisis de restriccién de los plasmidos obtenidos con la sonda 8, muestra una
sola banda con un tamafio de 3 kb en las digestiones de los plasmidos pBS8.1 a 3, la
cual corresponde al tamano del vector lineal y vacio, por lo que en estos plasmidos no

se clond ningun inserto. En la digestion del plasmido pBS8.4 ademas de la banda
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correspondiente al vector, se observa otra con un tamano de 2.3 kb tanto en la
digestion con Pstl como con Hindlll, mientras que en la digestién con EcoRl, el inserto
se aprecia con un tamafio un poco mayor a 3 kb. Aunque el tamafio de los fragmentos
de DNA genomico seleccionados para construir la mini biblioteca fue de 4 kb, también
se purificaron fragmentos con menor tamafio y se ligaron en el vector pBS, como en el
caso de esta clona (figura 10 A).

Al realizar las restricciones de las clonas obtenidas a partir de la hibridacion con la
sonda 9, tanto en el plasmido pBS9.1 como en pBS9.2 se observd una sola banda
correspondiente al tamafio del vector lineal, indicando que se encontraban vacios. En
los carriles correspondientes a las digestiones del plasmido pBS9.3 se observan, en
todos los casos, dos bandas con tamafios de 2.0 y 2.8 kb, pero no la del vector de 3 kb.
Ademas, en la restriccion con Pstl, no se observa una banda cercana al tamafio del
inserto clonado (5 kb), la cual se esperaba. Nuevamente, obtuvimos una clona con un

inserto de menor tamano al buscado (figura 10 B).

A) B)
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& 3 EcoRl Pstl Hindlll & FcoRl  Pstl  Hindlil
Kb S Kb &
M P12341234 1234 MQ 123123123
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20 —
2.0 —

1.6 —
14 —

0.9 __
0.8 —

0.3 —
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0.8 —
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Figura 10. Patron de restricciones con EcoRI, Pstl y Hindlll. A) Plasmidos positivos
para la hibridacién con la sonda 8, pBS8.1 a pBS8.4; pBS8.1ND plasmido sin digerir. B)
Plasmidos positivos para la hibridacion con la sonda 9, pBS9.1 a pBS9.3; pBS/Pstl vector
vacio linearizado; M: marcador de tamano: DNA A digerido con EcoRI y Hindlll.

Repetimos en distintas ocasiones la restriccion y la electroforesis obteniendo
siempre los mismos resultados. Dado que las sefnales positivas obtenidas en la
hibridacion con las sondas 8 y 9 presentaban tamarnos de 4 y 5 kb respectivamente, y

que los tamafos de las clonas pBS8.4 y pBS9.3 eran menores al tamano de estas
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sefales, se considerd que probablemente los insertos de estas clonas no contuvieran
los genes de interés. Sumado a esta razén, a la par de estos analisis, mediante el
escrutinio de una biblioteca gendmica de la cepa BQ1 (descrita en el siguiente punto),
comenzamos a obtener clonas positivas para la hibridacion con las sondas de los
genes mutados con mayores posibilidades. Por lo tanto, se decidié no continuar con la
secuenciacion de los plasmidos pBS8.4 y pBS9.3 y, concentrarnos en el analisis de las

nuevas clonas obtenidas.

6.4 Escrutinio mediante hibridacion en colonia de una genoteca de Alicycliphilus
sp. BQ1 construida en pUCP24

Adicional a la construccion y escrutinio de mini-bibliotecas, se decidio realizar el
escrutinio de una biblioteca gendmica de Alicycliphilus sp. BQ1 empleando las sondas
8, 9 y 38 sintetizadas y marcadas previamente. Al finalizar el escrutinio de 2,341
clonas, se obtuvieron 15 clonas positivas con la sonda 8, 11 clonas positivas con la
sonda 9 y 9 clonas positivas con la sonda 38 (figura 11). Después del analisis de
restriccion con los plasmidos purificados, el numero total de clonas positivas se redujo
a dos distintas para la sonda 8, una para la sonda 9 y tres para la sonda 38.

Finalmente, una alicuota de cada plasmido fue enviada a secuenciar.

. Figura 11. Escrutinio de la
S genoteca de Alicycliphilus sp.
BQl1 en pUCP24 mediante
hibridacion en colonia. Algunas
membranas con sefales positivas
después del escrutinio utilizando
- H K las sondas 8, 9y 38.
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6.4.1 Clonas positivas obtenidas con la sonda 8

Mediante la hibridacion con esta sonda se obtuvieron las clonas 16 y 17, por lo que
se denominaron UCP8.16 y UCP8.17.
UCP8.16

En el patron de restriccion para esta clona, ademas de la banda correspondiente al
vector pUCP24 vacio y lineal (4 kb), se observa una banda intensa con un tamafo
alrededor de 3 kb y dos bandas mucho mas tenues con tamarios de 1.3 y 0.7 kb, tanto
en la digestion con Pstl como con EcoRI/Pstl, por lo que el tamafio calculado
aproximado del inserto es de 5 kb (figura 12 A). Inicialmente, se obtuvo una secuencia
de 1,096 nt utilizando el primer UCP24 forward y el anadlisis de esta secuencia mostro
que 794 nt tenian un 91% de identidad con el gen codificante de una proteina con un
dominio de union a peptidoglicano (PBP, peptidoglycan binding protein) presente en
Acidovorax ebreus (Dtpsy_0052). La proteina PBP de la cepa BQ1 presenté un marco
de lectura abierto de 275 aa y un coddén de término, por lo que es probable que se
tuviera la secuencia del gen completo. En un inicio consideramos que la proteina PBP
tendria relacion con la LT codificada en la sonda 8, dado que ambas unen
peptidoglicano (PG), sin embargo, el alineamiento de las secuencias completas de
ambas proteinas en A. ebreus no mostré la presencia de regiones semejantes.

Dado que el inserto clonado era de 5 kb, cabia la posibilidad de que la sonda que
codificaba la LT hubiese hibridado con otra region del fragmento clonado, por lo tanto,
se decidié determinar la secuencia completa del inserto presente en esta clona. Para
ello, se subclonaron en el vector pBS KS los fragmentos resultantes de la digestién del
plasmido con Pstl. Las subclonas fueron nombradas de acuerdo al tamano del
fragmento clonado pBS8.16-3, pBS8.16-1.3 y pBS8.16-0.7. Estos nuevos plasmidos se
secuenciaron utilizando los primers M13 y M13 reverse, dirigidos hacia el vector pBS.
El analisis de las secuencias obtenidas en las distintas subclonas, permitiod identificar
los genes presentes en el inserto de la clona UCP8.16, dos de ellos también

identificados en el genoma de A. ebreus (figura 12 B).
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Ninguna de las secuencias que obtuvimos mostré un alineamiento con la secuencia

de la sonda 8 y, como vemos, no existe ninguna proteina de tipo LT en esta region

dentro de A. ebreus, por lo que no tenemos claro la razén de una hibridacion positiva

con esta clona.

A)
A
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?1— vl
Kb O ge® g o
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Pst]
Psil 3 0kb

Figura 12. A) Analisis y mapa de restriccién
de la clona UCP8.16 con las enzimas EcoRI
y Pstl. M: marcador molecular DNA A digerido
con EcoRI/Hindlll. pUCP24/Pstl: vector vacio
digerido con Pstl. Las cabezas de flecha
indican las bandas correspondientes a los
fragmentos de 1.3 y 0.7 kb. B) Contexto
gendémico identificado en la clona UCP8.16
(Alicycliphilus sp. BQ1) comparado con A.
ebreus. Resaltados en gris los genes
conservados en ambos genomas.
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UCP8.17

En la restriccion de este plasmido con las enzimas EcoRI y Pstl se observo,
ademas de la banda correspondiente al vector vacio (4 kb), una banda muy intensa de
aproximadamente 3.2 kb y otra un poco mas tenue con un tamafio de 0.4 kb por lo que
el tamafio aproximado del inserto es de 3.6 kb (figura 13 A).

La secuencia obtenida con el primer UCP24 forward fue de 1,097 nt. El analisis con
la base de datos muestra que 848 nt son 99% idénticos a la secuencia de nt de una
posible proteina integrasa (b3558) presente en Escherichia coliK-12 subcepa MG1655.
Al realizar el alineamiento entre esta secuencia y la de la sonda 8 no se encontraron
regiones en comun. Por otro lado, también se hizo un analisis in silico de las
secuencias de los genes presentes en la regidn de 2.5 kb contigua al gen b3558, en el
genoma de E. coli. No se encontré ningun gen que codificara a una LT (figura 13 B).
Dados estos resultados, se decididé no continuar el analisis de esta clona, considerando
que la sefal que se obtuvo durante el escrutinio de la biblioteca se debié también a una

hibridacién inespecifica.
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6.4.2 Clona positiva obtenida con la sonda 9

Mediante la hibridacién con esta sonda se obtuvo la clona 7 por lo que se ha
denominado UCP9.7. El tamafo del inserto presente en esta clona es de
aproximadamente 5.0 kb de acuerdo con su patrén de restriccion. En la digestion con
EcoRI se distingue una banda muy intensa con un tamafo aproximado de 6 kb, la cual
corresponde al vector pUCP24 (4 kb) unido a un fragmento del inserto (2 kb). Una
segunda banda también es claramente observada con un tamafio aproximado de 3 kb
(figura 14 A). La secuencia obtenida con el primer UCP24 forward fue de 1,068 bp y la
comparacion con la base de datos muestra que los primeros 786 nucledtidos alinean
con la proteina L-carnitina dehidratasa presente en Ralstonia metallidurans Ch34 con

70% de identidad (Rmet_3791). Por otro lado, la secuencia que se obtuvo utilizando el
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primer UCP24 reverse fue de 1,142 nucledtidos y el analisis de esta informacion
mostré que 611 nucledtidos alinean con la secuencia de nucleétidos de una proteina
hipotética Ajs_3297 presente en Acidovorax JS42 con un 82% de identidad.

Debido a que ninguna de las secuencias anteriores presento un alineamiento con la
secuencia de la sonda 9, se decidid subclonar el fragmento de 3 kb en el vector pBS y
religar el fragmento de 6 kb, que contenia 2 kb de inserto, denominando a estas nuevas
clonas como 9.7-3 y 9.7-2 respectivamente. Alicuotas de cada plasmido purificado se
secuenciaron utilizando los primers M13 y M13 reverse.

El andlisis de las diferentes subclonas permiti6 conocer el arreglo gendémico
completo presente en la clona 9.7 (figura 14 B). Sin embargo, no se encontré una
organizacion génica semejante en los distintos genomas de bacterias filogenéticamente
cercanas. A pesar de haber identificado todos los genes presentes en el inserto de esta
clona, no se obtuvo algun alineamiento entre las secuencias encontradas y la
secuencia presente en la sonda 9. Nuevamente la posibilidad de una hibridacion
espuria durante el escrutinio explicaria la presencia de una sefal positiva con esta

clona.
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con EcoRI/Hindll; pUCP24/Pstl: vector
vacio digerido con Pstl; pUCP ND:
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6.4.3 Clonas positivas obtenida con la sonda 38

Durante la hibridacion con esta sonda se obtuvieron tres clonas distintas entre si
(12, 13 y 14), y fueron denominadas, en forma semejante a las anteriores, como
UCP38.12, UCP38.13 y UCP38.14. EIl analisis de estas clonas lo realiz6 Eduardo
Martinez Platon como parte de su proyecto de estancia tutelada durante el semestre
2010-2. Como resultado de su analisis, se encontré un inserto con un tamafio de 3 kb
en la clona UCP38.12, otro de 1.5 kb en la clona UCP38.13 y otro con tamarfo de 4 kb
en la clona UCP38.14. Unicamente la clona 38.12 fue enviada a secuenciar utilizando
el oligo UCP24 forward, el analisis de la secuencia obtenida (1,232 nt) mostré que es
idéntica en un 85% a la secuencia de un gen de Acidovorax sp. JS42, cuyo producto es

una proteina que participa en la biogénesis de citocromo C. También en esta ocasion la
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falta de alineamiento entre la secuencia de esta clona y la sonda 38 indica una

probable hibridacion inespecifica.

6.5 ldentificacion de los genes mutados en el genoma de Alicycliphilus sp. BQ1

Con la idea de contar con mayor informacion, a la par del procedimiento
experimental, desde octubre de 2010 se ha iniciado la obtencién de la secuencia del
genoma de Alicycliphilus sp. BQ1. Para ello una muestra del DNA gendémico de la cepa
BQ1 se envio a la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva del DNA (UUSMD)
localizada en el IBT-UNAM, a cargo del Dr. Enrique Morett. Empleando la tecnologia de
lilumina-Solexa se han obtenido 24°099,294 millones de secuencias de 36 bases de las
cuales 22’825,363 han sido lecturas buenas y de ellas, 21'870,000 han sido pareadas
con lo cual se han podido ensamblar 486 nodos de mas de 500 nt, empleando el
programa Velvet. Este analisis ha sido realizado por el M. en C. Luis Lozano, del
Instituto de Ciencias Gendmicas de la UNAM. Empleando esta informacién se decidio
realizar un analisis bioinformatico para rastrear los genes afectados en la mutagénesis
dentro de los nodos de la cepa BQ1. A partir de esta busqueda pudimos situar los
cuatro genes mutados, incluyendo el de la clona 5 que habia revertido, conocer las
secuencias génicas completas y logramos ademas, determinar el contexto genémico
en el que se encuentran.

Por otro lado, la version final del genoma de Alicycliphilus denitrificans BC fue
liberada a principios de enero de este afno. Este acontecimiento, aunado a lo descrito
anteriormente, nos permitioé realizar una comparacion de los contextos genémicos entre

las dos cepas. A continuacion presento los resultados obtenidos de estos analisis.

6.5.1 Clona mutante 5

La secuencia completa del gen afectado en esta clona se identificd en el nodo 424,
el cual tiene un tamano de 25,957 nt mientras que el tamafno del gen mutado es de
1,050 nt. Utilizando el algoritmo BLASTX, se determin6 que la secuencia traducida del
gen de la mutante 5 es 96% idéntica a la secuencia de la proteina codificada por el gen
Alide_1725 de Alicycliphilus denitrificans. Esta proteina es la subunidad de union a
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sulfonatos perteneciente a un transportador periplasmico de tipo ABC (ABC type
(figura 15).

informacion concuerda con el resultado parcial encontrado por el Dr. Campos al

transporter periplamic ligand binding subunit) Como vemos, esta

comienzo de este trabajo.

Alicycliphilus sp. BQl
A. denitrificans BC

Alicycliphilus sp. BQ1l

A. denitrificans BC

Alicycliphilus sp.
A. denitrificans BC

BQ1

Alicycliphilus sp. BQl
A. denitrificans BC

Alicycliphilus sp. BQl

A. denitrificans BC

MSPLSVTRRQLGRLGMVSAAATLGMPALLRAQSRPGAAMPVRIAVGGQAGLYYLPLTVALE
MFPLSVTRROQLGRLGILSAARALGVPALLRAQSRPGAAMPVRIAVGGQAGLYYLPLTVALG

* O EEFEEFAA A I A AL A FEEFTF cFEAFTEAF LA A A A I L F I LI A A A A A A F A A A A A A A AL E

LGFFRDEGLDVRVMDY PGGGLALLALHGRVADVCCGAFEHVVRQQLRGVAYRSLAVLGRA
LGFFRDEGLDVRVMDYPGGGLALQALHGRVADVCCGAFEHVVROQLRGVAYRSLAVLGRA

FhEr I A I A A I A A AL I A A I AL HAHAF FHFFF A A A A F A A A AT T AT A AT A A A A A A A AT AT

POQLALVASARHWPLKDIAGFRGLRVGVTALDSSTQFLASTWLNQSGVPLDAVRFVGVGSG

POQLALVASARHWPLKDIAGFRGLRVGVTALDSSTQFLASTWLNQSGVPLDTVREFVGVGSG
AR AR A AR AR AR A A AR A AR AR A A A A A AR A A AR AR AR AR A A AR A A AR A AR E s AR A A AR A H &

MEALTALRQGRVHALCHSDPLITMLEQRGEVRLLADTRTLEGTVEMFGGAMPGACLYAPQ
MGALTALRQGRVHALCHSDPLITMLEQRGEVRLLADTRTLEKGTVEMFGGAMPGACLYAPQ

F EEEEFFFEEAAET XA A I LA FTET A AT AT A F A AAF XA AL AL AT T A AL A AT XA A F A A AT XX £ %

DYVONHSAEVOALVNALVHATLKWLOTASPTDLARVVPPSYLLGDRARYMAAFYKVRETLS
DYVQSHPAEVOALVNALVHALKWLOTASPTDLARVVPPSYLLGDRARYMAAFYKVRETLS

EFhhk h AAAF I AR AL AL I A A A A AT A AT A A I A A A A A AL I A A I A AR A A A A A A A A A AT A A H A

Alicycliphilus sp.
A. denitrificans BC

BQl PDGLMPEDGPVTAIRAVARLQPE--SAAARVALDKTFSNDWVREKAKQKFQL
PDGMMPEDGPVTAVRAVARLOPESAAAAARVATLDKTESNNWVREKAKQKEQL

FrEI i FF A A A A AL AE A AT I DI AR AAA A AR I AR AL A A A I I AT T A A A

Figura 15. Alineamiento entre las secuencias proteicas codificadas por el gen mutado en
la clona 5 (cepa BQ1) y el gen Alide_1725 (A. denitrificans BC), idénticas en un 96%. Este
gen codifica a la subunidad de uniéon a sulfonatos perteneciente a un transportador
periplasmico de tipo ABC (ABC type transporter periplamic ligand binding subunit).

Se identificaron los genes aledafos al gen mutado en el genoma de la cepa BQ1.
Comparada con A. denitrificans BC, aproximadamente 4 kb de la region rio abajo se
mantiene conservado en ambas cepas. Sin embargo, al comparar los genes presentes
rio arriba, 84 genes en A. denitrificans BC no se encontraron en esa region en BQ1, lo
cual sugiere que existid un rearreglo genético ocasionado quizas por una delecién o
una translocacion intracromosémica de estos genes en Alicycliphilus sp. BQ1 (figura
16). En organismos filogenéticamente cercanos, la regién rio abajo presenta el contexto
genomico parcialmente conservado en cepas de Acidovorax sp. (Figura 17). Sin
embargo, el contexto gendmico identificado en la region rio arriba no se encontré en

ningun otro organismo. Para estos analisis se utilizaron las bases de datos disponibles
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en el NCBI (National Center for Biotechnology Information, http://www.ncbi.nim.nih.gov)
y KEGG (Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes, http://www.kegg.com).

El azufre necesario para los procesos biosintéticos de la célula, se obtiene a través
de su forma inorganica (sulfatos o sulfitos) o mediante compuestos organosulfonados
como los sulfonatos (R-SO 3) y los ésteres de sulfato (R-OSO 3), los cuales se
encuentran normalmente en suelos y sedimentos (Kertesz, 1999). La toma de estos
compuestos no puede ocurrir en forma pasiva, por el contrario, es necesaria la accion
de un sistema activo de transporte. Todos los transportadores de sulfonatos y ésteres
de sulfato identificados en bacterias pertenecen a la superfamilia de los transportadores
con casette de union al ATP (ABC, ATP binding cassette), donde la energia necesaria
para el proceso es obtenida mediante la hidrolisis de ATP. La forma candnica de estos
transportadores consiste de tres componentes: una proteina con alta afinidad de unioén
al sustrato localizada en el periplasma (PB, periplasmic binding protein), una permeasa
unida a la membrana presente como un dimero (TMD, transmembrane domain) y, un
componente de unién al ATP situado periféricamente sobre la membrana con la cara
hacia el citoplasma, también en forma de dimero (NBD, nucleotide binding domain)
(figura 18) (Kertesz, 2000).

La especificidad de los transportadores ABC de sulfatos y compuestos
organosulfonados es mayormente provista por la PB, por lo que, esta proteina presenta

mayor variabilidad dentro del sistema.

El mecanismo completo por el cual estos transportadores funcionan aun no se
conoce con claridad. Sin embargo, uno de los modelos propuestos describe que el
transporte comienza cuando la PB unida al sustrato interactua con las regiones
extracelulares de la permeasa o TMD, la cual se encuentran en una conformacion
cerrada. La union de ATP desencadena un cambio conformacional global en el cual los
NBDs se cierran promoviendo la hidrélisis del ATP, mientras que el complejo PB-
sustrato se une por completo a la TMD. Tanto la PB como la TMD se abren en la
superficie periplasmica de la membrana para facilitar la transferencia del sustrato desde

la PB hacia el sitio de unién en la membrana. Finalmente, cuando la hidrdlisis del ATP
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ocurre, el dimero de NBDs se desestabiliza, el transportador regresa a su estado inicial
y el sustrato completa su translocacion a través de la membrana (Jones et al., 2007).

En organismos como E. coli, P. putida y P. aeruginosa, los genes que codifican
estas tres subunidades se encuentran en un operon (Kertesz, 2000). En BQ1 el gen
afectado por la insercién del transposoén, cuyo producto es la proteina PB, no es
flanqueado por los genes codificantes de las otras subunidades del transportador, por
lo que tedricamente este sistema de transporte no es funcional. Tampoco en A.
dentrificans BC el gen homdlogo, Alide_1725, se encuentra en un operdn con los genes
que corresponderian al sistema de transporte completo (figura 16). Sin embargo, fue
posible identificar dos clusters en el genoma de A. denitrificans BC (Alide_1223-1225 y
Alide_2781-2783) que codifican el sistema completo de transporte ABC de sulfonatos.
Por lo que, a diferencia del gen 1725, estos otros dos clusters tienen todos los
componentes necesarios para ser funcionales.

Una funcién inusual en los transportadores tipo ABC involucrados en la toma de
sulfatos y compuestos organosulfonados es que, en algunos casos, una aparente
duplicacién de funcion es observada para los transportadores completos o en las

proteinas de union al sustrato (Kertesz, 2000).
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Figura 17. Comparacion del arreglo genético identificado en la region rio abajo del
gen mutado en la clona 5. Un contexto similar fue identificado en A. denitrificans BC y en
Acidovorax avenae. En Acidovorax JS42 no existe un gen homoélogo al encontrado en la
mutante de BQ1, aunque los genes aledafos mantienen su organizacién. Tomado de la
Kyoto Encyclopedia of Genes and Genomes (KEGG) http://www.kegg.com KEGG.
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Dada esta informacion, es posible sugerir que en A. denitrificans la proteina
codificada por el gen Alide 1725 pudiera ser capaz de interactuar con alguno o los dos
sistemas de transporte de sulfonatos. Es decir, tal vez esta proteina es isofuncional a
las codificadas por los genes Alide 1223 y Alide 2783 y se comporte como una
proteina “huérfana”, tal y como se ha descrito en otras especies. En el caso de
Alicycliphilus sp. BQ1, se rastrearon los homodlogos a los genes codificantes para los
otros sistemas de transporte organizados en clusters génicos y se encontraron en los
nodos 523 y 644. Por lo anterior sugerimos que un comportamiento semejante al
propuesto para la proteina “huérfana” codificada por el gen Alide_1725 podria estar
ocurriendo en BQ1.

En cuanto a la relacién directa de este gen con la actividad de BQ1 sobre PU no
hemos logrado concretar una idea clara a partir de la informacion encontrada. Sin
embargo, una posibilidad es que la proteina codificada por el gen mutado no sea
especifica para compuestos organicos de azufre. Es decir, en BQ1 esta proteina seria
empleada para reconocer compuestos con estructuras similares, generados a partir de
la depolimerizacién de PU. El paso posterior de estos compuestos hacia el interior de la
célula, podria ocurrir mediante el uso de los sistemas alternos de transporte para

sulfonatos, los cuales también encontramos en Alicycliphilus sp. BQ1.

6.5.2 Clona mutante 8

El gen afectado en esta clona se encontré en el nodo 520 el cual tiene 12,113 nt. El
gen completo tiene un tamafo de 1,983 nt y codifica una proteina 98% idéntica a una
transglicosilasa litica (LT, lytic transglycosylase) presente en A. denitrificans BC
(Alide_0611), lo cual concuerda con la identificacion preliminar que se hizo para este
gen (figura 19).

Se identificaron los genes cercanos al de la LT presentes en la cepa BQ1. La
comparacioén con el contexto gendmico presente en A. denitrificans BC mostré que este

arreglo genético se encuentra conservado en ambas cepas (figura 20).
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Figura 19. Alineamiento entre las secuencias proteicas codificadas por el gen mutado en
la clona 8 (cepa BQ1) y el gen Alide_0611 (A. denitrificans BC).

De forma interesante, este gen se encuentra orientado en forma contraria a todos
sus genes aledafos tanto en A. denitrificans BC como en BQ1, asi como en las cepas
Acidovorax JS42 y A. ebreus. No fue posible identificar una secuencia promotora ni
para el gen de BQ1, ni para su homdlogo en la cepa BC, mediante el uso del programa
de BPROM
(http://linux1.softberry.com).

para prediccion promotores disponible en la red
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Figura 20. Comparacion de los contextos gendémicos en Alicycliphilus sp. BQ1 y A. denitrificans BC
identificados para el gen de la mutante 8. Indicado también el sitio de insercion del transposén Himarl
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La pared celular estd compuesta principalmente por unidades de peptidoglicano
(PG), el cual es una red formada por N-acetilglucosamina (GIcNAc) y acido N-
acetilmuramico (MurNac). Este heteropolimero es un saco tipo malla que rodea a la
célula bacteriana para otorgarle firmeza, soporte y forma, asi como resistencia a la
presién de turgencia interna. La integridad del saco de PG es importante para la
viabilidad celular, sin embargo, este saco no es una estructura estatica, por el contrario
se extiende y se contrae de manera continua (Holtje, 1996). Por otro lado, la
produccion de flagelos y la creacion de poros que permitan el ensamblaje de
complejos mayores, tales como los sistemas de secrecion, necesitan también de un
reacomodo en la estructura del PG. Para que esto suceda se requiere de la
participacion de diversas enzimas, organizadas en complejos enzimaticos, que se
encuentren coordinadas con los sistemas de sintesis de PG, para garantizar la
funcionalidad y viabilidad de la célula (Vollmer y Holtje, 2001).

Entre las enzimas necesarias para estos procesos se encuentran las
transglicosilasas liticas, las cuales representan una clase de autolisinas que actuan
sobre el PG con la misma especificidad por el sustrato que la lisozima. Sin embargo,
las LT rompen el enlace B-1,4 glicosidico presente entre las unidades de MurNAc y
GIcNAc sin utilizar una molécula de agua, resultando en la formacién del compuesto
1,6-anhidromuramilico (Holtje et al., 1975). De acuerdo con las estructuras resueltas
para diferentes LTs, se ha propuesto que en el posible mecanismo de esta enzima se
necesita la participacion de un residuo acido dentro del sitio catalitico (Blackburn y
Clarke, 2001).

Al realizar un alineamiento multiple de secuencias de distintas LTs en diferentes
géneros bacterianos, asi como del bacteriofago A se identificaron cuatro familias de
LTs, con base en su similitud y en la presencia de motivos consenso (Blackburn y
Clarke, 2001). La primera de éstas es una superfamilia que comprende enzimas cuya
secuencia es similar a la LT soluble de E. coli (Slt). Esta superfamilia a su vez, se

subdividid en cinco subfamilias (denominadas IA-IE). Todos los miembros de esta
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superfamilia presentan tres motivos consenso dentro del dominio LT-GEWL (Lytic
transglycosylase/goose egg white lysozyme). ElI primer motivo esta constituido por
glutamico y serina (E-S) y se considera que el residuo de glutamico participa en el
mecanismo catalitico de la enzima. El segundo motivo estd constituido por la
secuencia G-L-M-Q, presente en las subfamilias IA, IC y IE. Esta secuencia cambia
por G-L-M-M y G-L/I-W-Q en las enzimas de las subfamilias IB y ID respectivamente.
Finalmente, el tercer motivo incluye la secuencia A-Y-N presente en las enzimas de
todas las subfamilias con excepcion de la familia IE, donde la secuencia es Y-A-N. Las
otras familias de LT se agrupan con base en las secuencias MItA (transglicosilasa litica
de membrana A, en E. coli) para la familia 2; MItB (transglicosilasa litica de membrana
B, en E. coli) para la familia 3, y lisozimas del fago A, para la familia 4. Tanto las
familias 3 y 4 conservaron el residuo de glutamico en el primer motivo de sus
secuencias. La presencia invariante de este residuo acido en todas las LTs analizadas
reafirma la idea de la participacion de este aminoacido como residuo catalitico
necesario para la ruptura del enlace p-glicosidico. En el caso de las secuencias
clasificadas en la familia 2 no se encontré el residuo de glutamico, sin embargo,
residuos de aspartato en los motivos V y VI son considerados como equivalentes
(Blackburn y Clarke, 2001).

La proteina presente en A. denitrificans (YP_004125267), codificada por el gen
Alide_0611, consta de 660 aminoacidos. Dentro de su secuencia, la regién
comprendida entre los aminoacidos 550 y 623 corresponde al domino LT-GEWL
mientras que los residuos 510, 530, 564 y 583 conforman el sitio de union a N-acetil-D-
glucosamina. Al comparar la secuencia de la LT identificada en Alicycliphilus sp. BQ1,
también de 660 aminoacidos, con las diferentes LTs resultantes en el analisis BLASTX,

se identificod el dominio GEWL y los tres motivos descritos para la familia IA (figura 21).

La mayoria de las LTs estudiadas hasta ahora estan relacionadas con el rearreglo
de PG durante el crecimiento y duplicacion celular, sin embargo, recientemente
también se han identificado LTs cuyas funciones son distintas a las comunmente

conocidas.
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Alicycliphilus sp. BQ1l TTVVQRARGIGLDPAYVYGLIRQESRFIMDARSGVGASELMOVMPATARWTARKIGLTGET
A. denitrificans BC ATVVQLARGIGLDPAYVYGLIRQESRFIMDARSGVGASELMQVMPATARWTARKIGLTGET
Acidovorax ebreus TP3Y SAVVERARGIGLDPAYVYGLIRQESRFIMDARSGVGASELMOVMPATARWTARKIGLEGES
Acidovorax J542 SAVVERARGIGLDPAYVYGLIRQESRFIMDARSGVGASELMOVMPATARWTARKIGLEGES
A. delafieldii 2BN SAVVERAQGIGLDPAYVYGLIRQJESRFVMDARSGVGASHLMOYMPATARWTARKIGLTGET
A. avenae NNVVARAQSIGLDPAYVYGLIRQESRFIMDARSGVGASELMOYMPATARWTARKIGMADET
Comamonas testosteroni KF-1 DIVLAKSRNIGLDPAYVYGLIRQJESRFIMDARSGVGASGLMQYVMPATARWTARKIGMIGET
Delftia acidovorans SPH-1 DTVLARSRSIGLDPAYVYGLIRQESRFIMDARSGVGASELMOVMPATARWTARKIGMTDES

*. rr  FEEEAAAF AL AAR A A AL A kA A AA A AR A AT A A A AA A AR A AL LA A KA, K,

Dominio LT-GEWL M

POOINDRDTNITIGTAYLKLALDDFDGSMPLAARRYN
POOINDRDTNITIGTAYLKLALDDFDGSMPLAARRYN
POOLYDRDTNITIGTAYLKLALDDFDGSMPLAARAYN
POOLYDRDTNITIGTAYLKLALDDFDGSMPLAAARYN
PDQITDRDTNITIGTAYLKLALDDFAGSMAMAARRYN
PDQINDRDTNIAIGTAYLKLALDDFDGSMPMAARRYN
PDMINDRDTNITIGTSYLKLALDDFEGSMALARAGYNAGPGRPRNWRNGPTLDARTWAENV

PSMINDREVNITIGTAYLKLALDDFDGSMALAAAGYNAGPGRPRNWRNGPVLDAATWAENV
K x ks KhrhhkrkAhAhAhAE AhE o khhk KEAAhAAhA _AhrEA Fahhrhhhhds

AGPGRPRNWRNGPVLDARTWAENV
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A\GPGRPRNWRNGPVLEAATWAENT

Alicycliphilus sp. BQl

A. denitrificans BC
Acidovorax ebreus TP3Y
Acidovorax JS42

A. delafieldii 2RN

A. avenae

Comamonas testosteroni KF-1

Delftia acidovorans SPH-1

Alicycliphilus sp. BQl
A. denitrificans BC

PFNETRDYVKEVLANTVNYAATLTGQPQSLKSRLGTVGPRDAREPEPNKDLE
PFNETRDYVKEVLANTVNYAATLTGQPQSLKSRLGLVGPRDAREPEPNKDLE
PFSETRDYVKEVLANTVNYAATILTGQPQSLKSRLGTVGPRDARAPEPNKDLE
PFSETRDYVKKVLANTVNYAATLTGQPQSLKSRLGTVGPRDARAPEPNKDLP
PFAETRDYVKKVLANTTNYAALLTGQPQSLKSRLGTIGPRDVAAPEANPDLE
PFSETRDYVKEVLSNITMYAATLTGQPQSLKGRLGNVGPRDAATPDPSRELP
PFSETRDYVKEVLSNITSYAALITGQPQSLKSRLGT IGPRPANDPETMKDLE

PFTETRDYVERVLSNITNYAALITGQPQSLKSRLGTIGPRDAATPDPSKDLP
hh FEAREAAAEAA hh | kEhgakhkAkEEk AEE akkk | Ay 2k K

Acidovorax ebreus TPSY
Acidovorax JS42

A. delafieldii 2RN

A. avenae

Comamonas testosteroni KF-1
Delftia acidovorans SPH-1

Figura 21. Alineamiento multiple del dominio LT-GEWL presente en organismos
filogenéticamente cercanos. La presencia de los tres motivos, marcados en distintos colores,
permite clasificar a estas LTs dentro de la familia IA.

Este tipo de enzimas, denominadas LT especializadas, son codificadas por genes
gue normalmente se encuentran en bacteridfagos, plasmidos conjugativos y dentro de
islas de patogenicidad. Todas las LT especializadas estudiadas hasta ahora,
comparten los motivos presentes en la familia I, cuyas secuencias son semejantes a la
LT soluble de E. coli (Slt). De manera interesante, estas proteinas son completamente
dispensables para la division celular aunque se requieren para la funcién o para

mejorar la eficiencia de sistemas de transporte macromolecular (Koraimann, 2003).

A pesar de no ser del todo clara la participacion de LTs especializadas en los

sistemas de secrecion de bacterias gram negativas, muchos de los sistemas de
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secrecion tipo Il y IV describen la participacion de una proteina que, con base en la
comparaciéon de su secuencia, tiene semejanza con LTs especializadas. Sin embargo,
todos los ejemplos que describen la participacion de LT especializadas en sistemas de
secrecion estan relacionados con mecanismos de infeccidbn en bacterias patégenas
(Koraimann, 2003) y no se ha descrito ningun caso en el que esta enzima esté

involucrada en mecanismos que no sean relacionados con patogenicidad.

Hasta el momento, desconocemos si en Alicycliphilus existe algun sistema de
secrecion que, como en el caso de P. chlororaphis, esté involucrado con la actividad
sobre PU, ni tampoco podemos explicar la participacion de una LT en dicho
mecanismo. Sin embargo, dado que esta proteina es de tipo St (familia IA) y que la
viabilidad de la bacteria no se comprometid con la generacion de la mutante,
consideramos que quizas se trate de una LT de tipo especializada y, su objetivo dentro
de la bacteria no esta relacionado con el crecimiento y la duplicacion celular. Por el
contrario, pudiera ser que la funcién de esta enzima sea generar un rearreglo dentro
del saco de PG con lo cual se permitiria el ensamblaje de algun sistema mas complejo
de secrecidn. La formacion de este sistema estaria relacionada entonces con la
liberacidon de enzimas capaces de actuar sobre el PU y facilitar asi su uso como fuente
de carbono. Por supuesto, ésta es una primera aproximacion para intentar explicar la
participacion de este gen en el metabolismo de PU, y sera necesario abordar
experimentalmente ciertos aspectos para comprobar que el comportamiento de esta

proteina es como lo proponemos.

6.5.3 Clonas mutantes 9 y 38

En el caso de estas clonas, ambas secuencias se encontraron en el nodo 791, es

decir, los genes mutados en las clonas 9 y 38 se encuentran en la misma regién del
genoma de Alicycliphilus sp. BQ1, unicamente separados por 877 nt. El tamano
completo de este nodo es de 13,171 nt. El gen afectado en la mutante 9 tiene un
tamano de 417 nt y codifica una proteina hipotética idéntica en un 53% a la proteina de
Rhodospirillum rubrum codificada por el gen Rru_A3158. Continuo a este gen, en BQ1,

y en el mismo marco de lectura, se encuentra otro de 972 nt cuyo producto es una
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proteina con plegamiento a/p hidrolasa idéntica en un 76% a la proteina de Geobacter
sp. FRC-32 codificada por el gen Geob 0938. Ambos genes coinciden con las
secuencias parciales identificadas previamente por el Dr. Campos en las mutantes. Sin
embargo, es importante sefialar que ninguno de los dos genes fueron encontrados en

el genoma de A. denitrificans BC, ni en ningun organismo filogenéticamente mas

cercano (figura 22).

Alicycliphilus sp. BQl M--T- NHLDRFVKAQDGIFDNAIEEILAGKKQTHWMETWFIFPQLRGLGQSENAHFYGI
R. rubrum MPPTDPFSLERFVMAQTPLLDTALAELRQGREQSHWM--WEFVFPQARGLGSSSTARFYGL

* * FrokkE Kk R FakkekEhE FhakdE FhEE K FaekdE.

Alicycliphilus sp. BQl RTLNEARNYLAHPILGPRLKQATQSVIEAN-VSPQEIFGGIDCQKFASCMTLFGEASPP-

R. rubrum RSLDEARAYLAHPLLKARLEQATQTVLALGAIDLHALFGSPDDKKFLSSMSLFALASPTT
Kokakkk ArkAk A kkykkAAiks 4 1 1kE Kk o kk K _*ikk | KEA

Alicycliphilus sp. BQl ESVFNQVLRTIS--ITDERTITMLRREE---
R. rubrum DTPFHQALERWNKGRPDEATLRFLGQPPPTA

R . JEFE KL aF

Figura 22. Alineamiento entre las secuencias proteicas codificadas por el gen mutado en
laclona 9 (cepaBQ1)y el gen Rru_A3158 (Rhodospirillum rubrum).

Desafortunadamente, la proteina identificada en R. rubrum, al igual que sus
homologas en géneros cercanos, se encuentra sin caracterizar (se reportan como
proteinas hipotéticas) por lo que no fue posible hacer una propuesta sobre su
participacion en el metabolismo de PU. Sin embargo, la proteina codificada por el gen
contiguo, tiene un plegamiento o/f presente en proteinas de tipo hidrolasas como las
esterasas y lipasas.

Por otro lado, el gen afectado en la mutante 38 tiene un tamafo de 390 nt y codifica
una proteina con un dominio comun dentro de la superfamilia de metaloenzimas tipo
VOC (vicinal oxygen chelate). El analisis con la base de datos mostré que esta proteina
es 87% idéntica a la que se encuentra en A. denitrificans BC codificada por el gen
Alide_4197 (figura 23). En el caso de esta mutante, el resultado parcial encontrado por
el Dr. Campos se referia a una proteina de tipo deshidrogenasa/reductasa de cadena

corta, sin embargo, nuestros resultados mostraron que en realidad el gen afectado por
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la insercidn del transposén es el que codifica a una metaloenzima tipo VOC el cual

precede al gen identificado inicialmente (Ver figura 24).

Alicycliphilus sp. BQl MESHVMLGASNLDKSRKEYDALLGTLGCKPGFTDPKNRTFWRHAGNTEFSITAPINGEPAC
A. denitrificans BC MESHVMLGASDLDKSKQFYDAFLGALGCKPGFTDPKNRTFWRHAGNTFATISAPINGEPAC
AEITFERRXT XX+ FXF X e e FXFT X AT A X EFT I XXX FXIITFIXTATAFT AT T X FHXXTHETASE
Alicycliphilus sp. BQl HGNGSTIGFARQSPEQADAAHAAGVAAGGVICEDPPGWRGEGAG-RLYLAYLRDPDGNKL
A. denitrificans BC HGNGSTTGFAAQSPEQVDAAHAAGLAAGGVTCEDPPGWRAGASGGPLY LAYLRDPAGNKL
FEFFER FXXFFIFAF FHFTFFAX A XTXFAAFTFFINFTHX | F krrhkEFEEE FhAE
Alicycliphilus sp. BQl CLLHRPPKAA-——

A. denitrificans BC CLLHRPPKEAKPA
e i i S i i o S Y

Figura 23. Alineamiento entre las secuencias proteicas codificadas por el gen mutado en
la clona 38 (cepa BQ1) y el gen Alide_4197 (A. denitrificans BC).

Al comparar el contexto de los genes mutados en el genoma de BQ1 y de A.
denitrificans BC se observan ciertas diferencias interesantes. En A. denitrificans, el gen
Alide_4197, que corresponde a la mutacion en la clona 38, estda inmediatamente
precedido por un gen codificante de una DNA topoisomerasa lll, sin embargo, en BQ1
existe una region de aproximadamente 3,000 nt entre estos genes. Interesantemente,
en esta region se encuentran el gen mutado en la clona 9 y, contiguo a éste, el gen de
la proteina con plegamiento o/p hidrolasa identificado previamente (figura 24). Al
analizar el contexto gendmico en otros organismos filogenéticamente cercanos no
encontramos este tipo organizacidon en ninguno de ellos. Este resultado indica que, en
Alicycliphilus sp. BQ1, sucedié un rearreglo génico en esa zona, ocasionado por la
insercion de 3,000 nt, dentro de los cuales, existe al menos un gen relacionado con el
crecimiento de la bacteria en PU, la proteina hipotética identificada en la mutante 9.

En la secuencia de la proteina codificada por el gen Alide_4197 en A. denitrificans
BC, la region comprendida entre los aminoacidos 2 a 121 corresponde al dominio
caracteristico de la superfamilia de metaloenzimas de tipo VOC. Esta superfamilia esta
compuesta de proteinas relacionadas estructuralmente, con un par de motivos
Bappp, los cuales proporcionan un entorno de coordinacion para el metal con dos o tres
sitios abiertos o de facil acceso, para promover asi la participacién electrofilica directa

del ion metalico en la catalisis. Los diferentes tipos de reacciones catalizadas incluyen
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Figura 24. Comparacion de los contextos gendomicos en Alicycliphilus sp. BQ1 y A. denitrificans BC
identificados para los genes mutados en las clonas 9y 38. Ambos genes son cercanos en la cepa BQ1,
sin embargo, el gen mutado en la clona 9 no se encontrdé dentro del genoma de A. denitrificans BC. Se
indican los sitios de insercién del transposén Himarlpara ambas clonas.
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No conocemos con certeza el tipo de enzima ni el posible mecanismo utilizado por
la proteina identificada en la mutante 38. Sin embargo, consideramos que una actividad
glioxalasa tipo | seria la mas probable, debido a que los resultados encontrados en el
analisis BLASTx concuerdan con esta actividad y ademas, la presencia de un gen
adyacente codificando una Glutation S- transferasa, la cual podria proveer glutatiéon
reducido (GSH) necesario para la actividad de la glioxalasa. La enzima glioxalasa de
tipo | forma parte del sistema glioxalasa presente en el citosol de las células. Este
sistema cataliza la conversion de o-oxoaldehidos aciclicos reactivos a sus
correspondientes a-hidroxiacidos. La glioxalasa | cataliza la isomerizacién del
hemitioacetal, formado espontdneamente a partir de a-oxoaldehido y GSH, a derivados
de 5-2-hidroxiacilglutation y por lo tanto, disminuye la concentracion de a-oxoaldehidos
fisioldgicos (metilglioxal y glioxal) y las reacciones de glucosilacion asociadas
(Thornalley, 2003). El metilglioxal es formado principalmente por la degradacion de
triosas fosfato y también durante el metabolismo de cuerpos cetdnicos, degradacion de
treonina y fragmentacién de proteinas glucosiladas. Mientras que el glioxal se forma
por la peroxidacién de lipidos y también por la fragmentacion de proteinas glucosiladas
(Thornalley, 2003). EI metilglioxal tiene una alta actividad en reacciones de glicacion in
vivo formando AGEs (Advanced glycation end products) de proteinas, nucleétidos y
probablemente también fosfolipidos basicos, los cuales estan relacionados con
envejecimiento celular y citotoxicidad. Por lo tanto, la participacion de la glioxalasa |,
en general del sistema completo, seria muy importante al funcionar como un sistema
de destoxificacion de metilglioxal y sus derivados dentro de la célula (Thornalley, 2003).

Si bien es necesario conocer con mas detalle la actividad de la proteina codificada
en el gen de la mutante 38 antes de proponer un mecanismo relacionado con la
degradacion del PU, la informacion encontrada hasta el momento nos alienta a pensar
que la cepa BQ1 podria utilizar un sistema que le permita desintoxicarse de los
subproductos derivados del metabolismo de PU. Claro esta, seran necesarios mucho

mas datos experimentales para lograr una idea mas concreta.
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6. Resultados y discusion

6.6 Busqueda del PUase gene cluster en el genoma parcial de Alicycliphilus sp.
BQ1

Valiéndonos de la nueva informacién disponible, decidimos rastrear todos los
genes que conforman el Puase gene cluster, relacionado con el crecimiento de P.
chlororaphis en PU (Howard et al., 2007), dentro del genoma de A. denitrificans BC y
Alicycliphilus sp. BQ1 para conocer si en estos organismos existia algun sistema
semejante. Utilizando la secuencia nucleotidica del cluster presente en P. chlororaphis,
disponible en la base de datos (EF175556), buscamos en los genomas de ambas
cepas. Sin embargo, en ningun caso se localizé alguno de los genes que integran este
cluster y, por supuesto tampoco se identificd un arreglo génico similar. Por lo tanto, es
probable que la capacidad de crecimiento de la cepa BQ1 en PU esté dada por un

sistema distinto al encontrado en P. chlororaphis.
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7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Los genes mutantes se localizaron en tres nodos de la cepa BQ1, utilizando el
genoma parcial de Alicycliphilus sp. BQ1, obtenido hace algunos meses. Por otro lado,
basados en el genoma de Alicycliphilus denitrificans BC, liberado por completo en
enero de este afo, se identificaron las proteinas codificadas por lo genes homélogos a
las mutantes 5, 8 y 38. En el caso de la clona 9, el gen homologo con mayor porcentaje
de identidad se localizé en R. rubrum.

El gen mutado en la clona 5 tiene un tamafio 1,050 nt y codifica una proteina
periplasmica de unién a sustrato, la cual forma parte de un transportador tipo ABC de
sulfonatos; la mutacion en la clona 8 afecté un gen con un tamafio de 1,983 nt, cuyo
producto es una transgliocosilasa litica; mientras que el gen identificado en la mutante9
tiene un tamano de 417nt y codifica una proteina hipotética sin caracterizar; finalmente,
el gen mutado en la clona 38 mide 390 nt y su producto es una proteina con un dominio
perteneciente a la superfamilia de metaloproteinas VOC.

El papel que desempefian estos genes en el metabolismo de la cepa BQ1 sobre
PU no es claro aun. Diversas pruebas que permitan recopilar mayor informacion seran
necesarias para lograr establecer una idea mucho mas concreta.

Queda por demostrar si los genes identificados en la mutagénesis realmente
participan en la actividad de Alicycliphilus sobre PU mediante la complementacién de
las mutantes. Para ello, el siguiente objetivo sera la amplificaciéon y clonacién de los

genes completos a partir de DNA gendmico de Alicycliphilus sp. BQ1.

Por otro lado, sera necesario determinar si los genes afectados en la mutagénesis
participan en el metabolismo de PU de manera individual o forman parte de operones.
Para ello, pretendemos mutar algunos de los genes contiguos a los ya identificados v,
determinar asi su posible participacion en la actividad sobre PU mediante alteraciones

en el crecimiento de la cepa BQ1 en MM-PUh.
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Finalmente, se caracterizara los genes y las proteinas de nuestro interés para
definir su participacién en la capacidad de utilizacion de PU y plantear un mecanismo

probable utilizado por Alicycliphilus sp. BQ1.
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8. ANEXOS

8.1 Secuencias parciales de los genes afectados por la insercion del transposén
Himar::Gm® identificadas por el Dr. Jestiis Campos y Nancy Barajas (IIQB-

UMSNH)
Los insertos se encuentran clonados en el sitio Pstl del vector pBluescript. Todas las
secuencias fueron obtenidas empleando el oligonucleétido marOUT, el cual esta

dirigido hacia el transposon y nos fueron enviadas en 2007.

Clona mutante 5

CCCGGCAGGGTTCACCCTGATGCCGAACCAGGGTCCATGCGGCACGATTGCTGCACTGCAACATGCGE
TGTTCATTGGTGCTTTTCGAGGATGTCTCCCCTGTCTGTTACCCGTCGCCAGTTGGGCCGGCTTGGCA
TGGTGTCCGCCGCCGCCCTGEGECATEGCCTGCCCTGCTGCGCGCGCAGTCGCGCCCGEGTGCCGCCATG
CCGGTGCGCATTGCCGTGGGTGGGCAGGCGGGGTTGTATTACCTGCCGCTCACGGTGGCGCTGGAGCT
GGGGTTCTTCCGTGACGAGGGGCTGGACGTCCGGGTCATGGACTATCCCGEGTGGCGGGCTGGCGCTGC
TGGCGCTGCATGGGAGAGTGGCCGACGTGTGCTGCGGCGCEGTTCGAGCATGTCGTGCGCCAGCAGTTG
CGCGGCGTGGCATACCGCAGCCTGGCCGTGCTCGGGCGGGCGCCGCAGCTGGCGCTGGTGGCGTCGGE
CCGCCATTGGCCGCTCAAGGACATTGCCGGCTTTCGCGGCCTGCGCGTGGECGTGACGGCGCTGGATT
CGTCCACGCAGTTCCTGGCGAGCCTGTGGCTGAACCAGTCGGGEGEETGCCGCTCCGATGCGGETGCGETT
CGTCGGCGTGGGCAGCGGCATGGAAGCGCTCACGGCGCTCCGGCAGGGGCGGGTGCATGCGCTGTGCC
ATTCGGACCCCTCATCACCATGCTGGAACA

Enmarcada en rosa la secuencia correspondiente al gen mutado (proteina de unién al
sustrato de un transportador de sulfonatos tipo ABC). Resaltado en negritas el codén

de inicio de la traduccion.
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Clona mutante 8

CCCATTTGTTGTCCAGCAGGCCCGCCGCGGCGCCGGCGTCGCTCATGGCCATGCGCACCAGGGCCAGC
ACCACGAGTTCCTGCCGCTCCTTGCCCCGGGCCGTGGCGCGGCCEGTGAGGTACTTGGTGGGGGAGTC
CAGCGCCTCGCGCAACTGCGCCAGGGCGETCGGEGECGCGACGATCTCCACCGCCTTGCGCGCCATGCGCA
GGCGGTTGGCCTCGGCAGCCAGGCGCGCCTTGCGCCACACGTCCAGGGGCTTGATCTTCCTGGCCGCC
AGCATCTCGGCGGCGGCGTTGGAGCAGCCGTCGTCCAGETCGCGCAACGCGTACCAGTTGCGCAGCAC
CTCGGCGCCGGCGTCCTCGGCGGCCGTCCCCTTGATCTGGTCGATGGCGAGCGCGTAGCAGCGCACCT
CGCGGTCGTCGCCCATGCGGTAGTACGGGTGCAGCTCGGCGAACTGGTCCCAGTCGCGGCGCTGGCCC
AGCAGCAGCAGCCAGTCGTTGCGCAGGCGGTCCTCCTGGTAGGTGCCGGCGAAGCGETGCAGGCATGC
AAGCTTGGCACTGGCCGTCGTTTTACAACGTCGTGACTGGGAARACCCTGGCGTTACCCAACTTAATC
GCCTTGCAGCACATCCCCCTTTCGCCAGCTGGCGTAATAGCGAAGAGGCCCGCACCGATCGCCCTTCC
CAACAGTTGCGCAGCCTGAATGGCGAATGGCGCCTGATGCGGTATTTTCTCCTTACGCATCTGTGCGG
TATTTCACACCGCATATGGTGCACTCTCAGTACAATCTGCTCTGATGCCGCATAGTTAAGCCAGCCCC
GACACCCGCCAACACCCGCTGACGCGCCCTGACGGGCTTGTCTGCTCCCGGCATCCGCTTACAGACAA
GCTGTGACCGTCTCCGGGAGCTGCATGTGTCAGAAGTTTTCACCGTCATCACCGARACGCGCGAGACGA
AAGGGCCTCGTGATACGCCTATTTTATAGGTAATGTCATGATAATAATGGETTC

Enmarcado en azul la secuencia correspondiente al gen mutado (transglicosilasa litica).
En rojo se indica el sitio de restriccion para la enzima Pstl.

Clona mutante 9

GATAGTTTCTTGCTTCATTGAGGGTACGAATTCCGTAGARATGCGCGTTCTCGCTCTGCCCGAGCCCG
CGAAGTTGCGGGAATATGAACCACATCCAGTGGGTCTGCTTCTTTCCGGCAAGGATCTCTTCAATCGEC
GTTGTCAAAGATGCCGTCCTGCGCTTTGACAARAACGGTCTAGATGGTTGGTCATAGGGCCTAACGTTT
AAGGTAAGGGGCGCGCCGCTTGCGGTGCGTCCCGCTTGACCGAAATGTTATGCGTTGGTTGTAGCAGG
CGTCCCAATTCTGCAAARNMACTCGTTGCGATAAGACGCGCCATTAGCGTTCAAACGGTGGTCTGCGCT
GGGGTAGACACGGACGATGAGGTTATCCTTGCCTGCTTCTTTGAACTTCGTTTCGAGGAAATTTACGEG
ACTCGACCGGAACACTCTGATCTTGCTCACCAATGCCGATCAGAACGGGGATGTTCAATTTCAGARAGG
TCAGCAATTGGGTCGATGTCCATGATGTCGGTCCACCAGCGATAAGAGTTGCCGTACCAATTCTTTTC
GATACTGCGAGGATCAGCGGTAATTTTCTCCCAGCCCGAGTTGACATCGAACTGTATAGCGCCCTTTT
GCCTGAGTGTGGCAAGTGATTTGCGCATTGAGTAGCCGCCGCTGCCGATAATTGCGAGATGGETGATC
GCTGGAGACAGCCCGGCAACCTTGGCTGCGGGCAACGCGCCTTCCGATACACCAACCARAGACGACGTT
CTTCGGCTTGGGCGCAATGGAGCTTATTTGCGTGGCAATARACTCCGAATAGTCGGCAACCCATTGAT
TTGGATTGTTTACTAGATGAAATTCGTGACCGCAGTCGAACAACCCGGTAGAACGGTCAGGTACAAAT
CGCTTGTTGAGAACGARARAACGCGAGCATTGACCGTGAGGCCGCTGACGTAGCCAGGCATCACGG

Enmarcado en azul la secuencia correspondiente al gen mutado (proteina hipotética) y
en verde la secuencia del gen contiguo (o/f hidrolasa). Resaltado en negritas el codon

de inicio de la traduccion.

75



8. Anexos

Clona mutante 38

GACGGCAACAAGCTGTGCCTGCTGCACCGCCCGCCCAAGGCCGCCTGAGGAGCGTCCGCACATGC
AGCTGTCCGAACAATGGGTCCTGGTCACGGGCGGTGCCCGGGGGCTGGGCCAGGCCATCACGCGC
GCCCTGGCGCGCGAGGGCGCAGGCGTCGTCATCAACTACCACCGCAGCGAGGCGGLCGGCCCGCGE
CTCGTCGAGGAACTGGGCCCGCGCGCCAT CGCGETGCAGT GCCAGCACTTGGCGCAGGATCCACG
CTTTGCCACGGTAAAGGATCGTTGCAGCCACATGGATTTAGTGGACGGCACGCTGAGTGARATCA
CCCGTGGCTACACGAAGGTGGGCCTGTTCGAGCGTCTGATCCAAAACCGCGTGCCCTGCGCGCCG
GTGCGCACGCTAGAGGAGGTGGTGAACGATCCGCATCTGCATGCGCGAGGCTCTTTGCAGTGGAT
TGACCATCCCGAGTACGGTCGTATCGTGGTGCCTACCACGCCGCTGCGTTTTGGCGGCGAGGACG
CCGCTGTCCCCTATCAGCCCAGTGCGCGCCTGGGGEGAAGACACCGAGGCTATCTTGCGCGAGCGG
CTGTCGCTCAATGACGCACAAGTCGAGGCGTTACGCATGCGGCAGATCCTTTGAGCGAGGTGAAT
ATGAARAAATCTGGAAGGACGCGTGGCGCTAGTGACTGGCGCTGGCTCCGGCATCGGCCGGTCCGA
TGCCTTGGTACTGGCGGAGCGTGGCGCGACGGTGATCGTCAATGACTTTGACCAGARAAGTGGCCG
GCGCGACTGTGGCGCAGATCGTGGGAGCAGGCGGCCGCGCCGTGCCCTGCGTTGGGGACGTGGGC
GATGCGACGACTATCACCGAGGCCATAGATGCCGCGCGCCGGCAGGTCGGCGACATCGACATCTT
GGTTAACAATGCAGGTATCTCCGGCCGTCAGCAGGAGTTTGACGCCATTTCC

Enmarcado en turquesa la secuencia correspondiente al gen mutado (metaloenzima
tipo VOC). En naranja la secuencia del gen identificado por el Dr. Campos (proteina
tipo SDR) en el analisis previo a este trabajo. En rojo se indica el sitio de restriccidon

para la enzima Pstl.
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8.2 Secuencias completas de los genes mutados identificadas en este trabajo

Los genes completos fueron identificados mediante el rastreo de las secuencias
parciales para cada gen dentro del genoma de Alicycliphilus sp. BQ1. Esto se realizd
gracias a la colaboracién del M. en C. Luis Lozano y del Dr. Miguel Angel Cevallos
(CCG-UNAM). La secuencia del genoma de la cepa BQ1 se obtuvo mediante la
tecnologia lllumina en la Unidad de Secuenciacion Masiva del DNA, la cual se

encuentra bajo la direccién del Dr. Enrique Morett (IBT-UNAM).

Mutante 5 (proteina de unién a sustrato de un transportador de sulfonatos tipo ABC)

Tamano total: 1,050 nt, identificados en el nodo 424

ATGTCTCCCCTGTCTGTTACCCGTCGCCAGTTGGGCCEGECTTGGCATGGTGTCCGCCGCCGCCCTG
GGCATGCCTGCCCTGCTGCGCGCGCAGTCGCGCCCEEETGCCGCCATGCCGGTGCGCATTGCCGTG
GGETGGGCAGGCGEGETTGTATTACCTGCCGCTCACGGETGGCGCTGGAGCTGGEGETTCTTCCGTGAC
GAGGGGCTGGACGTCCGGGTCATGGACTATCCCGGTGGCGGGCTGGCGCTGCTGGCGCTGCATGGE
AGAGTGGCCGACGTGTGCTGCGGCGCGTTCGAGCATGTCGTGCGCCAGCAGTTGCGCGGCGTGGCA
TACCGCAGCCTGGCCGTGCTCGGGCEGGGCGCCGCAGCTGGCGCTGGTGGCGTCGGCCCGCCATTGG
CCGCTCAAGGACATTGCCGGCTTTCGCGGCCTGCGCGTGGGCGTGACGGCGCTGGATTCGTCCACG
CAGTTCCTGGCGAGCCTGTGGCTGAACCAGTCGGGGEGETGCCGCTCGATGCGGTGCGCTTCGTCGGC
GTGGGCAGCGGCATGGAGGCGCTCACGGCGCTCCGGCAGGEGCEGETGCATGCGCTGTGCCATTCG
GACCCCCTCATCACCATGCTGGAGCAGCGCGGCEAGGETGCGCCTGCTGGCCGACACGCGCACGCTC
AAGGGCACGGTCGAGATGTTCGGCGGAGCGATGCCCGGCGCCTGCCTGTACGCGCCCCAGGACTAT
GTGCAGAACCATTCGGCCGAGGTGCAGGCGCTCGTCAACGCCTTGGTGCATGCGCTCAAGTGGCTG
CAGACGGCCAGTCCCACCGATCTGGCGCGCGTGGTGCCGCCGTCCTATCTTTTGGGCGACCGCGCG
CGCTACATGGCGGCCTTCTACAAGGTGCGCGAGACCCTGTCGCCCGATGGCCTGATGCCGGAGGAC
GGCCCCGETGACGGCCATTCGCGCCGETGGCGCEGCTGCAGCCGGAGTCEGECEGLGGECECEEETGEECG
CTGGACAAGACGTTCAGCAACGATTGGGTGCGCAAGGCCAAGCAGARATTCCAGCTCTGA
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Mutante 8 (transglicosilasa litica)

Tamano total: 1,983 nt, identificados en el nodo 520

ATGCATTGGCTCAAGATTTTGACACCGCTGGTCGCGGGEGEGCCECGCTGGECTGCCGCCGCGCCETGEGCCGECGE
CCCAGAATCGTGGCGACGATACCCTGCTGGAGATGCAGCAGGCCTTCCGCAAGGGAGACAAGT CAAGACTGAC
CGCGCTGCTGCCCACCGTGCGCGGCCATGCGCTGGAACCCTGGGCCGCCTACTGGGAGCTGCGCGCGCEGETG
GACCAGGCCCAGAGCGACGAGGTGAACGCCTTCCTGCAGCGCTTCGCCGGCACCTACCAGGAGGACCGCCTGC
GCAACGACTGGCTGCTGCTGCTGGGCCAGCGCCGCGACTGGGACCAGTTCGCCGAGCTGCACCCGTACTACCG
CATGGGCGACGACCGCGAGGTGCGCTGCTACGCGCTCGCCATCGACCAGATCAAGGGGACGGCCGCCGAGGAC
GCCGGCGCCGAGGTGCTGCGCAACTGGTACGCGTTGCGCGACCTGGACGACGGCTGCTCCAACGCCGCCGLCG
AGATGCTGGCGGCCAGGAAGATCAAGCCCCTGGACGTGTGGCGCAAGGCGCGCCTGGCTGCCGAGGCCAACCG
CCTGCGCATGGCGCGECAAGGCGGETGGAGATCGTCGCGCCCGACGCCCTGGECGCAGTTGCGCGAGGCGCTGGAC
TCCCCCACCAAGTACCTCACCGGCCGCGCCACGGCCCGEGGECAAGGAGCOGCAGGAACTCOETGGETGCTGGCCC
TGGTGCGCATGGCCATGAGCGACGCCGGCGCCGCEGCGGGCCTGCTGGACRACARAATGGGGCGTACACCTCTC
GGCCGAGGAGCGCAACTGGCTCTGGGGCCTGATCGGCAAGCAGGCCGCGCTGTCGCTGTCGCCCGATGCGCTC
ACCTACTTCGGCAACGTGAGCCGCGACACCGACCTGAACGACGACATGCTGGCCTGGAAGGTGCGCGCCGLCEL
TGCGCGCCGGCCAGTGGAAGCTGGTGGGCCGCAGCATCGACGCCATGAGCGCCCGCGCGCGCCAGGACAGCAC
CTGGGTGTACTGGAAGGCCCGCTCGCTCACCGCGGGGCGTGCCAGCGAGGAAGACCGCGCCGCGGCGCGCCAG
CTGTACGAGCGCATCGCCGGTACCTCGGGCTTCTACGAGCAGCTGGCGCTGGAGGAGCTGGGCGCGCGCGTCA
CGCCCGCGCCCGCGCCCGTGCCGCTCACCGACGCCGAGAAGGCCGCGGCGCGCGCCAACCCCGGCCTGAACCG
GGCGCTGTACGCCATCGCGCTGGGCCTGCGCAGCGAGGGCETGCECHGAGTGGAACTACACCACCAACCTGCAC
CAGCAGGGCGGCATGTCCGAACGCGACCTGCTGGCCGCGGCCGACCTGGCCTGCGAGCGGCAGGTGTGGGACC
GCTGCATCRAACACCAGCGAGCGCACGCGCGACGTGATCGACGTGGCGCAGCGCTTTCCCATGCCGTACCAGAC
CACCGTGGTGCAGCGCGCGAGGGGCATAGGCCTGGACCCTGCCTACGTCTACGGCCTGATCCGCCAGGAAAGC
CGCTTCATCATGGACGCGCGCTCGGGCETCGGCGCATCGGGEGCTGATGCAGGTCATGCCGGCCACGGCGECGELT
GGACGGCCCGCAAGATCGGCCTGACGGGCTTCACGCCCCAGCAGATCAACGACCGCGACACCAACATCACCAT
CGGCACGGCCTACCTCAAGCTGGCGCTGGACGACTTCGACGGCTCCATGCCCCTGGCCGCCGCCGCCTACRAAC
GCCGGCCCAGGCCGCCCGCGCAACTGGCGCAACGGCCCGGTGCTGGACGCCGCCATCTGGGCCGAGARACGTGC
CCTTCAACGAGACGCGCGACTACGTCAAGAAGGTGCTGGCCAACACCGTGAACTACGCCGCCATCCTGACCGG
CCAGCCGCAGTCGCTCAAGAGCCGCCTGGGCACCGTGGGCCCGCGCGATGCGCGCGAGCCGGAGCCGAACAAG
GATCTCCCCTGA
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Mutante 9 (proteina hipotética)

Tamano total: 417 nt, identificados en el nodo 791

ATGACCRACCATCTAGACCGTTTTGTCAAAGCGCAGGACGGCATCTTTGACARACGCGATTGAAG
AGATCCTTGCCGGAAAGAAGCAGACCCACTGGATGTGGTTCATATTCCCGCAACTTCGCGGGCT
CGGGCAGAGCGAGRAACGCGCATTTCTACGGAATTCGTACCCTCAATGAAGCAAGAARCTATCTT
GCCCATCCTATCCTGGGTCCAAGACTTAAACAGGCCACACAGAGTGTGATCGAGGCTAACGTTT
CGCCTCAGGAGATTTTCGGTGGAATCGACTGCCAAAAGTTCGCTTCGTGCATGACGCTTTTCGG

CGAGGCGTCCCCGCCTGAATCTGTGTTCAACCAAGTGCTACGCACAATTTCCATTACTGATGAG
AGAACGATCACAATGCTCAGGAGAGARGAATGA

Mutante 38 (metaloenzima tipo VOC)

Tamano total: 390 nt, identificados en el nodo 791

ATGTTCAGCCACGTCATGCTGGGAGCCAGCAACCTCGACAAATCCAGGAAGTTCTACGACGCCC
TTCTCGGCACCCTGGGCTGCAAGCCGGGCTTCACCGACCCGAAGAACCGCACCTTCTGGCGCCA
CGCCGGCRAACACCTTTTCCATCACCGCGCCCATCAACGGCGAGCCGGCCTGCCATGGCAACGEGEC
AGCACCATCGGCTTTGCGGCCCAGTCGCCCGAGCAGGCCGACGCCGCCCATGCCGCTGGCEETGE
CGGCGGGCEGCGTGACCTGCGAGGACCCGCCCGGATGGCGCEGCGAGGGCGCGEGCCGCCTETA

CCTGGCCTACCTGCGCGACCCCGACGGCAACAAGCTGTGCCTGCTGCACCGCCCGCCCAAGGCC
GCCTGA
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8.3 Oligonucledtidos empleados en este trabajo

Nombre

marOUT

UCP forward

UCP reverse

M13 forward

M13 reverse

8-1 forward (sonda 8)
8-1 reverse (sonda 8)
9-1 forward (sonda 9)
9-1 reverse (sonda 9)
38-1 forward (sonda38)

38-1 reverse (sonda 38)

Secuencia

5 CCGGGGACTTATCAGCCAACC 3’

5 GATTAAGTTGGGTAACGCCAG 3
5 GTGGAATTGTGAGCGGATAAC 3’
5 GTAAAACGACGGCCAGT &

5 GGAAACAGCTATGACCATG 3’

5 CCCATTTGTTGTCCAGCAGGC &
5 TGCAGCGCTTCGCCGGCA 3

5 AGTTTCTTGCTTCATTGAGGG 3
5 TGCCTGGCTACGTCAGCG 3
5’GACGGCAACAAGCTGTGCC 3

5 ATGGCGTCAAACTCCTGCTG 3’

8. Anexos

Tm (°C)
50
60
60
60
60
66
66
60
60
62
62
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8.4 Cepas vy plasmidos empleados

Alicycliphilus sp. BQ1
Cepa aislada y caracterizada en nuestro laboratorio, capaz de crecer en MM-PUh
(Oceguera, 2005).

Alicycliphilus sp. BQ1 PU

Mutantes 5, 8, 9 y 38 obtenidas por transposicién BQ1Sm"::Himarl:Gm® (Barajas,
2008).

Escherichia coli TOP10/pBS 8,9y 38

Cepa transformada con el vector pBluescript, el cual contiene los fragmentos de genes
afectados por la insercion del transposon Himarl en el cromosoma de Alicycliphilus sp.
BQ1

Escherichia coli Dh5a

SupE44 AlacU169 (¢80 lacZ AM15) hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA

Cepa recombinante que puede ser transformada con plasmidos y los cosmidos hsdR17
recA1 endA1 gyrA96 thi-1 relA. La mutacién (¢80 lacZz AM15 permite realizar a-

complemtentacién con el amino terminal de la B-galactosidasa en los vectores pUC
(Hanahan 1983).

pBluescript KS

Vector de clonacion con marcador de seleccién AmpR
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8.5 Medios de cultivo

Medio minimo poliuretano (MM-PUh)
(Basado en el medio empleado por Nakajima-Kambe et al., 1995). Composicion por

litro.

Solucién A (10X)

KH,PO4 20.0g
KoHPO4 70.0g
Solucion B (100X)

NH4NO; 100.0 g
MgSO4-7H,0 10.0g
Solucién de elementos traza (1000X)
ZnS047H,0 109
CuSO047H20 0.10g
FeSO4-7H,0 10.0g
MnSQ4-4-6H,0 2049

Nota: omitir el NH4sNO3 si se prueba PU como unica fuente de nitrégeno.

Solucién de Hydroform 10X

El Hydroform es un barniz comercial soluble en agua producido por Polyform® de
México y tiene una concentracién de solidos al 30%, por lo que debe diluirse 1:10 con
agua desionizada para obtener una concentracién de 0.3%.

Preparacion

1. Preparar las soluciones A y B y esterilizar en autoclave a 120°C/15 minutos.
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2. Preparar las soluciones de elementos traza y de Hydroform 10X, esterilizar por

filtracion utilizando membranas con un tamano de poro de 0.22 y 0.45 um
respectivamente (Millipore).

En condiciones asépticas, adicionar a 800 ml de agua estéril 100 ml de solucién
A, 10 ml de solucién B, 1 ml de solucion de elementos traza y 100 ml de solucion
de Hydroform, llevar a volumen final de un litro.

Por ultimo, si se preparan placas de agar MM-PUh esterilizar el agua con el

equivalente a 1.5 % de concentracion final de agar.

Medio Luria-Bertani (LB). Composicion por litro

Peptona 10.0g
Extracto de levadura 50g9
NaCl 10.0g
Agar 16.09g
Preparacion

1.

Disolver todos los componente en el orden que se indica en 700 ml de agua
desionizada. Cuando la solucion esté totalmente cristalina aforar hasta un
volumen final de un litro. Ajustar a pH 7. Cuando se preparen placas de LB
sélido, el agar se agrega en el volumen final aforado.

Esterilizar por autoclave 120°C/15 minutos

3. Las placas de LB solido se preparan vertiendo el medio ya estéril y caliente

sobre cajas petri estériles desechables. Se deja enfriar y solidificar el medio por
20-30 minutos. Este procedimiento se realiza en condiciones de asepsia. Tapar

las cajas cuando el medio esté totalmente solidificado y frio.

4. Mantener en refrigeracion

Nota: El medio LB convencional fue modificado ya que se adicion6 el doble de sal

para reducir la probabilidad de contaminacién ambiental.
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Medio SOC. Composicién por litro

Triptona 20.0g
Extracto de levadura 50g9
NaCl 05¢g
Preparacion

1. Disolver en 950 ml de agua desionizada todos los componentes.

2. Anadir 10 ml de solucion de KCI 250 mM. Ajustar pH a 7.0 con NaOH 5N vy
esterilizar por autoclave 120°C/20 minutos.

3. Antes de utilizarla, afiadir 5 ml de una solucién estéril de MgCl, 2M (esterilizada
también por autoclave 120°C/20 minutos) y 20 ml de una solucion de glucosa 1M
(esterilizada por filtracion utilizando un poro de 0.22 um).

4. Finalmente, ajustar el volumen final a 1L con agua desionizada estéril.

84



8. Anexos

8.6 Soluciones v reactivos

8.6.1 Cultivo de cepas

Antibioticos

Los antibidticos empleados como marcadores de seleccion fueron Gentamicina (Gm),
Estreptomicina (Sm) y Ampicilina (Amp). Las soluciones stock para cada antibi6tico
fueron preparadas a una concentracion de 50 mg/ml (Gm) y 100mg/ml (Sm y Amp) en
agua desionizada. Todas fueron esterilizadas por filtracion (poro 0.22um) vy

almacenadas a -20°C.

IPTG y X-gal

Los cultivos solidos de LB fueron suplementados con IPTG y X-gal cuando el sistema
de a-complementacion se utilizé para diferenciar colonias de E. coli DH5a conteniendo

los plasmidos recombinantes (Maniatis et al.,2001).

IPTG (Isopropiltio-B-D-galactosido) 20% p/v, 0.8 M

Disolver 2g de IPTG en 8 ml de agua destilada, ajustar la soluciéon a un volumen final
con agua destilada y esterilizar a través de un filtro de 0.22 um. Dispensar en alicuotas
de 1 ml y almacenar a -20°C.

X-gal (5-bromo-4-cloro-3-idolis-p-D-galactésido) 2% p/v

Disolver X-gal en dimetilformamida a una concentracion de 20 mg/ml. Proteger el tubo
de la luz con papel aluminio y alamcenar a -20°C. No es necesario esterilzar.

Para preparar las placas con IPTG y X-gal:

1. Colocar en el centro de la placa, la cual contiene el apropiado antibiético, 40 ul de

x-gal (2%) y 7ul de IPTG (20%) y distribuir con una varilla en “L” estéril. Incubar a
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37°C hasta que el liquido se haya absorbido completamente. Esto toma 3.-4 h en
placas recién preparadas.

2. Posteriormente, inocular la placa con 100 ml de la suspension bacteriana e incubar
a 37°C por 12-19 h.

3. Terminada la incubacién, guardar las placas por algunas horas en refrigeracion

para identificar las colonias con el plasmido recombinantes (blancas).

8.6.2 Aislamiento de DNA gendmico

Solucién amortiguadora TES

Tris-HCI 10 mM pH= 8.0 1 ml
EDTA 10 mM 2 ml
SDS 1% 10 ml

Colocar las tres soluciones en agua desionizada y aforar a un volumen final de 100 ml.

Tris-HCI 10 mM pH= 8.0
Disolver 121g de Tris base en 800 ml de agua desionizada, ajustar al pH deseado con
HCI concentrado. Agitar y aforar a 1L con agua desionizada. Conservar a temperatura

ambiente.

CTAB/NaCl (10% de CTAB en NaCl 0.7 M)

Disolver 4.1 g de NaCl en 80 ml de agua desionizada y agregar lentamente 10 g de
CTAB con agitacion y calentamiento constante de la solucion. Una vez disuelto
totalmente el CTAB, ajustar a un volumen final de 100 ml.

Solucion de Lisozima (20ug/ul)

1. Preparar una solucion Stock de lisozima a una concentracion de 50 mg/ml en agua

desionizada.
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2. Distribuir en alicuotas y diluir hasta una concentracion de 20ug/ul, almacenar a
-20°C. Desechar cada alicuota después de utilizar.

Solucién de proteinasa K (10 pug-ul™)
1. Preparar una solucién Stock con una concentracion de 20 mg/ml con agua

desionizada
2. Distribuir y diluir en alicuotas de 10 ug-ul”". Almacenar a una temperatura de -20°C.

Solucién SDS (10 %)
Preparacion

1. Disolver 100 g de SDS en 900 ml de agua desionizada.
2. Calentar a 68°C hasta disolver. Ajustar a pH 7.2 adicionando gotas de HCI.
3. Ajustar el volumen final con agua hasta un litro.

8.6.3 Electroforesis de DNA en agarosa

Solucién amortiguadora TAE 50X. Composicion por litro
Tris-HCI 24209

Acido acético 57.1 ml

Solucién de EDTA0.5 M 100.0 ml

Después de agregar las soluciones llevar a un volumen final de un litro y pH = 8.0.
Solucion amortiguadora TBE 5X. Composicién por litro

Tris base 5409

Acido bérico 2759
Solucién de EDTA 0.5 M 20.0 ml

87



8. Anexos

Después de agregar las soluciones llevar a un volumen final de un litro y pH = 8.0.

Solucion amortiguadora de carga para geles de agarosa 6X

Azul de bromofenol 0.25% plv
Xilencianol 0.25% pl/v
Glicerol en agua 30.0 % v/v

Preparar la solucién de glicerol con agua desionizada estéril y disolver en ella lo
necesario de cada colorante. Mezclar bien la solucion y mantener en refrigeracion a
4°C.

8.6.4 Transferencia de DNA

SSC 20X

Disolver 175.3 g de NaCl y 88.2 g de citrato de sodio en 800 ml de agua desionizada.
Ajustar el pH = 7.0 con algunas gotas de una solucion de HCI (14N). Ajustar a un
volumen final de un litro. Dispensar en alicuotas y esterilizar por autoclave 120°C/15
minutos. Concentracion final NaCl (3.0 M) y citrato de sodio (0.3 M).

Solucién de desnaturalizacién

Disolver en 500 ml de agua desionizada 43.87 g de NaCl y 10g de NAOH.

Solucién de neutralizacion. Composicion por 100 ml

NaCl (5 M) 30.0 mi

Tris-HCI (1M, pH=7.2) 50.0 mi

Solucién de EDTA 0.5 M 0.2 ml

Ajustar a un volumen final de 100 ml.
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Solucién para fijacion de DNA

Preparar una solucién de NaOH 0.4M

8.6.5 Hibridacion tipo Southern/ hibridacién en colonia

Solucién de prehibridacion/hibridacion

Solucién de fosfato de sodio 0.5 M, pH 7.2
Solucién de EDTA 1 mM, pH 8.0

Solucién de SDS 7% pl/v

Solucion de albumina sérica bovina (BSA) 1% plv

Preparar la solucion de acuerdo con las concentraciones finales indicadas para cada
componente. Usar BSA grado electroforesis. No es necesario el uso de agentes
bloqueadores para este tipo de hibridacion.

La solucidon de hibridacibn es idéntica pero con las sondas marcadas vy

desnaturalizadas ya afiadidas.

Soluciéon de lavado 1
SSC 2X/ SDS 0.5%

Solucién de lavado 2
SSC 2X/ SDS 0.1%

Solucién de lavado 3
SSC 0.1X/SDS 0.1%

8.6.6 Purificacién de DNA plasmidico (método convencional).

Solucién de resuspensiéon. Composicion por 100 ml

Solucién de Glucosa 2M 2.5ml
Solucién de Tris-HCI (pH=8, 0.25M 2.0 ml
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Solucién de EDTA (pH=8,0.5M)  10.0 ml

Solucion de lisis. Composicién por 150 mi
Solucién de NaOH 5M 60.0 ml
Solucion de SDS 10% 15.0 ml

Solucion de neutralizacién. Composicion por 100 ml
Solucién de acetato de potasio 5M 60.0 ml

Solucién de acido acético glacial 11.5ml

8. Anexos
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