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RESUMEN

En el presente trabajo enfocamos nuestro estudio en generar una mutante para
PQQ-GDH en Gluconacetobacter diazotrophicus. Este organismo es una bacteria del
acido acético (BAC), que pertenece a la familia Acetobacteraceae, importante por su
capacidad de producir acido acético y otros acidos organicos mediante un conjunto de
reacciones de oxidacion incompleta de alcoholes y azucares llamadas Fermentacion
Oxidativa, que se llevan a cabo en el periplasma de la bacteria por algunas
deshidrogenasas de unién a membrana. Ga. diazotrophicus se distingue de otras BAC
por ser un diazé6trofo facultativo, con la capacidad de fijar N, en condiciones éxicas de
crecimiento. De forma general su cadena respiratoria se acopla a distintas
deshidrogenasas membranales, algunas orientadas hacia el periplasma (como PQQ-
GDH, PQQ-ADH y PQQ-ALDH) y otras hacia el citoplasma, como deshidrogenasas
para NADH y succinato. Todas dotan de electrones a la ubiquinona membranal del tipo
UQio, que a su vez los transfiere a las oxidasas terminales. Gracias a las tasas
respiratorias sumamente altas de la bacteria, resultado de la presencia de las
deshidrogenasas periplasmicas, se regula la concentracion de O, libre en la célula,
manteniendo su concentracion citoplasmica muy baja, evitando la inactivacion de la
nitrogenasa, lo que se conoce como “Proteccién respiratoria”. En BACs no se
encuentra actividad para enzimas importantes de la glucdlisis y la via de Entner-
Doudoroff, por lo que la via de las pentosas fosfato juega un papel importante en el
metabolismo de la glucosa. A pesar de que en el citoplasma de la bacteria existe una
NAD-GDH, ésta s6lo pose del 10-17% de la actividad que se ha calculado para la PQQ-
GDH membranal, que actia en la oxidacién directa de la glucosa en el espacio
periplasmico, por lo que esta via es la principal en el catabolismo de la glucosa en la
bacteria. Ya que la PQQ-GDH membranal, como la enzima encargada de la oxidacion
de la glucosa, tiene un papel muy importante en el crecimiento, la respiraciéon y la
“Proteccion Respiratoria” a la nitrogenasa, una mutante en esta enzima debera mostrar
deficiencias importantes en estos procesos y nos permitira estudiar de manera
comparativa la eficiencia en la utilizacion de otros sustratos como Unica fuente de

carbono. Esto nos llevé a querer generar una mutante que nos permita contestar las
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preguntas acerca de la importancia fisiolégica de la enzima en la bacteria. Como
primera opcion para una mutante PQQ-GDH’, se tom6 en cuenta la mutante M3,
obtenida en el laboratorio con la ayuda del minitransposén TN5. En dicha mutante se
encuentra afectada la actividad de la PQQ-GDH y de toda la cadena respiratoria, por lo
gue se postula como pleiotropica. Para analizar si el gen que codifica para la PQQ-GDH
de esta mutante, mostraba la inserciéon del minitransposon, identificamos el gen que
codifica la enzima en la cepa WT (GenBank No de acceso CAP57220.1), y
amplificamos un fragmento que contenia el gen (gdhA), tanto en la cepa WT como en la
mutante M3 de Ga. diazotrophicus. Los resultados mostraron que ambos amplificados
tienen el mismo tamaifo (4069 pb), por lo que podemos afirmar que el gen gdhA de la
mutante M3 no esta interrumpido por el transposén y se apoya la idea de que la
mutante es pleiotropica. La segunda opcidon para contestar la pregunta sobre la
importancia de la PQQ-GDH en Ga. diazotrophicus, fue obtener una mutante en la que
el gen estuviera interrumpido por un casette de resistencia a antibiético, garantizando
una mutante PQQ-GDH'. En la presente tesis mostramos los problemas a los que nos

enfrentamos y los resultados obtenidos.
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[. Introduccién

Las bacterias del acido acético (BAC) han tenido desde tiempos remotos, un papel
importante en la produccién de algunos alimentos y bebidas, sin conocerse que agentes
0 procesos llevaban a los sabores que se obtenian. Actualmente se conoce que estos
organismos poseen la capacidad de producir acido acético a partir de la oxidacién
incompleta del etanol.

El uso que mas comunmente se da a las BAC, es la produccion de vinagre,
aunque también son utilizadas para elaborar bebidas fermentadas. Recientemente los
beneficios ofrecidos por estos microorganismos han llegado a nivel industrial, donde
empresas biotecnoldgicas hacen uso de dicha capacidad para produccion de distintos

alimentos a gran escala.

1.1 Bacterias del acido acético y la fermentacién oxidativa

Las BAC conforman un grupo monofilético que se engloba en la familia
Acetobacteraceae (Deppenmeier y Ehrebreich, 2009). Hasta 1994, Matsushita y col.,
mencionan que dentro de esta familia, se habian ubicado dos géneros: Gluconobacter y
Acetobacter. La diferencia planteada entre dichos géneros fue su habilidad diferencial
para oxidar alcoholes y/o azlcares. En Gluconobacter ambos tipos de sustratos son
similarmente utilizados como fuente de carbono, mientras que en Acetobacter, el etanol
se presenta como sustrato preferido (Matsushita y col., 1994). M&s recientemente la
familia Acetobacteraceae se ha dividido en varios géneros: Acetobacter, Gluconobacter,
Acidomonas, Gluconacetobacter, Asaia, Kozakia, Swaminathania, Saccharibacter,
Neoasaia y Granulibacter (Figura 1). Para la separacion de la familia en estos diez
géneros, el principal criterio, fue su bioquimica diferencial (Yamada y Yukphan, 2008).

—t—
—
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wlAcetobacter cerevisiae LMG 1625" (AJ419843)
WA cetobacter malorum LMG 1746" [Al419844)
Acetobacter orleanensis LMG 1583" (AJ419845)
Acetobacier tropicalis NRIC 03127 (AB032354)
Acetabaeter indonesiensis NRIC 03137 (AB032356)
Acewbacter cibinongensis 4H- 1" (ABOS27100)
-Acetobacter orientalic 21R-27 (ABRODGITOG)
Acetobacter peni sirain B13T (AY829472)
Acetobecter aceti NBRC 148187 (K T74066)
Acetebacter nitrogenifigens strain RG1™ (AY669513)
Acetobacter estunensis LMG 16267 (AJ419828)
-Acetobacter lovaniensis LMG 1579" (AJ419837)
Acetobacter svIvgii oH.2" (ABOS2T12)
Acetobacter peroxydans [FO 137557 (AB032352)
Acetobacter pastenrians LMD 22, 1M (XT1863)
Acetobacter pomorum LMG 188487 (AJ419835)
Saccharibacter flaricola strain S-877° (AB110421)
98— Gluconobacter albidus NBRC 3250" (AB178392)
luconobacter oxydans NBRC 148197 (X73820)
Gluconabacter cerimas NBRC 32677 ( AB063286)
Cilueonsbacter frateurii NBRC 32647 (X82290)
YS—Giluconobacter thailandicus F149-17 { AB1 28050}
T4 Swominathanio -m!n‘m’emrn PA 51" (AF459454)
g [Asaia krungthepensis r‘l.f"l. ﬂﬂ (ABIO2933)
Til[Asaia bogorensis Strain '."I (ABOZIIE)
S-Asaia siamensis S60-17 (AB0D33416)
Acidemenas methanolica LMG 16687 (X77468)
Kozakia baliensis Yo-3! (ABO56321)
| % Neoasaia chiangmaiensis AC 28" (AB2DR549)
w—Gluconacetebacte r azotocapians CFN-Cas4" (AF192761)
Gluconacetohacier johannae CEN-CISS" (AF111841)
Gluconacetobacter diazotrophicus ATCC 49037 (X75618)
Cluconacetebacier liguefaciens IFO 123857 (X7561T)
M —Gluconacetobacter sacchari SR 17947 (AF127407)
T Gluconacetobacter saccharivoras TMG 1582 (AR 1667400
W Gluconacembacter enfanii LTH 45607 (AJ251110)
Gluconacetobacter hansenii NCIB 8746 (X75620)
Gluconacetobacter rhaeticus strain DST GLO2T {AY 180961}
NGluconaceiobacter infermedius TE2T (Y 14694}
Gluconacetobacter oboediens LTH 24607 (AJO01631)
Cliconaceinbacier xvlines NCIB | 16647 (X75619)
Gluconaceiobacter nataicola LMG 1536 (AB1O6T43)
Inconacetodacter swingsii strain DST GLO1T (AY 180960)
Cilucanacetobacter exropaens DSM 61607 (Z21936)
Granulibacter bethesdensis CGDNIH1" I:AY?SHJ'SU'}
Acidocella facilis ATCC 359047 (D.}U?M‘J
93 Acidivhilium ervprum ATCC 334637 (D30T73)

il

e

WH

Roseacoccus thiosulfatophilus DSM 85117 (X72908)
“‘_':A cidosphaera rubrifaciens JCM 106007 (D86512)
n Rhodopila globiformis DSM 161" (D86513)

Figura. 1. Arbol filogenético para la familia Acetobacteraceae. El arbol fue construido con base
en las secuencias 16S rDNA. (Imagen tomada de Yamada y Yukphan, 2008).

——
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La familia Acetobacteraceae agrupa a bacterias Gram negativas, con una forma
de vida ligada estrictamente al oxigeno, actuando éste como aceptor final de electrones
en su cadena respiratoria (Kersters, y col., 2006). Son capaces de oxidar variados
carbohidratos y alcoholes y la mayor parte de los géneros, soportan concentraciones
muy altas (hasta 30%) de sacarosa, asi como de fructosa y glucosa (Fuentes y col.,
2003). Pueden localizarse en diversidad de frutas, néctar, alimentos en
descomposicion, etc. (Deppenmeier y Ehrebreich, 2009).

El conjunto de reacciones de oxidacion por las que se lleva a cabo la produccion
del acido acético y otros acidos organicos, son llamadas Fermentacion Oxidativa
(Matsushita y col., 1994). Estas reacciones de oxidacion incompleta de azlcares y
alcoholes, son llevadas a cabo por diversas deshidrogenasas unidas a la membrana
plasmatica de la bacteria (Figura 2), proceso que provee electrones a la cadena
respiratoria (Matsushita y col., 1994; Deppenmeier y Ehrebreich, 2009).

Alcohol Acetaldehido Acetato

D-Sorbitol
L-Sorbosa

PERIPLASMA

2-5-Diceto-
D-gluconato

2-Ceto-D- @

gluconato

Sorbitol
D@ CITOPLASMA “
SLDH
L-Sorbosa

D-gluconato

DGIucom
QPH
Glicerol
QUing}Deshidroquinalo Dihidroxiacetona

D-Arabitol D-Xylulosa

Figura 2. Algunas deshidrogenasas peripldsmicas presentes en diversas bacterias acéticas.
Las enzimas verdes son dependientes de PQQ y las moradas de FAD.

——
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El acido acético se genera a partir del etanol por dos enzimas; la alcohol
deshidrogenasa (ADH) y la aldehido deshidrogenasa (ALDH), ambas ancladas a la
membrana plasmatica del microorganismo. Dichas enzimas llevan a cabo dos
reacciones, en secuencia, para la produccion del acido acético (Matsushita y col.,
1994). Se ha observado que el género Asaia no posee la habilidad para oxidar etanol
(Katsura vy col., 2001; Yamada y col., 2000).

Hasta hace poco, en el grupo de las BAC no se habian reportado especies
patdgenas, pero en el 2006, Greenberg y col., mencionan a una cepa aislada de
pacientes con enfermedad granulomatosa crénica, Granulibacter bethesdensis
(Greenberg y col., 2006).

Dentro de la industria biotecnoldgica las BAC han sido de gran utilidad, gracias a
la amplia variedad de productos que se pueden obtener a partir de la oxidacién
incompleta de diversos carbohidratos y alcoholes (Deppenmeier y Ehrebreich, 2009).
Por ejemplo, especies de los géneros Acetobacter y Gluconacetobacter principalmente,
se utilizan en la produccién de chocolate ayudando en la fermentacion de los granos de
cacao (Cleenwerck y col., 2007). Gluconobacter oxydans se utiliza para la produccion
industrial de L-sorbosa, acidos 5-ceto y 2-cetoglucénico, D-acido gluconico, vy
dihidroxiacetona (Gupta y col., 2001). Otra bacteria con amplias expectativas
biotecnolégicas es Gluconacetobacter xylinus, que produce celulosa cristalina de alta
pureza en medios solidos o liquidos (Chavez y col., 2004).

1.2 Sistemas respiratorios en bacterias acido acéticas

En las cadenas respiratorias bacterianas, para que los electrones puedan llegar hasta el
aceptor final, éstos se transfieren a través de distintos componentes o acarreadores
redox, como pueden ser: flavoproteinas, quinonas, citocromos y proteinas de fierro-
azufre. Los electrones son transportados desde un potencial redox bajo o negativo
hasta un potencial alto o positivo. Dicho transporte lleva a la formacion de un gradiente
protén motriz a través de la membrana, que finalmente servira para la formacion de ATP

gracias al complejo FiF de la ATP-sintetasa (Escamillay col., 1999).

—t—
—
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En el sistema general de cadenas respiratorias para bacterias aerdbicas, una vez
gue los electrones han llegado a la poza de quinonas, se trasfieren hasta el oxigeno por
medio de diversos citocromos (Figura 3). Estos citocromos también forman parte, en
distintas combinaciones, de oxidasas que de manera general se ubican en dos grupos:

las quinol oxidasas y las citocromo-c oxidasas (Escamilla y col., 1999).

Al hablar de quinol oxidasas, se entiende, que éstas reciben los electrones
directamente de la quinona. Ahora bien, las citocromo-c oxidasas, reciben dichos
electrones a través de una cadena mas larga, que incluye un citocromo bc; y un
citocromo ¢ libre, en orden: ubiquinona — citocromo bc; — citocromo ¢ — citocromo-c

oxidasa (Escamilla y col., 1999).

Quinol oxidasas
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Figura 3. Composiciéon de las distintas cadenas respiratorias que pueden presentarse en las
bacterias. Imagen tomada de Antinez, 2007. SDH, succinato deshidrogenasa; FDN, formato
deshidrogenasa; HYD, hidrogenasa; MOX, metanol deshidrogenasa; NAR, nitrato reductasa
membranal; NAP, nitrato reductasa periplasmica; NIR, nitrito reductasa; NRF, nitrito reductasa
dependiente de formato; NOR, éxido nitrico reductasa; TOR, 6Oxido trimetilamina reductasa;
DMS, DMSO reductasa; PHS, tiosulfato reductasa; PSR, polisulfuro reductasa; SIR, sulfito
reductasa; ASR, sulfito reductasa IlI; FRD, fumarato reductasa.
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En las bacterias acéticas, la oxidacién incompleta de azucares y alcoholes por
deshidrogenasas membranales (Fermentacién Oxidativa), provee grandes cantidades
de electrones a la cadena respiratoria. Algunas de las deshidrogenasas mas relevantes
por los sustratos que oxidan o los productos que generan son: alcohol deshidrogenasa,
aldehido deshidrogenasa, glucosa deshidrogenasa, glicerol deshidrogenasa, arabitol
deshidrogenasa y gluconato deshidrogenasa (Matsushita y col.,, 1994). Cada
deshidrogenasa transfiere dos electrones a la ubiquinona (UQ) membranal (Escamilla y

col., 1999) de donde pasan a los citocromos.

En general, la cadena de transporte de electrones en las BAC se conforma de
citocromo c, de alto potencial, asociado a distintas deshidrogenasas, ubiquinol y una
ubiquinol oxidasa terminal de tipo bos y/o bd. Se ha observado que las especies del
género Acetobacter poseen de forma adicional una ubiquinol oxidasa de tipo bas,
también conocida como a;. Acidomonas methanolica, en contraste con las demés
bacterias acéticas, cuenta con una citocromo-c oxidasa terminal y esto, solo cuando se
le crece en metanol (Matsushita y col., 1994; Sievers y Swings, 2005; Deppenmeier y
Ehrebreich, 2009).

La ubiquinona encontrada en estas bacterias es del tipo UQi, aunque en
especies del género Acetobacter se localiza una de tipo UQg (Yamada y col., 1997,
Kersters y col., 2006). Recientemente se ha visto que las bacterias equipadas con
ubiquinona UQ;o poseen pequefias cantidades de ubiquinona UQg, y que A.
pasteurianus, A. pomorum y A. aceti, con ubiquinona UQyg, cuentan en menor cantidad,

con ubiquinona UQs (Sievers y Swings, 2005).

1.3 Deshidrogenasas del espacio periplasmico: dependientes de PQQ
Casi todas las deshidrogenasas que se encuentran involucradas en las cadenas de
oxidacion de alcoholes o azlcares, son enzimas de uniébn a membrana, y se pueden

extraer de ésta gracias al uso de detergentes (Matsushita y col., 1994).
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Dentro de las deshidrogenasas de unién a membrana, pueden distinguirse dos
tipos; las quinoproteinas, que poseen como grupo prostético a la pirroloquinolina
qguinona (PQQ) vy las flavoproteinas, las cuales tienen unién covalente a flavin adenin
dinucledtido (FAD) funcionado como grupo prostético. Las quinoproteinas pueden
oxidar alcohol, aldehido, D-glucosa, D-fructosa, glicerol, etc., mientras que las
flavoproteinas se encargan de oxidar D-gluconato, 2-keto-D-gluconato. D-solbitol y L-
sorbosa (Matsushita y col., 1994).

En 1980, Duine y col., determinaron la identidad del grupo prostético presente en
la metanol deshidrogenasa, una ortoquinona (o-quinona). Las o-quinonas no se
restringen a la metanol deshidrogenasa, sino que se han localizado en otras enzimas en
forma de TTQ (Quinona de triptofil-triptofano), TPQ (Topa-quinona) y LTQ (Quinona de
tirosil-lisina), ademés de PQQ (Flores y col., 2004). En base a esto, Duine y col., (1980)
sugirieron una clasificacion para enzimas con o0-quinonas como grupo prostético,

nombrandolas quinoproteinas (Duine y col., 1980).

Para la o-quinona presente en la metanol deshidrogenasa, Duine y col. (1980)
propusieron el nombre sistematico de pirroloquinolina quinona (PQQ), cuya
nomenclatura quimica es: acido 4,5-dihidro-4,5-dioxo-1H-pirrolo-[2,3-f]-quinolina-2,7,9-
tricarboxilico (Puehringer y col., 2008).

PQQ

Figura 4. Estructura del grupo PQQ o pirroloquinolina quinona. Imagen tomada de Flores y col.,
2004.
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La posicion C5 del PQQ, en su forma oxidada, es muy reactiva y susceptible al
ataque nucleofilico (Flores y col., 2004). El PQQ puede formar complejos con Ca** o
Mg?* en solucién, y se ha observado que un PQQ-Ca*" puede catalizar la oxidacién de
alcoholes, por lo que se puede pensar que todas las enzimas con PQQ contengan un
ion metdlico divalente en sus sitios activos (Goodwin y Anthony, 1998). El potencial
redox de este grupo prostético se localiza alrededor de los +90 mV (Puehringer y col.,
2008).

El PQQ (Figura 4) se une de forma no covalente a enzimas que catalizan
reacciones en el periplasma de bacterias Gram negativas (Goodwin y Anthony, 1998).
Dicho grupo se forma a partir de glutamato y tirosina pero la via de biosintesis no esta
totalmente esclarecida. Puehringer y col., proponen en el 2008 una ruta biosintética en
la que se involucran distintas enzimas que catalizan la formacién del PQQ a partir del
péptido PqgA.

Para que las deshidrogenasas dependientes del PQQ puedan ser funcionales, el
PQQ, que se sintetiza independientemente, debe ser transportado al periplasma e
incorporado dentro de la estructura de la apoenzima. La mayor parte de las
guinoproteinas poseen un grupo hemo como segundo grupo prostético, formandose de

esta manera las quinohemoproteinas (Goodwin y Anthony, 1998).

Algunas de las PQQ-deshidrogenasas de uniébn a membrana mas importantes
son: alcohol deshidrogenasa tipo Il (ADH), aldehido deshidrogenasa (ALDH), glicerol
deshidrogenasa (GLDH) y glucosa deshidrogenasa (GDH) (Goodwin y Anthony, 1998;
Flores y col., 2004).
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[l. Antecedentes

2.1 Gluconacetobacter diazotrophicus

Dentro de las BAC, encontramos a un organismo que se distingue por su capacidad
para fijar nitrégeno atmosférico (N;) en condiciones Oxicas de crecimiento:
Gluconacetobacter diazotrophicus. Dentro de las bacterias acéticas, solo tres especies
se conocen hasta ahora como fijadoras de nitrégeno, y todas incluidas dentro del
género Gluconacetobacter: Ga. johanae, Ga. azotocaptans y Ga. diazotrophicus
(Fuentes y col., 2001; Sievers y Swings, 2005).

Ga. diazotrophicus, es una bacteria endodfita que se aislé inicialmente por
Cavalcante y Dobereiner (1988) de los tallos y raices de la cafia de azlcar (Saccharum
officinarum) en Brasil. Observaron que la nueva bacteria fijaba nitrégeno atmosférico en
medios semisolidos, y que también lo hacia en medios liquidos cuando se le
proporcionaba una pequefia dosis inicial de compuestos con nitrégeno reducido, en el
caso mas simple, sales de amonio. Otra caracteristica importante es que crece en
concentraciones altas de sacarosa (30%) en las que otras BAC no son capaces de
desarrollarse. Por oxidacion de distintos sustratos forma acidos que llevan el pH a
valores por debajo de 3.0. Estas y otras caracteristicas orillaron a los autores a sugerir
una nueva especie, Saccharobacter nitrocaptans, que al no encajar dentro de alguno
de los géneros existentes para bacterias fijadoras de nitrégeno bautizaria un nuevo
género (Cavalcante y Dobereiner, 1988). Poco mas de un afio después, Gillis y
colaboradores (1989) presentaron evidencias gendmicas, fenotipicas y taxonémicas
gue demostraban que la bacteria no representaba a un nuevo género, sino que podia
ser englobada dentro de Acetobacter, proponiendo el nombre Acetobacter
diazotrophicus (Gillis y col., 1989). En 1997, Yamada, Ishikawa y Hoshino llevaron a
cabo un estudio en el que analizaron secuencias 16S de rRNA de diversas BAC. Dicho
estudio arroj6 claros resultados que elevaban de nivel al subgénero Gluconacetobacter,
ubicado dentro de Acetobacter. Gluconacetobacter se convertia ahora en un género
gue agrupaba a las bacterias del género Acetobacter que poseian una ubiquinona Qio,
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por lo que desde entonces y hasta ahora, el nombre de la bacteria es

Gluconacetobacter diazotrophicus (Yamada y col., 1997).

Ga. diazotrophicus es una bacteria Gram negativa. Posee forma de bacilo,
aunque algunas veces se aprecia casi redondo. Mide entre 0.7 y 0.9 £2 um de longitud
y se mueve gracias a flagelos laterales o peritricos. La temperatura oOptima de
crecimiento es de 30 °C. El comportamiento de la bacteria segun el pH es algo extrafio.
El pH 6ptimo es de 5.5, no crece a pH 7.0, pero en condiciones de fijacion de nitrdgeno
crece hasta en pH 3.0. Puede utilizar como fuentes de carbono variados sustratos,
como son sacarosa, glucosa, galactosa, fructosa, etanol, manitol, glicerol, etc. (Gillis y
col., 1989; Stephan y col., 1991; Sievers y Swings, 2005).

Esta bacteria puede excretar a los tejidos de la planta hospedera,
aproximadamente la mitad del nitrdgeno que fija, de forma tal que es de utilidad para el
metabolismo del vegetal (Flores y col. 1999). Lo anterior ha convertido a Ga.
diazotrophicus en un modelo sumamente estudiado como endoéfito de la cafa de
azlcar, pues genera expectativas agroeconémicas espectaculares. Se han hecho
numerosos estudios genéticos v fisiolégicos en los Ultimos afios, que han generado
hasta la fecha conocimiento de gran utilidad biotecnologica (James y col., 2001; Lee y
col., 2000; Perlova y col., 2003).

Se sabe que las nitrogenasas son sensibles al oxigeno y requieren de una alta
cantidad de ATP para su funcionamiento (Dong y col., 2002). Esta energia, en los
diazétrofos aerodbicos, puede obtenerse de la respiracion. En base a esto, es posible
plantearse la siguiente pregunta: ¢(Como la nitrogenasa puede fijar nitrégeno sin
inactivarse, mientras el oxigeno estd siendo utilizado para la sintesis de ATP en la
Fosforilacion Oxidativa? Es evidente pensar en algun tipo de resguardo para proteger a

la nitrogenasa de la inactivacion por el oxigeno.

Drozd y Postgate (1970) hablan de una “Proteccion respiratoria”. Gracias a las

tasas respiratorias sumamente altas de las células, se regula la concentracion de O,

—t—
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libre en la célula, manteniendo niveles muy bajos de oxigeno, que no dafian a la
nitrogenasa (Drozd y Postgate, 1970; Dong y col., 2002; Flores y col., 1999; Gonzalez y
col., 2006).

Entonces podemos observar que se requiere de una intensa participacion del
sistema respiratorio para dos objetivos: a) Proteger a la nitrogenasa de la inactivacion
por oxigeno y b) Generar por fosforilacion oxidativa las grandes cantidades de ATP que
se requieren para la fijacion de No.

2.2 El sistema respiratorio de Ga. diazotrophicus

En Ga. diazotrophicus, al igual que en otras bacterias acéticas, las deshidrogenasas
alimentan a la cadena respiratoria con altas cantidades de electrones, suficiente para la
sintesis del ATP requerido y la utilizacion del oxigeno. Es interesante observar que
algunas de dichas enzimas presentan casi siete veces mas actividad en condiciones de
fijacion de nitrégeno, que cuando el medio posee amonio en exceso (Flores y col.,

1999), pues se refleja la alta necesidad energética en crecimiento dependiente de N,.

Durante el crecimiento aerdbico dependiente de N, (en condiciones de fijacién de
nitrdgeno), la bacteria muestra una oxidasa terminal bas (a;), resistente a KCN, ademas
de una oxidasa bbs sensible a KCN. En cambio, cuando la bacteria crece con amonio
en exceso (40 mM), puede observarse una oxidasa bd, como la principal (Gonzalez y
col., 2006).

Esto es evidencia de que la concentracibn de amonio en el medio es
determinante en la composicion del sistema respiratorio de la bacteria. Tanto las
deshidrogenasas periplasmicas como las oxidasas terminales se expresan de forma
diferencial segun el amonio inicial en el medio de crecimiento (Flores y col., 1999),

mostrando a Ga. diazotrophicus como un diazétrofo facultativo.

—t—
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De forma general la cadena respiratoria (Figura 5) se acopla a distintas
deshidrogenasas membranales, algunas de estas orientadas hacia el periplasma (como
PQQ-GDH, PQQ-ADH y PQQ-ALDH) y otras hacia el citoplasma, como
deshidrogenasas para NADH y succinato. Todas estas dotan de electrones a la
ubiquinona membranal del tipo UQi, que a su vez los transfiere a las oxidasas

terminales presentes (Flores y col., 1999; Gonzélez y col., 2006).

Periplasma

+
H* + Glucosa Gluconato Etanol Acetaldehido Acetato u* "
*

H*
+

NADH NAD+

Succinato Fumarato
Lactato Piruvato

Citoplasma

Figura 5. Cadena respiratoria en Ga. Diazotrophicus. Se observan distintas deshidrogenadas
membranales que dotan de electrones a la ubiquinona Qo. Esta ubiquinona transfiere los
electrones a las oxidasas terminales. En este esquema solo se muestran las oxidasas basy bbs
presentes en condiciones de fijacién de nitrégeno.

2.3 Glucosa deshidrogenasa

El carbono representa un elemento indispensable para el crecimiento, y la glucosa
constituye probablemente la mejor fuente de carbono para la mayoria de los
organismos. En las bacterias acéticas, el metabolismo del carbono ha sido activamente
estudiado desde hace muchos afios (De Ley, 1961).

—t—
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En las BAC la oxidacion directa de la glucosa a acido glucénico, puede ser el
primer paso en el metabolismo de este carbohidrato. La glucosa también puede ser
fosforilada y metabolizada por: glucdlisis, la ruta de las pentosas fosfato y la via de
Entner-Doudoroff. Estas dos Ultimas rutas son capaces de metabolizar el acido
gluconico una vez fosforilado (Attwood vy col., 1991).

En Ga. diazotrophicus, la utilizacion de la glucosa se da de forma distinta, pues
faltan algunas enzimas importantes en estas rutas catabdlicas. La bacteria posee
actividad insignificante para hexocinasa, por lo que el metabolismo de la glucosa por
vias fosforilantes no es notable. No se encontré actividad para fosfofructocinasa
(PFK1), clave en la glucdlisis. Tampoco parece haber 6-fosfogluconato deshidratasa y
2-ceto 3-deoxigluconato aldolasa, de suma importancia en la via de Entner-Doudoroff.
En cambio, se observaron altas actividades para la 6-fosfogluconato deshidrogenasa,
enzima de la via de las pentosas fosfato (Attwood y col., 1991; Luna y col. 2006). Esto
sugiere que dicha via si juega un papel importante en el metabolismo de la glucosa
(Attwood y col., 1991; Alvarez y Martinez-Drets, 1995).

i?ﬁﬁié%?ié%ﬁi%ﬁﬁié%ﬁi%
guasgassaanssy

209 299 DIIDIDIDIDIDIII
Periplasma
Glucosa Gluconato 2-Cetogluconato

g
§

Glucosa Gluconato 2-Cetogluconato
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[ AARAA

Figura 6. Ruta de oxidacién directa de la glucosa en Ga. diazotrophicus.
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Ademas de estas rutas, en el citoplasma de Ga. diazotrophicus, hay una glucosa
deshidrogenasa dependiente de NAD, la cual muestra solo del 10-17% de la actividad
registrada para PQQ-GDH membranal, también presente en la bacteria. Esto hace
pensar que la deshidrogenasa dependiente de PQQ juega el mayor papel en la
oxidacion de glucosa a acido glucoénico (Figura 6), que ademas es la principal via de

utilizacion del carbohidrato (Attwood y col., 1991).

En Acinetobacter calcoaceticus ademas de la PQQ-GDH membranal (mGDH) se
ha podido localizar una PQQ-GDH soluble (sGDH). La sGDH purificada se ha
identificado como un dimero capaz de oxidar disacaridos y monosacaridos. Las
enzimas son distintas una de otra (Tabla 1) y s6lo la mGDH se encuentra acoplada a la

cadena respiratoria (Matsushita y col., 1989)

Tabla 1. Propiedades de las PQQ-GDHs soluble y membranal. Tabla tomada de Cerqueda
2010.

| GDH membranal® GDH soluble®
Tamafo Monomero 80-86 kDa 2 monémeros 50-57 kDa
Estructura Superbarril con 8 propelas Superbarril con 6
de 4 beta plegadas propelas de 4 beta plegadas
pl 7.0 9.5
pH 6ptimo 6 7
Km glucosa 0.63mM 20 mM
Vmax glucosa 24.8 ¢ 4610°
Sustratos Glucosa, monosacéridos, Glucosa y disacéaridos
oxidables
Aceptores de uQ. Desconocido
electrones
Termoestabilidad Inactivacion térmica a Inactivacion térmica a 40°C
55°C en 20 min. en
25 min.
%Ga. diazotrophicus, °A. calcoaceticus, ¢ pmol de DCPIP reducidos por min. mg.

—t—
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A partir de la PQQ-GDH membranal purificada, de Ga. diazotrophicus, Cerqueda
(2010) realizo diversos analisis por métodos electroforéticos. Dichos estudios revelaron
una banda Unica de 86 kDa, aun después de utilizar electroforesis desnaturalizante
(SDS-PAGE), lo que mostraba una naturaleza monomérica para la enzima. Estudios
zimograficos, confirmaron que dicha banda estaba asociada a la actividad de una

glucosa deshidrogenasa (Cerqueda, 2010).

El Dr. Mendoza de la Facultad de Medicina secuencié por espectrofotometria de
masas, cinco péptidos internos a partir de la banda obtenida en SDS-PAGE:

1) IEHHKNFQHMT

2) IFLPTDDGR

3) TGNIFWLDRR

4) PLPLPFK

5) LPAGGKSTPMTYEAGGRQYIVTVDGGHGSFGTR

2.4 Importancia de la PQQ-Glucosa deshidrogenasa en Ga. diazotrophicus

La PQQ-GDH membranal de Ga. diazotrophicus, actia en la oxidacion directa de la
glucosa en el espacio periplasmico. Esta via, es la principal en el catabolismo de la
glucosa en la bacteria (Attwood y col., 1991; Luna y col., 2006). A pH’s muy &cidos (2.5
- 3.5) y pH neutros (7.5), la glucosa deshidrogenasa no se expresa de forma completa.
A pH's entre 4.5 y 6.0 la enzima se expresa de forma completa, mientras la NAD-GDH
no funciona éptimamente. Ya que a Ga. diazotrophicus se le encuentra viviendo en la
naturaleza dentro de éste ultimo rango de pH, el funcionamiento de las enzimas segun
estos valores, reafirma la idea de que la fermentacién oxidativa de la glucosa es la

principal via en su metabolismo (Luna y Boiardi, 2007).

La PQQ-GDH se expresa de forma constitutiva (Luna y col., 2006), y es
responsable de convertir casi toda la glucosa presente en el medio, en gluconato (Luna
y col., 2006).

—t—
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Cuando la bacteria crece en condiciones de fijacion de N, la oxidacion de la
glucosa aumenta, satisfaciendo de éste modo el costo del proceso. El aumento
respiratorio lleva a que el O intracelular disminuya. Esta disminuciéon del O, hace
pensar que la PQQ-GDH membranal pueda tener un papel importante en la proteccion

a la nitrogenasa (Menéndez, 2004)

2.5 Mutante M3

En nuestro laboratorio fue obtenida, con la ayuda del minitransposon TN5, la cepa
mutante M3, por la estudiante de doctorado Marcela Zuleta (Tesis doctoral en
preparacion). Mas tarde, Daniel Cerqueda (2010) caracterizé la mutante en relacion a
su cinética de crecimiento y a sus actividades respiratorias. Los resultados mostraron
gue la actividad respiratoria de PQQ-GDH en M3, medida como deshidrogenasa (WT
1954.6; M3 256), y como oxidasa (enzima donadora de electrones a la cadena
respiratoria) (WT 74; M3 5.2) esta muy por debajo de la obtenida para la PQQ-GDH en
la cepa WT.

No solo se encuentra afectada la actividad de la PQQ-GDH en ésta mutante, las
actividades de otras PQQ-deshidrogenasas también estan afectadas. La PQQ-ADH
aumento su actividad en 0.5 veces, y la PQQ-ALDH la aumento en 10 veces. Aun con el
evidente aumento en la actividad de las deshidrogenasas, las actividades de oxidasas
asociadas disminuyeron. Con esto notamos que la mutacion afecté toda la cadena
respiratoria. Posiblemente se haya afectado la sintesis de la ubiquinona o de la oxidasa
terminal, ésto tomando en cuenta que la actividad de deshidrogenasas aumentada, no

aumenta la de oxidasas terminales.

Con ésta evidencia la mutante M3 se postulé como una mutante pleiotrépica. Al
hablar de pleiotropia nos referimos a que la mutacion de un gen, en este caso
probablemente el gen codificante de la PQQ-GDH, influye en multiples caracteristicas

fenotipicas de la bacteria.

—t—
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lll. Hip6tesis

Ya que Gluconacetobacter diazotrophicus es una bacteria diazotrofa, aerobia y endofita
de la cafla de azucar, la PQQ-GDH membranal, como la enzima encargada de la
oxidacion de la glucosa, deberia tener un papel muy importante en el crecimiento, la

respiracion y la Proteccién Respiratoria a la nitrogenasa. Una mutante en esta enzima

deberd mostrar deficiencias importantes en estos procesos y nos permitird estudiar de
manera comparativa la eficiencia en la utilizacion de otros sustratos como Unica fuente

de carbono.

17
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IV. Objetivos

4.1 Objetivo general
Analizar la importancia de la PQQ-GDH membranal de Ga. diazotrophicus, en el

crecimiento, la respiracion y la Proteccién Respiratoria a la nitrogenasa, ademas,

observar la contribucion de la oxidaciéon de otros sustratos como Unica fuente de

carbono a estos procesos.

4.2 Objetivos particulares y Metas.
Objetivo 1
Se espera identificar si la mutante obtenida con el minitransposén Tn5 (mutante M3),
posee alguna insercion en el gen codificante para la PQQ-GDH membranal.
Metas asociadas
1) A partir de la secuencia de los péptidos internos obtenidos de la enzima
purificada, identificar en el genoma de Ga. diazotrophicus, el gen(es) que
codifigue(n) para la GDH membranal, su organizacién y localizacién.
2) Amplificar el 6 los genes correspondientes tanto en la cepa WT como en la

mutante M3, en busqueda de una secuencia de insercion.

Objetivo 2
Si la mutacion en M3 no es especifica del gen(es) codificante(s) para la PQQ-GDH, se
necesitara obtener una mutante carente de actividad para dicha enzima.
Metas asociadas
1) Determinacion de la sensibilidad a antibioticos en Ga. diazotrophicus WT.
2) Clonacién del gen codificante de la subunidad catalitica de la PQQ-GDH en un
vector.
3) Interrupcién del gen codificante, con un casette de resistencia a antibiotico.
4) Clonacién de la construccién en E. coli DH5a.

5) Obtencion de la mutante GDH por recombinaciéon homoéloga de la

construccién en Ga. diazotrophicus.

—t—
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V. Justificacion

La PQQ-GDH tiene gran importancia en la produccién de energia, ya que es la principal
via en la oxidacion de glucosa y funciona como una deshidrogenasa primaria para la
cadena respiratoria. También se ha observado que la oxidacion de glucosa aumenta
cuando la bacteria fija N2, por lo que la respiracion se eleva y el O, interno disminuye.
Con base en estos resultados se puede postular que la PQQ-GDH posee un importante

papel en la Proteccién Respiratoria a la nitrogenasa. El desarrollo de mutantes carentes

de PQQ-GDH nos permitirh comparar su eficiencia en el crecimiento, respiracion y
fijacion de nitrégeno con la capacidad de otras enzimas que oxidan distintos sustratos
gue funcionan como Unica fuente de carbono y asi definir la importancia metabdlica de

ésta enzima en Ga. diazotrophicus
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VI. Material y métodos

6.1 Material biol6égico

Para la obtencién de algunos plasmidos se utilizaron cepas de Escherichia coli. Una de
estas contiene el plasmido pSUP202, mientras que otra el plasmido pBSL98. La cepa E.
coli DH5a también sera utilizada. Gluconacetobacter diazotrophicus PAL5 WT (cepa
silvestre) y la mutante M3 carente de actividad para PQQ-GDH formaran parte del
material biolégico de trabajo. La cepa M3 fue obtenida en el laboratorio por una
estudiante de doctorado en el 2004.

6.2 Medios de cultivo

El medio LGI modificado descrito por Flores y col. (1999), fue utlizado para el
crecimiento de Ga. diazotrophicus WT. Dicho medio contiene diversas sales como:
K,HPO, 5 g/L, Na,HPO,4 4 g/L, MgCl, 0.2 g/L, CaCl, 0.02 g/L, FeCl; 0.01 g/L y citrato de
sodio industrial 5 g/L. También posee sacarosa al 3% y un pH final que es llevado a 5.5.

La mutante M3 de Ga. diazotrophicus se cultivd en medio LGI adicionado con
kanamicina a una concentracion de 120 pg/ml. Dicho antibiético fue esterilizado por
filtracion con filtros de membrana (Millex Millipore®).

Todas las cepas de E. coli fueron crecidas en medio rico Luria-Bertani (LB),
conteniendo 10 g/L de peptona de caseina, 5 g/L de extracto de levadura y 10 g/L de
NaCl. El pH final de este medio se llevé a 7.0. Algunas de las cepas se crecieron con
antibidticos previamente esterilizados por filtracion. La cepa contenedora del plasmido
pSUP202 se crecié con ampicilina a 100 pg/ml. El medio para crecer a la cepa con

pBSL98 fue adicionado con kanamicina a 25 pg/ml.

Cada uno de los medios fue hecho disolviendo los distintos componentes en
agua destilada. Todos fueron esterilizados durante 20 min, antes de que se adicionara

cualquier antibiético.

—t—
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6.3 Determinacion de la sensibilidad a antibioticos de Ga. diazotrophicus WT

Para determinar la sensibilidad de la bacteria a los antibidticos que posiblemente se
puedan utilizar durante el trabajo de biologia molecular, Ga. diazotrophicus se creci6 en
medio LGI adicionado con los siguientes antibioticos: Espectinomicina a 100 pg/ml,
neomicina a 60 pg/ml, estreptomicina a 200 pg/ml, tetraciclina a 25 y 50 pg/ml,
cloranfenicol a 25 y 50 pg/ml, ampicilina a 200 pg/ml, gentamicina a 30 pg/ml y
kanamicina a 50, 100 y 250 pg/ml.

6.4 Condiciones para el crecimiento del material biolégico

Tanto la cepa WT como la M3 de Ga. diazotrophicus fueron crecidas en matraces
Erlenmeyer de 250 ml con un volumen de 50 ml de medio LGI, con o sin antibiético. Los
medios eran inoculados con 1 ml de cultivo activo en el caso de WT y con un glicerol
conservado a -70°C para la cepa M3. La temperatura de crecimiento en ambos casos
fue de 30 °C, con agitacion constante a 200 rpm. La cepa WT se dejaba crecer durante
24 horas mientras que M3 cinco dias.

Todas las cepas de E. coli fueron cultivadas en tubos de ensayo con rosca. La
agitacion se mantuvo constante y la temperatura de cultivo fue de 37 °C. La rosca de los
tubos se dejo un poco suelta para permitir la aireacion del cultivo.

6.5 Extraccion de DNA gendmico
Cada extraccion de DNA gendmico se realizé a partir de 10 mL de cultivo de Ga.
diazotrophicus. El método de extraccion por CTAB es descrito por Chachaty y Saulnier

en el 2000. Algunas modificaciones fueron hechas a dicho protocolo como sigue:

El amortiguador TE se prepar6 con 50 mM de Tris y 20 mM de acido
etilendiaminotetraacético (EDTA), disuelto en agua desionizada. La lisozima (Sigma®) y
la Proteinasa K (Invitrogen®) se preparaban cada vez que se requeria una extraccion,

pues se necesitaba que estuviera fresca al momento del uso. Cada una de estas se

—t—
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hizo a una concentracion de 10 mg/ml. La lisozima se disolvia en agua desionizada,
mientras la proteinasa K en el amortiguador especificado por el distribuidor. El
dodecilsulfato sddico (SDS), se prepard al 10% en agua desionizada. EI NaCl se
disolvia también en agua a una concentracion 5 M. En una solucién de NaCl 0.7 M se
disolvié el bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) al 10%. La proporcion del cloroformo-
alcohol isoamilico fue de 24:1 correspondientemente. El fenol-cloroformo-alcohol
isoamilico se agregaba en proporcion 25:24:1. El etanol fue preparado al 70% con agua
destilada. El amortiguador TE, el SDS, el NaCl 5M y el CTAB se esterilizaron durante

20 min para su posterior uso.

Una vez que se tenian preparados todos los reactivos para la extraccién se
sigui6 este método: En un tubo Eppendorf, se agregaron 1.5 ml de cultivo y se
centrifug6 a 10 000 rpm durante 40 segundos, repitiendo el paso las veces necesarias
hasta obtener una pastilla de células cercana a los 100 pL. Se agregaron 500 pL de
amortiguador TE y después de que las células se homogenizaran con el vortex se
centrifugaron a 10 000 rpm durante 40 segundos. Una vez hecho esto el sobrenadante
se retird y la pastilla nuevamente se resuspendid en 450 pL de TE para su posterior
centrifugacion a 10 000 rpm durante 40 segundos. Después de esto se agregaron 50 pL
de lisozima, se homogeniz6 y se incub6 a 37 °C por 30 min. Pasado este tiempo se
adicionaron 50 pL de proteinasa K, nuevamente se utilizé el vortex para homogenizar y
se incub6 a 37 “C durante 30 min. 50 yL de SDS fueron agregados, se agité e incub6 a
37 °C por 15 min. 100 yL de NaCl 5 M se adicionaron, se agité e incubd a 65 °C por 10
min. Luego se agregaron 80 uL de solucion CTAB, se agit6 e incub6 de 15-20 min a 65
°C. Una vez fria la solucion, se adicion6 un volumen de cloroformo-alcohol isoamilico
24:1, se mezcld y centrifugd 10 min a 10 000 rpm. La mezcla se separd en dos fases.
La fase acuosa (la que se encontraba arriba) fue transferida a un nuevo tubo Eppendorf
y se le agregaron 0.6 volumenes de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico. Se mezclé y
centrifugé nuevamente a 10 000 rpm por 10 min. Después de esto se observan otra vez
dos fases. La fase acuosa se separd en un nuevo tubo Eppendorf y se agregaron 0.6
volumenes de cloroformo-alcohol isoamilico, se mezcld y centrifugé 10 min a 10 000

rom. La nueva fase acuosa fue transferida a otro tubo Eppendorf para adicionarle 0.6
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volumenes de isopropanol, mezclar y centrifugar 10 min a 10 000 rpm. El sobrenadante
obtenido fue desechado y la pastilla se lavé de dos a tres veces con 1 mL de etanol al
70%, para después centrifugar a 10 000 rpm durante 5 min. El tubo se dejé secar a
temperatura ambiente o en una incubadora para deshacerse de todos los restos de
alcohol. La pastilla se resuspendié en 55 pL de agua MIQ. Finalmente se agregd 1 o 2
pL de RNAsa (Quiagen) y se incub6 a 37 ‘C por 30 min para eliminar cualquier RNA
presente. El DNA extraido se almacend a -20 °C.

6.6 Identificacion del gen gdhA para Ga. diazotrophicus PAL5 WT

Utilizando la herramienta Basic Local Alignment Search Tool (BLAST), de la base de
datos del National Center for Biotechnology Information (NCBI), se realizé un analisis
utilizando los péptidos secuenciados para la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus (Dr.
Guillermo Mendoza, Fac. de Medicina, UNAM). Inicialmente fue analizado solo el
péptido mas grande: (LPAGGKSTPMTYEAGGRQYIVTVDGGHGSFGTR), pues su
mayor tamafio asignaba especificidad superior a la basqueda. Una vez localizada la
secuencia completa para PQQ-GDH, se pudieron ubicar los cinco péptidos internos

cuya secuencia habia sido determinada.

Ya que se tenia la secuencia completa de aminoacidos para la PQQ-GDH, se
procedio a la identificacién del gen correspondiente, y a su ubicacién dentro del genoma
completo de Ga. diazotrophicus.

6.7 Disefio de oligonucledtidos

Una vez ubicado el gen gdhA dentro de la secuencia nucleotidica de Gluconacetobacter
diazotrophicus, se procedio al disefio de oligonucleétidos que amplificaran el gen gdhA
en su totalidad.

Las siguientes caracteristicas fueron tomadas en cuenta para el disefio de los

oligonucledtidos:

—t—
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Tamanfo del oligonucleétido. Se buscaron oligonucleétidos que poseyeran una
longitud entre 17 y 28 nucleétidos aproximadamente. De esta manera se puede obtener
un primer lo suficientemente especifico como para que no se anille en muchos sitios de
la secuencia, pero no tan grande como para que pueda formar multiples estructuras

secundarias.

Temperatura de fusién (Tm). Esta depende principalmente del contenido de
G+C de la secuencia, de las condiciones fisico-quimicas de la solucién y de la longitud
del primer. Entonces, entre mas pequefia sea la secuencia mas baja es su Tmy cuando
el contenido de G+C es bajo, la Tm también lo serd. En este caso, es importante tomar
en cuenta que en la reaccion de PCR para la amplificacion, se utilizan dos primers
distintos, y que dichos fragmentos poseen Tm’'s que difieren entre si. Por esto, es
necesario que las Tm's de ambos oligonucleétidos sean cercanas, y que se encuentren
en un rango entre 55 y 72 ‘C (dependiendo del contenido de C+G en el genoma).

(Pinzon, 2007;http://www.bioxeo.com/bioinfo/primers_anagrande.htm).

Especificidad. Esta caracteristica es importante para obtener productos Unicos en
el momento de la amplificacion. Es necesario que la secuencia del primer no se
encuentre en ningun otro sitio del genoma mas que a partir de donde se ha disefiado
para amplificar el fragmento deseado. En este caso, se corrobord que las secuencias de
los primers disefiados para la amplificacion del gen gdhA no se encontraran presentes

dentro de la secuencia codificante para dicho gen.

Secuencias complementarias. Es conveniente que los primers no posean
homologia intra-oligonucledtido, pues este caso puede llevar a la formacion de
estructuras dobles en el mismo oligonucleétido que interfieran con la hibridacién a la
cadena deseada. Otro punto a tomar en cuenta es la homologia entre ambos primers.
Si ésta es elevada, se pueden formar dimeros que no permitirdn la amplificacion del
producto deseado. En este caso, las estructuras que pudieran formarse entre ambos
oligonucleétidos o en cada uno de estos, fueron evaluadas utilizando el programa
PrimerSelect.

24
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Contenido en G+C y polibases. Se recomienda que el porcentaje de G+C en la
secuencia del primer esté entre un 45 y un 55%. También debe tomarse en cuenta que
no existan zonas poliG, poliC, poliA, poliT o polipirimidinas y polipurinas, es decir, la
secuencia deberd contener una mezcla de nucledtidos mas o menos azarosa

(http://www.bioxeo.com/bioinfo/primers_anagrande.htm).

Secuencia terminal 3". Es conveniente que el extremo 3"del primer o cebador
contenga G o C, pues esto aumenta la hibridacion de dicho extremo con la cadena de
ADN blanco. Esto se debe a los triples enlaces que se presentan entre dichas bases al
anillarse (http://www.bioxeo.com/bioinfo/primers_anagrande.htm). En este caso, todos

los oligonucleotidos disefiados terminan en G o en C.

6.8 Amplificacion del gen gdhA
Una vez elegidos los oligonucledtidos se procedié a estandarizar un programa de PCR
para la amplificacién del gen.

Se utilizé la mezcla Pfx SuperMix, que incluye una recombinante de DNA
polimerasa de especies de Thermococcus, Tris-SO4 (pH 8.4), proteinas termoestables
AccuPrime, (NH,4)>,S0O,4, KCI, MgSO4y dNTPs.

El protocolo inicial para PCR que se recomendaba para la AccuPrime Pfx
SuperMix, con un amplificado de aproximadamente 1500 pb, es el siguiente:

1. Desnaturalizacion 95°C 5 min (Inicial)
2. Desnaturalizacién 95°C 15 seg

3. Alineamiento 55-65 °C 30 seg

4. Elongacién 68 °C 1 min/Kb

5. Repeticion de 35 ciclos desde el paso 2

Con respecto a este protocolo se hicieron las modificaciones necesarias hasta
obtener un programa para PCR (mostrado en resultados), que amplificara
satisfactoriamente el fragmento deseado.

—t—
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6.9 Extracciéon de plasmidos
Para la extraccién tanto del plasmido pBSL98 como el pSUP202 de E.coli, se uso el kit
QIA spin miniprep (QIAGEN®). El protocolo utilizado se basé en el indicado por el

fabricante para el uso de este kit y se describe a continuacion:

Se tomaron 1.5 ml del cultivo bacteriano crecido de 12-16 horas, se colocaron en
un tubo Eppendorf y se centrifugaron a 9,000 rpm durante tres minutos. Dicha
centrifugacion se repiti6 las veces necesarias hasta obtener una pastilla de
aproximadamente 50 pl.

La pastilla de células fue resuspendida en 250 pl de amortiguador P1 (que
contiene la RNasa A) hasta que no se observaron grumos. Posterior a esto, se
adicionaron 250 pul de amortiguador P2 y se mezclé invirtiendo el tubo de 4-6 veces,
hasta que la solucidn se observaba clara y viscosa. Este paso nunca fue dejado mas de
5 min. Se agregaron 350 ul de amortiguador N3 e inmediatamente el tubo fue invertido
varias veces hasta observar que la solucion se volvia turbia. Todo se centrifugd a 13,
000 rpm durante 10 minutos. El sobrenadante obtenido en la centrifugacion fue
transferido a una columna QIlAprep cuidadosamente. La columna fue centrifugada un
minuto y el sobrenadante obtenido se descartd. Después de esto se procedié al lavado
con 500 pl de amortiguador PB, centrifugando nuevamente un minuto y descartando el
sobrenadante. Un segundo lavado se llevé a cabo con 750 ul de amortiguador PE (al
cual se agregaron 24 ml de etanol) y se centrifugd durante un minuto. Dos
centrifugaciones posteriores se hicieron después del lavado con PE, para eliminar
cualquier cantidad de amortiguador. Finalmente la columna se transfirio a un tubo
Eppendorf limpio y se agregaron 20 pl de agua estéril en el centro de la membrana. Una
altima centrifugacion se llevé a cabo, en la que el sobrenadante obtenido contenia el

plasmido extraido.
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6.10 Interrupcion del gen gdhA con casette de resistencia a antibiotico

6.10.1 Extraccion del casette de resistencia a Km y restriccién del gen gdhA
El pldsmido pBSL98 (Figura 7) extraido de E. coli fue digerido para la obtencion del
casette de resistencia a Km. Dicha restriccion fue hecha con EcoRV.

Bx

(Bs) S2 N/E Sp Sm Rl H3 Sa Ap MI Belll M1 Ap Sa H3 Tn Sp N/E §2 T;s)
Ps

b|Bh | Ps 1|xn|Kp| Neol hglheipl ‘ l Bh|Xth s
RN S S b P

HE RN

Km

Figura 7. Mapa del plasmido pBSL98. El plasmido es de 3100 pb y cuenta con un casette de
resistencia a Km de 1200 pb. En un recuadro rojo se muestran los sitios de corte para EcCoRV.
Los sitios de corte se encuentran abreviados de la siguiente manera: Ap, Apal; Bh, BamHI; Bs,
BssHII; Bx, BstXl; Cl, Clal; E, Eagl; H3, Hindlll; Kp, Kpnl; M1, Mlul; N, Nod; Nh, Nhel; Ps, Pstl;
R1, EcoRI; R5, EcoRV; S1, Sacl; S2, Sacll; Sa, Sall; Sm, Sinai; Sp, Spel; Xh, Xbal; Xh, Xhol y
Bs, BssHII. Imagen modificada de Alexeyev, y col., 1995.

El gen gdhA amplificado por PCR también fue digerido con EcoRV (Figura 8). La
enzima de restriccion EcoRV (Invitrogen®), fue utilizada tomando en cuenta el
protocolo proporcionado por el fabricante. La digestion se llevé a cabo a 37 °C durante

dos horas, utilizando el amortiguador REACT®2 incluido en el kit de la enzima.

El amortiguador REACT®2 contiene 10 mM de Tris-HCL (pH 7.4), 50 mM de KCI.
0.1 mM de EDTA, 1 mM de DTT, 200 pg/ml de BSA, 50% de glicerol y 0.1% de triton®X-
100. Cada reaccion contenia 13.2 ml, de los cuales 1.2 yL eran de amortiguador, 2 uL

de la enzima y 10 yL del DNA a cortar.
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Figura 8. Esquema de restriccion del gen gdhA con EcoRV. El esquema muestra el sitio de
corte del amplificado de 4069 pb; EcoRV corta a los 1913 pb.

6.10.2 Desfosforilacion de casette de resistencia
El casette de resistencia a Km obtenido a partir del plasmido pBSL98 fue desfosforilado
con ayuda de fosfatasa alcalina (Invitrogen®). Dicha fosfatasa es suspendida en NaCl
3 M, cloruro de magnesio 1 mM, cloruro de zinc 0.1 mM vy trietanolamida 30 mM a pH
7.5. Para que se lleve a cabo la reaccion es necesario utilizar un amortiguador

apropiado para la desfosforilacion, el cual debe ser preparado con Tris-HCL 500 mM pH
8.5 ademas de EDTA 1 mM.

El volumen para la reaccion de desfosforilacién se ajustdé a 20 uL, conteniendo
13 pL del fragmento de DNA, 2 yL de amortiguador, 3 pL de fosfatasa alcalinay 2 pL de
agua milig. La reaccion se dej6 incubar a 37 °C por dos horas.

6.10.3 Ligacion de casette con el gen gdhA
La ligacion se llevd a cabo utilizando la enzima ligasa T4 (Invitrogen®), en el
amortiguador correspondiente. ElI amortiguador contiene Tris-HCI 250 mM a pH 7.6,
MgCl, 50 mM, ATP 5 mM, DTT 5 mM y 25 % de polietilen glicol-3000. La enzima se
encuentra disuelta en Tris-HCI 10 mM a pH 7.5, KCl 50 mM, DTT 1 mM y 50 % de
glicerol.
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Para cada reaccién se agrego6 el casette de Km en proporcién 3:1 con respecto al
amplificado de gdhA, ambos previamente digeridos con EcoRV; por ejemplo, se
adicionaron 5 ul del amplificado y 15 pl del casette. También se adicionaron 4 ul de
ligasa T4y 6 pl del amortiguador. La reaccion se dej6 toda la noche a 14°C.

6.11 Construccion de plasmido con gen gdhA interrumpido

6.11.1 Restriccion de pSUP202 y gdhA interrumpido
El plasmido pSUP202 (Figura 9), extraido de E.coli y el gen interrumpido con el casette
de resistencia a Km (gdhA::Km) mostrado en la figura 10, fueron digeridos con Sphl
(Invitrogen®), utilizando el amortiguador REACT®6 que se recomienda para la enzima.
Dicho amortiguador contiene de Tris-HCL 50 mM (pH 7.4), MgCl, 6 mM, NaCl 50 mM y
KCI 50 mM.

EcoR1
Ap
Pst]
Hind 01

BamH]I

Te

Spitl
Sall

pSUP202

Figura 9. Mapa del plasmido pSUP202. Dicho vector posee resistencia a Ap, Cm y Tc. El
plasmido posee un sito de corte para Sphl (marcado en rojo) que interrumpe su resistencia a
Tc. Imagen modificada de Archambault, 1998.
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Figura 10. Mapa de restriccion para EcoRV y Sphl. Se muestran los sitios de corte de las
enzimas sobre el amplificado interrumpido con el casette de resistencia a Km.

Cada reaccién contenia 13.2 pL, de los cuales 1.2 uL eran de amortiguador, 2 uL
de la enzima Sphl y 10 uL del DNA a cortar. Cada digestion se llevo a cabo incubando

la reaccion a 37 °C durante dos horas.

6.11.2 Ligacion de pSUP202 y gdhA interrumpido
Una vez digerido el plasmido pSUP202 y el fragmento gdhA::Km con Sphl, ambos

fueron ligados con ligasa T4 (Invitrogen®).

Para cada reaccién se agreg0l el inserto gdhA::Km en proporcion 3:1 con
respecto al plasmido pSUP202, ambos previamente digeridos con Sphl; por ejemplo, se
adicionaron 5 pl del plasmido y 15 ul de gdhA::Km. También se adicionaron 4 pl de

ligasa T4y 6 pl del amortiguador. La reaccion se dej6 toda la noche a 14°C.

6.12 Transformacion y clonacién de la construccion en E. coli DH5a

6.12.1 Competentes
Se inocularon 10 ml de medio LB con 50 pl de un cultivo activo de E. coli DH5a. El
cultivo se crecié a 37 ‘C en agitacion constante hasta que la densidad 6ptica medida a

560 nm se encontraba entre 0.6 y 0.8.
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Una vez que el cultivo habia crecido lo suficiente, se enfrio en hielo a 4 'C y se
centrifugé 10 minutos a 6,000 rpm. Los tubos fueron decantados y se mantuvieron en
hielo, a lo largo del proceso. La pastilla formada se resuspendio en 10 ml de CacCl, 100
mM y se dej6 en hielo durante 60 minutos. Después de esto se centrifugé nuevamente
durante 10 minutos a 6,000 rpm y el contenido se decanto. La pastilla fue resuspendida
en 2 ml de CaCl; 100 mM.

6.12.2 Transformantes
El DNA a transformar (Tabla 2) se coloc6 en tubos Eppendorf y se dej6é en hielo durante
10 minutos. A cada uno de los tubos se agregaron 200 ul de las células competentes.
Inmediatamente después, los tubos fueron volteados cuidadosamente para
homogenizar la mezcla y se colocaron en hielo durante 30 minutos, invirtiendo
esporadicamente. Durante 90 segundos se calentaron en un termoblock a 43 °C para
posteriormente ponerlos en hielo por dos minutos. Pasados los dos minutos se agrego a
cada tubo un mililitro de medio LB con glucosa al 0.3 % (100 pl de solucién de glucosa
al 3 % en 900 pl de medio LB). Los tubos se incubaron a 37 °C y en agitacién durante

1:30 hs y después se centrifugaron.

Tabla 2. Placas sembradas. Puede observarse la cantidad de DNA que se agreg6 a cada placa
de LB, ademas del antibidtico que fue utilizado en cada caso para la seleccion de las
transformantes. Cada caja se hizo por duplicado.

Placas sembradas
Antibiotico de seleccién DNA agregado
Ap 0 ul DNA
(100 pg/ml) 2 pl de pSUP202
Ap 0 ul DNA
(100 pg/ml) 2 pl de ligacion pSUP202-gdhA::Km
Km 4 pl de ligacion pSUP202-gdhA::Km
(25 pg/mil) 6 ul de ligacion pSUP202-gdhA::Km
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Finalmente las pastillas se resuspendieron en 80 pyl de MgSO, 10 mM vy se
sembraron en cajas de LB con agar. Cada caja contenia distintos antibiéticos de

seleccion (Tabla 2).

Todas las placas se incubaron a 37 °C durante 24 horas.

6.13 Mutante M3

6.13.1 Actividad de oxidasas en células enteras
Para corroborar que la cepa M3 de la que se extrajo el DNA fuera realmente mutante en
glucosa deshidrogenasa, se midieron las actividades de oxidasa. Esto se hizo con la
ayuda de un oximetro con electrodo tipo Clark, a una temperatura de 30 °C de acuerdo
al protocolo sugerido por Escamilla y col. en 1987,

La mezcla total se llevé a 2 ml conteniendo 1.9 ml de amortiguador de fosfatos
pH.6, 5 mg/ml de células enteras de Ga. diazotrophicus M3 y 10 mM del sustrato
(aldehido o glucosa en este caso, disueltos en agua a una concentracion de 1 M).

El amortiguador de fosfatos se preparé con fosfato de potasio dibasico a una
concentracion de 50mM, se disolvié en agua destilada y el pH se ajusto a 6.0.

6.13.2 Amplificacion del gen gdhA de la mutante M3
Utilizando el mismo programa de PCR, ademas del mismo par de oligonucleotidos
usados para la amplificacién del gen gdhA de Ga. diazotrophicus WT, se amplificé el

gen gdhA de la cepa mutante M3 a partir de DNA gendmico de dicha cepa .

6.14 Electroforesis
Todas las extracciones, restricciones, amplificaciones, construcciones y demas técnicas

de DNA llevadas a cabo, fueron corridas por electroforesis en un gel de agarosa al 1 %.
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Cada 25 mg de agarosa se disolvieron en 25 ml de amortiguador TBE 1X. Dicho
amortiguador se prepard en una solucion stock a 10X y se disolvia 10 veces cada que
se utilizaba. La solucién de TBE stock contiene tris 1M, acido borico 0.9 My EDTA 0.01
M, a un pH 8.0 final.

Como marcador de peso molecular se utilizé el 1 Kb DNA ladder (New England
Bio Labs®) en todos los casos. El voltaje utilizado para correr cada gel varié entre 80 y

90 volts, con una resistencia cercana a la mitad del voltaje.

Los electroforamas resultantes se revelaron con bromuro de etidio bajo luz UV. El
bromuro de etidio se prepar6 en una solucion stock a 5 mg/ml. Para el revelado de los
geles se diluia 1 ml de la solucion stock preparada en 200 ml de agua desionizada.
Cada gel era sumergido en la solucién durante 5 minutos para posteriormente colocarlo
en un transiluminador para poder observar las bandas obtenidas por fluorescencia del
colorante en la luz UV.
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VIl. Resultados

7.1 Mutante de Ga. diazotrophicus deficiente en actividad de PQQ-GDH
7.1.1 Cepa M3

Como se menciona en la introduccion, la fermentacion oxidativa (oxidacion directa de
sustratos en el espacio periplasmico), es la via mas importante para la utilizacién de
glucosa en Ga. diazotrophicus (Stephan y col., 1991; Attwood y col., 1991). En esta
bacteria las enzimas claves de las rutas de Embden-Meyerhof-Parnas (6-
fosfofructocinasa y 1-fosfofructocinasa) y Entner-Doudoroff (6-fosfogluconato
deshidratasa y 2-ceto-3-desoxifosfogluconato aldolasa) estan ausentes (Alvarez vy
Martinez-Drets, 1995; Attwood y col., 1991).

Por esta razon, es muy importante determinar cudl es la importancia fisiol6gica

de la PQQ-glucosa deshidrogenasa membranal.

En el laboratorio, como parte de la tesis doctoral de Marcela Zuleta (Tesis
doctoral en preparacion), se obtuvo por medio de la utilizacion del mini-transposon TN5,
una mutante incapaz de acidificar el medio; la falta de acidificacion en el medio puede
ser atribuida a la ausencia de actividad de la glucosa deshidrogenasa, lo que
ocasionaria que no se produjera el acido glucénico. Esta mutante era una buena
candidata para ser PQQ-GDH" y fue nombrada M3. La mutante fue caracterizada en
cuanto a crecimiento y actividades asociadas con la fermentacion oxidativa (Cerqueda,
2010).

Los resultados obtenidos por Cerqueda (2010), confirmaron la casi nula actividad
de PQQ-GDH en la mutante M3. Sin embargo, es muy importante destacar que las
otras actividades de deshidrogenasas dependientes de PQQ también se vieron
afectadas. La PQQ-ADH y también la PQQ-ALDH, aumentaron su actividad 0.5 y 10
veces respectivamente. A pesar de ello, las actividades de oxidasas asociadas a estas
deshidrogenasas disminuyeron apreciablemente. Estos resultados nos muestran que
como resultado de la mutacién no solo la PQQ-GDH, sino aparentemente toda la
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cadena respiratoria se vio afectada en su funcion. La falta de actividad a nivel de
oxidasas, aun con actividades de deshidrogenasas aumentadas, nos sugiere una
posible afectacién a nivel de la sintesis de la ubiquinona o de la oxidasa terminal. Estos
resultados nos llevan a postular a la cepa PQQ-GDH" obtenida, como una mutante

pleiotropica.

Tratando de explicar los resultados obtenidos con la caracterizacién de la cepa
M3, decidimos analizar si el gen que codifica para la PQQ-GDH de esta mutante,

mostraba la insercidén de alguna secuencia que estuviera afectando su expresion.

7.2 Identificacion del gen gdhA en el genoma de Ga. diazotrophicus PAL5 WT

La PQQ-GDH habia sido purificada y caracterizada en la tesis doctoral de Martin Sara
(Tesis doctoral en preparacion). A partir de la Gnica banda obtenida del analisis
electroforético en condiciones desnaturalizantes de la proteina purificada por Sarda, se

obtuvieron las secuencias de aminoacidos de varios péptidos internos de la enzima.

Empezamos por localizar los péptidos secuenciados en el genoma de Ga.
diazotrophicus. Inicialmente se utiliz6 sélo la secuencia del péptido interno mas grande
de la GDH purificada. Con esto logramos identificar la secuencia completa de la
proteina (GenBank No. de acceso ACI52819; CAP57220), que tiene una alta homologia
con las PQQ-GDH de G. oxydans (98% de homologia; YP_190704.1) y A. pasteurianus
(98% de homologia; YP_003187162.1), bacterias que también forman parte de la
familia de BAC.

Una vez localizada la secuencia completa de la proteina, se identificaron en

ella todos los péptidos internos secuenciados de la enzima purificada (Figura 12).

Hecho esto, se procedié a la identificacion del gen correspondiente, y a su
ubicacion dentro del genoma completo de Ga. diazotrophicus (GenBank No. de acceso
NC 010125.1; NC_011365.1).
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Figura 11. Organizacion y localizacion del gen gdhA en el genoma de Ga. diazotrophicus (No
de acceso GenBank AM889285 del 3367325 al 3374500). Se muestra la ubicacion del gen

aldG aldH

v

gdhA con respecto al operdn codificante de la enzima ALDH.

La PQQ-GDH es codificada por un solo gen, el gen gdhA que se localiza entre el
nucleotido 3367325 y el 3369742 (GenBank No de acceso CAP57220.1), y tiene una
longitud de 2418 pb. Se encuentra rio arriba del operon que codifica para la ALDH de

esta bacteria (Figura 11).

301

541

60l

66l

781

Figura 12. Localizacion de los péptidos internos secuenciados a partir de la PQQ-GDH pura,
en la secuencia de aminoicidos de la PQQ-GDH de Ga. diazotrophicus. (*)=identidad,

MNIROGLRPVLAITAVVYALVGLY LIAGGIWLTALGGS LYY LIAGATLLVTAVLLLRRERO
EATLWVYART L IGTMVWAVGEVGLDFWALAPRGDILVPLGIWLMLPPITRNLGTRNLGTED
ILAPPSEAAOVPLGLAVGARAVVVVVAATLTODPODIAGSLPOVAQNAPTPGDAGEIFDEDWO
AYGRTGFGDREFSPLEQITPDNVHNLEVAWTFRTGDVEGPHDPGEETDETTPIEIRDTVYL

CEPHOILFALDAATGELEWEFDPRELTYNSTEFOHMT CRGVSYHETAQGAETIDGAQAPVDC
IEHHENEFQHMT
R s
GHRIFLFTNDGELFALDAETGERCHNF GDDGMVDLEAGEVVRETAGEFEAT SPPVVTDEMV
IFLPTDDGR

LR R R NS

IVSGAVMDNY STHEPSGVTRGFDVYTGRLVWVEDAGNPDPNEMPSDTHHEVGNSPNSWIV
SSYDPELNLIFIPMGVOTPDIWGGNRGADARRYASSILATNADTGELAWSYQTVHHDLWD

MDIPAQPSLVDVRTAGGDIVPALYAPARRTGNIEVLDERTGTPIVPAPETRVPOGPAPGDH
TEGNIFWLDER
dedede de ke ok ke

LSPTOPFSELTFRPENNLTGADMWGGTMEDOLMCRIMFHOLRYDGPFTPPSLOGTLVEPRPG
NLGMFEWGGLAVDPVROIATANPIATIPEFVSELIPRGPNNPASPDASQPSGSETGVOPMEG

VPYGVTLSPFLSPLGLPCERRPAWGFMAGIDLETNT IVWMHENGTIRDSAFPLEFIFFELGVE
FLPLFFK
WK KR
SLGGPLTTAGGVAFLTSTADFYIRAYDVTTGROLWODRLEFAGGOSTEMT YAVGEROFIVT
LPAGGESTPMTYEAGGROYIVT
Wkkk ko Rk kk Rk WK kR Rk R
ADGGHGSFGTELEGDYVVAYALPEAH
VDGGHGSFGETR
L ek ek kW K

(:)=sustitucion conservativa; (.)=sustitucién semiconservativa.
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7.3 Disefio de oligonucledtidos

Una vez identificada la secuencia de nucleétidos que codifica para la PQQ-GDH,
procedimos a disefiar los oligonucle6tidos que nos permitieron amplificar el gen. Los
oligonucledtidos disefiados fueron probados utilizando el programa PrimerSelect de
DNAMan. En la tabla 3 se muestran algunas de las caracteristicas obtenidas para cada

uno de los oligonucleétidos disefiados.

Tabla 3. Caracteristicas de los oligonucleétidos disefiados para la amplificacion del gen gdhA.
Estos resultados se obtuvieron con la ayuda del programa PrimerSelect.

Nombre Secuencia Longitud | Tm | G+C| |, | 5 | LA
°C % pb

Par 1
gdhR2 | 5 GATGCGTCCGATCACGATTGTCCTG 3 25b 65.2 | 56.0 | 13

13 | 3,535
gdhF2 5 GAACAGGTGGGCGTGCTGTTCAC 3 23b 624 | 609 | 5
Par 2
gdhR2 5 GATGCGTCCGATCACGATTGTCCTG 3' 25b 65.2 | 56.0 | 13

13 | 3,806
gdhF3 5 GTCCTGCGACAACCTGCCACATAAC 3 25b 624 | 56.0 | 8
Par 3
gdhR2 5 GATGCGTCCGATCACGATTGTCCTG 3 25b 65.2 | 56.0 | 13

10 | 4,069
gdhF4 | 5 GTCATCGGCTCGATCGTCGAATACCTG 3 27b 66.1 | 55.6 | 10

H=Hairpins D=Dimeros entre primers LA=Longitud del amplificado

Como puede observarse la tabla, ninguno de los pares constituye una pareja
perfecta tomando en cuenta las caracteristicas ideales. Probablemente encontrar pares
gue tengan Tm’s cercanas o una longitud dentro del mejor rango, no es tan dificil como
el hecho de localizar algin par que no forme estructuras secundarias cuando se trabaja
con una bacteria con alto contenido en G+C como lo es Ga. diazotrophicus.
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Teniendo esto en cuenta, para la amplificacién del gen gdhA, se eligio el par de
oligonucleétidos namero tres: gdhR2 y gdhF4, que amplifican 4,069 pb. Dicha decision
fue tomada por dos criterios principales: Poseen la menor diferencia entre Tm’'s y

forman menos dimeros que los otros pares.

7.4 Amplificacién del gen gdhA
Utilizando los oligonucledtidos gdhR2 y gdhF4 se amplifico el fragmento que contenia
el gen gdhA, tanto en la cepa WT como en la M3 de Ga. diazotrophicus.

Debido al alto porcentaje de G+C presente en el genoma de Ga. diazotrophicus
(66.19 %; Bertalan y col. 2009) y al tamafio del fragmento que se queria amplificar, la
polimerasa de eleccion es la Accuprime pfx. Las cantidades para cada componente de
la reaccion de PCR sugeridas por el fabricante de esta enzima, fueron tomadas en
cuenta. Ademas, a la reaccion se adicion6 DMSO para minimizar la formacién de
estructuras secundarias, ya que la amplificacion de fragmentos ricos en contenido de
G+C algunas veces resulta en productos no esperados o nulos. Para ello se utilizé entre
5y 10% de este reactivo (Frackman y col. 1998).

El protocolo para lareaccion de amplificacion se muestra a continuacion:

e 225uL AccuPrime Pfx SuperMix (Invitrogen®)

e 1upuL gdhR2 (43.2 pmoles)

e 1uL gdhF4 (43.2 pmoles)

e 0.5uL DNA gendmico de Ga. diazotrophicus (40-50 ng aprox.)
e 2L DMSO
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Para crear un programa de PCR especifico, se tomo6 en cuenta que el amplificado
esperado es de 4,069 pb, ademas de las Tm’'s de los oligonucle6tidos disefiados. Se
amplificé con un gradiente de temperatura de alineamiento entre 55 °C y 68 °C., para
obtener la temperatura Optima. El programa que cubrié satisfactoriamente las
expectativas del amplificado deseado fue:

1 Desnaturalizacion 95°C 10 min (Inicial)
2 Desnaturalizacion 95°C 1 min

3 Alineamiento 65.4 °C 1 min

4 Elongacién 68 °C 5 min

5 Repeticion de 35 ciclos desde el paso 2

6 Elongacion 68 °C 10 min (final)

7 Hold 4°C

Los resultados de cada uno de los PCR’s se observaron por electroforesis en

agarosa al 1%. En la figura 13 se muestra un electroforama representativo.

Kb
10.0
8.0

6.0
5.0

4.0

3.0

2.0

1.5

1.0

Figura 13. Electroforama de la amplificacion del fragmento que contiene el gen adhA. En el
carril 2 se observa el fragmento obtenido en la amplificacion en la cepa WT, y en el carril 1 el
marcador de peso molecular (1Kb DNA Ladder New England BioLabs®).
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En el electroforama podemos ver una banda cercana a los 4,000 pb, lo que
corrobora que el fragmento amplificado es el que se esperaba. La banda se observa
bastante limpia, sin otras bandas inespecificas.

Para determinar si existia algun tipo de insercion en el gen ortélogo de la
mutante M3, el gen fue amplificado utilizando los oligonucleétidos disefiados para la
cepa WT.

En la figura 14 se observa la amplificacion del gen gdhA, tanto de la mutante M3
como de la cepa WT de Ga. diazotrophicus.

Figura 14. Electroforama de los fragmentos amplificados en las cepas WT y M3 de Ga.
diazotrophicus. En el carril dos se muestra la amplificacion del gen gdhA en WT y en el carril
namero tres la amplificacion del gen en M3. Se puede ver que ambos fragmentos tienen el
mismo tamafio (4069 pb). El carril uno corresponde al marcador 1Kb DNA Ladder (New
England BioLabs®).

Los resultados nos muestran que ambos amplificados tienen el mismo tamafo
(4069 pb), por lo que podemos afirmar que el gen gdhA de la mutante M3 no esta
interrumpido por el transposon; este resultado apoya nuestra idea inicial de que la

mutante M3 es el resultado de una mutacion pleiotropica.

Entonces, la pregunta original sobre la importancia de la PQQ-GDH en Ga.

diazotrophicus seguia sin contestarse. Para tratar de hacerlo decidimos obtener una
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mutante en la que el gen estuviera interrumpido por la secuencia de un casette de
resistencia a antibiéticos, lo que efectivamente garantizaria que el fenotipo obtenido es

resultado de una deficiencia en la expresion de esta enzima.

7.5 Determinacién de la sensibilidad a antibi6ticos de Ga. diazotrophicus WT
Iniciamos el trabajo buscando cual era el casette de antibiéticos mas adecuado,
corroborando la sensibilidad natural de Ga. diazotrophicus a los antibiéticos usados

cominmente.

Tabla 4. Sensibilidad de Ga. diazotrophicus WT a antibidticos. Los antibioticos fueron
agregados en concentraciones usualmente utlizadas: en el caso de que se presentd
crecimiento a estas concentraciones, estas fueron aumentadas. Las "X" indican el crecimiento
cualitativo. 0 indica que la bacteria no crecio, mientras que XXXX corresponde al méaximo
crecimiento.

Antibiético Concentracion | Crecimiento de
en pug/mL la cepa WT
Ausente - XXXX
Espectinomicina 100 XXXX
Neomicina 60 XXXX
Estreptomicina 200 XXX
Tetraciclina 25 XXX
Tetraciclina 50 X
Cloranfenicol 25 XXX
Cloranfenicol 50 XX
Ampicilina 200 X
Gentamicina 30 0
Kanamicina 50 XXXX
Kanamicina 100 XX
Kanamicina 250 0
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La bacteria fue inoculada en cultivos liquidos a los que se les afiadi6 el
antibidtico correspondiente. Después de incubar a 30 ‘C durante 24 horas, los cultivos
se observaron cuidadosamente. El cultivo crecido en medio LGI sin antibiético nos
indic6 cual podria ser el maximo crecimiento. Los resultados obtenidos pueden

observarse en la tabla 4.

Como puede verse en la tabla 4, Ga. diazotrophicus es una bacteria que posee
resistencia natural a casi todos los antibioticos que fueron probados. Esta caracteristica
hace muy dificil la seleccion de mutantes cuando éstas se obtienen por interrupcion del

gen con un casette de antibidticos.

Con base en estos resultados, se disefid un protocolo para la mutacion,
tomando en cuenta las resistencias o sensibilidades a antibiéticos que posee la

bacteria.

7.6 Eleccién de plasmidos

Al revisar la bibliografia nos encontramos con que los plasmidos que podiamos utilizar
eran muy pocos. La mayoria de los plasmidos comerciales estan disefiados para ser
utilizados en bacterias con un bajo contenido en G+C, como Escherichia coli. Sus sitios
unicos de clonacion tienen restricciones que son adecuadas para este tipo de bacterias,
pero que son poco utiles en bacterias como Ga. diazotrophicus; ademas, bacterias
como E. coli son sensibles a los antibioticos cuyos casette de resistencia se encuentran
en este tipo de plasmidos y como determinamos anteriormente, Ga. diazotrophicus es
resistente a la mayoria de ellos.

Al momento de realizar el presente trabajo contabamos con los plasmidos
pSUP202 y pBSL98 que se encontraban en E. coli. Los plasmidos fueron extraidos de

esta bacteria utilizando el procedimiento mencionado en el apartado de métodos.

En la figura 15 puede observarse el resultado de la extraccion del plasmido pBSL98:
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Figura 15. Extraccion del plasmido pBSL98. El segundo carril corresponde a la extraccion del
plasmido pBSL98 de 4300 pb. El peso del plasmido parece mayor ya que se encuentra cerrado
y no corre de la misma forma en el gel de agarosa que un fragmento linear. En el carril uno se
muestra el marcador (1Kb DNA Ladder de New England BioLabs®).

A pesar de que el tamafio real del plasmido es de 4,300 pb, en el gel puede
observarse un tamafio mayor, cercano a los 6,000 pb. Esto se debe a que el plasmido
se encuentra cerrado por lo que corre de forma distinta en la agarosa. Lo mismo sucede
para el plasmido pSUP202 no mostrado. Este segundo plasmido tiene un tamafio real
de 7,820 pb, pero al realizarse el analisis electroforético la banda se observa arriba de
los 10,000 pb.

El plasmido pBSL98 posee un casette de resistencia a Km y sera utilizado para
la interrupcion del gen gdhA. Para asegurar la seleccion de mutantes en Ga.
diazotrophicus, la kanamicina se utlizara a una concentracion de 250 pg/ml. El
plasmido pSUP202 se utiliz6 como vector de clonacion.

—t—
—

43


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

7.7 Interrupcion del gen gdhA con el casette de resistencia a antibiotico

Como se mostro en el apartado 7.4, habiamos sido capaces de amplificar un fragmento
de 4,069 pb conteniendo el gen gdhA, a partir del DNA cromosomal de Ga.
diazotrophicus. El procedimiento ideal para interrumpir este gen seria que el fragmento
fuera clonado en un plasmido y transformado en E. coli, para asi obtener una cantidad
adecuada del fragmento y llevar al cabo la interrupcion del gen con el casette de
resistencia al antibiético. Como mencionamos, el casette con el que contabamos era el
de resistencia a Km y seria extraido del plasmido pBSL98. Los patrones de restriccion
del plasmido pBSL98 y del gen gdhA nos mostraron que la Unica enzima que podiamos
utilizar para la insercion del casette en el gen era EcoRV. Sin embargo, al obtener el
patron de restriccidon del plasmido pSUP202, en el que ibamos clonar el fragmento, nos
percatamos que este plasmido también era cortado con EcoRV. Por esta razon,
decidimos interrumpir el gen con el casette de Km primero y después clonarlo en el
plasmido pSUP202, esperando que la cantidad de la construccion clonada fuera
suficiente para transformar después a E. coli DH5a

Para ello, tanto el plasmido pBSL98 como el amplificado que contiene el gen
gdhA fueron digeridos con EcoRV. De la restriccion del pldsmido se obtuvieron dos
bandas, una correspondiente al casette de resistencia a Km con un tamafo de 1,200
pb, y otra que pertenece al resto del plasmido, de 3100 pb. El amplificado cortado con la
misma enzima también muestra dos bandas, de 1,913 y 2,156 pb. Los resultados de

estas restricciones se muestran en la figura 16.

Los cortes que se obtuvieron gracias a la digestion con EcoRV (GAT|ATC)
fueron romos. Para evitar que el casette se ligara a si mismo en la reaccion de ligacion
con el amplificado, se hizo una desfosforilacion. Este paso da méas oportunidades de

gue el casette de Km se ligue al amplificado digerido.

—t—
—

44


http://www.novapdf.com
http://www.novapdf.com

Figura 16. Restricciones con EcoRV del fragmento de PCR y el plasmido pBSL98. El carril 2
corresponde a la restriccion del amplificado de PCR y el carril nmero 3 corresponde a la
restriccion del plasmido pBSL98. El carril 1 corresponde al marcador (1Kb DNA Ladder de New
England BioLabs®).

7.7.1 Ligacion del casette de resistencia y el gen gdhA
La digestion del fragmento con EcoRV nos permite ligar el casette de resistencia a
kanamicina (Km) aproximadamente a la mitad del gen gdhA (Figura 18). Los resultados

de esta ligacion pueden verse en la figura 17.

Figura 17. Interrupcion del fragmento que contiene el gen gdhA
con el casette de Km. El carril 2 corresponde a 5 pl de la reaccion
de ligacion. Se observa una banda delgada arriba de los 5000 pb
que corresponde a la ligacion de ambos fragmentos del
amplificado de PCR con el casette de resistencia a Km. A 3000
pb se ubican restos del plasmido, a 2000 pb ambas partes del
amplificado gdhA digerido y a 1200 pb el casette de Km. El carril
1 muestra el marcador (1Kb DNA Ladder de New England
BioLabs®).
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Una ligacion es dificil de observar en un electroforama, ya que muchas veces la
cantidad de DNA que se liga es muy poca. En este caso se observa una banda delgada
arriba de los 5000 pb. Esta banda corresponde a la ligacion de ambos fragmentos del
amplificado de PCR (4069 pb) con el casette de resistencia a Km (1200 pb), por lo que
el tamafo de la banda esperado es de 5269 pb (Figura 18), que corresponde con la
banda superior en el electroforama. Las otras cuatro bandas en el gel, son los DNA
digeridos con EcoRV que no se ligaron (a 3000 pb restos del plasmido; a 2000 pb
ambas partes del amplificado gdhA digerido; a 1500 pb el casette de Km).

A
1200 pb
2| 2
g Casette Km S
w w
-
x
8
w
[) A0 O
4069 pb
B

LU HGER R RS Casette Km

I EcoRV
|EcoRV'

5269 pb

gdhA::Km

Figura 18. Esquema de la interrupcion del gen gdhA. A) Sitio de insercion del casette de
resistencia a kanamicina en el amplificado que contiene el gen. B) En esta imagen se observa
gdhA::Km, donde se ligaron el casette de Km y el amplificado gdhA. El tamafio final fue de 5269
pb.
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7.8Clonacion de gdhA::Km en el plasmido pSUP202.

Una vez obtenido el gen con el inserto gdhA::Km, se procedi6 a ligarlo a un vector de
clonacion, el plasmido pSUP202. Para ello, tanto el plasmido pSUP202 como
gdhA::Km fueron cortados con Sphl. En la figura 19 se puede observar la restriccion del

plasmido.

Figura 19. Restriccion del plasmido pSUP202 con Sphl. En el carril dos se corrieron 3 pl de la
reaccion de restriccion del plasmido pSUP202 de 7820 pb con Sphl. El carril uno corresponde al
marcador (LKb DNA Ladder de New England BioLabs®).

El plasmido pSUP202 solo fue linearizado al ser tratado con Sphl, por lo que el
tamafio no cambia (7820 pb). Este corte interrumpe la resistencia a Tc, dejando

solamente dos resistencias en la secuencia del plasmido: Ap y Cm.

La construccion gdhA::Km se corté en dos sitios por la enzima. Inicialmente el
tamafno de gdhA::Km era de aproximadamente 5269 pb, con ambos cortes se pierden

635 pb por lo que el tamafio final es de 4634 pb.
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El corte con Sphl se da en la secuencia GCATG|C, dejando cortes pegajosos 0
cohesivos tanto en el vector como en el gen interrumpido. Ambos fragmentos fueron

ligados dando como resultado el pSUP-gdhA::Km (Figura 20).

Sphi
Sphi

pSUP-gdhA:Km

pSUP202

7820 bp 12454 pb

A B

Figura 20. Esquema del gen gdhA::Km introducido en el plasmido pSUP202. A) Se observan
los sitios de corte para Sphl tanto en gdhA:Km como en el plasmido pSUP202. B) Se
esquematiza la construccion final pSUP2002-gdhA::Km con un tamafio de 12,454 pb (4,634 de
gdhA::Km + 7,820 del plasmido).

7.9 Transformacién de la construccion

La construccion clonada pSUP-gdhA::Km, fue transformada en E. coli DH5a. Como
controles se sembraron células de la bacteria a las que no se adicioné DNA externo y
por lo tanto son sensibles a los antibi6ticos utilizados (Ap y Km) ademas de células que
habian sido transformadas con el plasmido pSUP202 y por tanto serian resistentes solo
a ampicilina. Las transformantes se seleccionarian por su sensibilidad a ampicilina
(casette que lleva el plasmido) y kanamicina (casette con el que se interrumpié el gen).
Las células fueron sembradas en medio LB con los antibiéticos mencionados y se
incubaron a 37 °C. Después de 24 horas de incubacién se observo crecimiento sélo en
las placas con ampicilina, donde se sembraron células transformadas con el plasmido.

Para estar seguros de que la falta de crecimiento no era porque faltdé tiempo de
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incubacion, las placas se dejaron incubar otras 24 horas. Pasado este tiempo, el

crecimiento fue revisado nuevamente y se observd como se muestra en la Tabla 5.

Tabla 5. Transformacion de pSUP-gdhA::Km. El crecimiento positivo se muestra con v y el
negativo con una X.

Crecimiento de Placas de LB
Antibiotico de DNA agregado Crecimiento
seleccion
Ap 0 ul DNA X
(100 pg/ml) 2 ul de pSUP202 v
Ap 0 Ul DNA X
(100 pg/ml) 2 ul de ligacion pSUP202- X
gdhA::Km
Y 4 pl de ligacion pSUP202- X
gdhA::Km
Km 6 pl de ligacion pSUP202- X
(25 pg/ml) gdhA::Km

Como puede verse en la tabla 5, Las células donde no se adicion6 DNA externo
no crecieron, como era de esperarse ya que son sensibles a ambos antibiéticos. Las
células que fueron transformadas con el vector crecieron de manera adecuada,
mostrando como era de esperarse resistencia a ampicilina, por lo que podemos afirmar
que la transformacion fue eficiente. Las células transformadas con la ligacion no
crecieron en las placas que contenian ambos antibiéticos. Con esto pensamos que al
no haber sido clonado el amplificado gdhA antes de interrumpirlo con el casette de Km,

la concentracion posiblemente no fue suficiente para transformar.
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VIII. Discusién

La importancia de la fermentacion oxidativa, como via para utilizar la glucosa en
Gluconacetobacter diazotrophicus (Stephan y col., 1991; Attwood vy col., 1991), hace
significativo determinar el papel fisiologico de la PQQ-glucosa deshidrogenasa

membranal en ésta bacteria.

Por ésta razén quisimos generar una mutante PQQ-GDH’, que ayudara a
conocer el papel de la enzima en la fisiologia de la bacteria.

La mutante M3, que presenta una actividad muy disminuida de PQQ-GDH,
parecia una buena opcién para esta investigacion. Sin embargo, al ser caracterizada en
cuanto a crecimiento y actividades asociadas con la fermentacion oxidativa por
Cerqueda en el 2010, se encontré que no solo estaba afectada la actividad para PQQ-
GDH, sino que las actividades de PQQ-ADH y PQQ-ALDH aumentaron, mientras las
actividades de las oxidasas asociadas disminuyeron. Por tanto, en la mutante M3 toda
la cadena respiratoria esta afectada, posiblemente a nivel de ubiquinona o de la oxidasa

terminal, lo que postulaba a la mutante como pleiotrépica.

Para explicar estos resultados decidimos localizar el gen codificante de la
glucosa deshidrogenasa membranal, tanto en la cepa WT como en la mutante M3 de
Ga. diazotrophicus, para determinar si existia alguna secuencia que interrumpiera el
gen, y que afectara la expresion de la glucosa deshidrogenasa membranal en la cepa

mutante.

Basandonos en las secuencias de péptidos internos obtenidos a partir de la
PQQ-GDH purificada por Sara, localizamos el gen gdhA (GenelD:5790698), que
codifica para la PQQ-GDH en Ga. diazotrophicus. Establecimos que la enzima es
codificada por un solo gen, que se ubica rio arriba del operén codificante para ALDH,
como ha sido reportado también para Ga. europeaus (Thurnery col., 1997) (Figura 11).
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Como resultado de que la mutante fue obtenida por la utilizacion del
minitransposén Tn5, podria esperarse que hubiera alguna secuencia insertada en el
gen gdhA, que fuera la causante de la drastica disminucion en su actividad. El andlisis
por electroforesis de la amplificaciéon del gen gdhA tanto de WT como de M3, mostro el
mismo tamafio en ambas cepas (4,069 pb) (Figura 14), indicando que en la cepa
mutante, el gen codificante de la glucosa deshidrogenasa membranal no posee la

secuencia del transposén que lo interrumpa y por tanto afecte su expresion.

De acuerdo a estos resultados, aun no se tenia una mutante especifica para la
PQQ-GDH. Por tanto, la pregunta que se planted inicialmente sobre la importancia de la
glucosa deshidrogenasa membranal en Ga. diazotrophicus, no podia ser contestada
con la ayuda de M3.

Para tratar de contestar ésta interrogante, decidimos obtener una mutante que
tuviera el gen gdhA interrumpido con un casette de resistencia a antibidtico. Dicha
mutacion garantizaria que el fenotipo obtenido en la mutante se deba exclusivamente a
la falta de expresién de la PQQ-GDH.

Para conseguir la mutante mencionada tuvimos que hacer uso de plasmidos,
tanto para obtener el casette de resistencia a antibiético, como para clonar el gen. En
general, los sitios Unicos de clonacién presentes en dichos plasmidos poseen
restricciones comunes, que muchas veces no se localizan en Ga. diazotrophicus. El alto
contenido en G+C de esta bacteria tiene como consecuencia que los sitios de
restriccion que posee, son en su mayoria inespecificos o raros, como mencionan
Martins y col. (2008) en su estudio para generar un mapa genético de la bacteria. Esta
caracteristica del genoma, dificulta el disefio adecuado de protocolos para clonacién, ya
gue muchos de los sitios de restriccion localizados en los polilinkers de los plasmidos,
no se encuentran en la secuencia de Ga. diazotrophicus. Ademas, los casettes de estos
vectores normalmente otorgan resistencias a antibiéticos a los cuales la bacteria ya es
resistente de manera natural, por lo que la seleccion de mutantes obtenidas por

interrupcion del gen con casette de antibiético, se vuelve complicada.
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Al comienzo de éste trabajo se contaba con los plasmidos pSUP202 y pBSL98
qgue se encontraban en E. coli. El primero de éstos confiere resistencias a Tc, Cmy Ap,

mientras el segundo posee un casette de resistencia a Km.

El andlisis de restriccion de los plasmidos y del gen gdhA, nos mostré que
solamente podiamos usar el casette de Kmy que debiamos interrumpir el gen antes de
clonarlo. Esto es, el gen gdhA sdélo se corta por dos enzimas, que a su vez se
encuentren presentes en el polilinker y nos permitan obtener el casette de Km del
plasmido pBSL98. Estas dos enzimas fueron BstXl y EcoRV; como la primera es
sumamente inespecifica, la Unica opcidn convincente para sacar el casette fue
interrumpir el gen con EcoRV. Sin embargo, existia un problema con la utilizacion de
esta enzima de restriccién, EcCORV corta también en la secuencia del pSUP202, por lo

gue el gen no podia ser clonado en este plasmido antes de ser interrumpido.

A partir del fragmento amplificado por PCR que contenia al gen gdhA, obtuvimos
el gen gdhA::Km, donde el gen se interrumpe con el casette de resistencia a Km.

Dado que la restricciones presentes tanto en los plasmidos como en el gen
gdhA, no permitieron que el fragmento conteniendo al gen fuera clonado antes de ser
interrumpido, la concentracion del gen con el inserto fue muy baja y por tanto a partir de
su clonacién en el vector pSUP202 se obtiene baja concentracion del plasmido pSUP-
gdhA::Km.

La baja concentracion del plasmido pSUP-gdhA::Km da como resultado una
muy poco eficiente transformacién en E. coli DH5a de la construccion, ocasionando que

no pudiera ser seleccionada alguna mutante.
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IX. Conclusiones

e La secuencia de los péptidos internos de la PQQ-GDH purificada nos permitio
identificar en el genoma completo de Ga. diazotrophicus el gen codificante de la
PQQ-GDH. Dicho gen (gdhA) se localiza entre el nucledtido 3,367325 y el
3,369742 (GenelD:5790698), y tiene una longitud de 2,418 pb.

e El par de oligonucleétidos gdhR2 y gdhF4 disefiados para la amplificacion del
gen gdhA, amplifican 4,069 pb dentro de los cuales se localizan las 2,418 pb del
gen gdhA.

e Las amplificaciones del gen gdhA tanto para WT como para M3, con los
oligonucleétidos mencionados, mostraron el mismo tamafio (4,069 pb) en ambas
cepas. Dichas amplificaciones confirman que el gen gdhA no se encuentra

interrumpido en la mutante M3.

e El hecho de que el gen gdhA no esté interrumpido en M3 aunado a los resultados
bioquimicos obtenidos por Cerqueda (2010) apoya la propuesta de que M3 es

una mutante pleiotrépica.

e Gluconacetobacter diazotrophicus posee resistencia natural a la mayoria de los
antibidticos que fueron probados: a espectinomicina (100 pg/ml), neomicina (60
pug/ml), estreptomicina (200 pg/ml), tetraciclina (25 y 50 ug/ml), cloranfenicol (25 y
50 pg/ml) y ampicilina (200 pyg/ml). Ga. diazotrophicus es sensible a gentamicina
a una concentracion de 30 ug/ml y a kanamicina a una concentracion de 250
pug/ml. A falta de un casette adecuado se utilizé Kanamicina a 250 pg/ml.

e El amplificado gdhA en la cepa WT fue interrumpido con un casette de
resistencia a Km, obtenido del plasmido pBSL98 con la ayuda de EcoRV. El gen
interrumpido (gdhA::Km) contiene 5,269 pb. 4,069 pb corresponden al
amplificado y 1,200 pb al casette de Km.
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e El gen gdhA::Km se utilizé para interrumpir la resistencia a Tc del vector
pSUP202 (pSUP-gdhA::Km) . La cual es resistente a Ap y Cm, propias del

vector pSUP202 y a Km por la interrupcion del gen.

e No se logro transformar la construccion pSUP-gdhA::Km.
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X. Perspectivas

Explorando nuevas opciones para obtener la mutante gdhA™ se plantea como alternativa

el uso del vector Zero Blunt® TOPO® de invitrogen® (Figura 21).

pCR"-Blunt Il-

TOPO"®
3519 bp

U fyreuen

Figura 21. Mapa del vector TOPO del kit Zero Blunt® TOPO® (invitrogen®). Imagen tomada del
manual provisto por el fabricante.

Este vector provee una alta eficiencia en la clonacion de fragmentos de PCR con
terminaciones romas. Tomando en cuenta el protocolo descrito por el fabricante, podria

plantearse un nuevo protocolo para la clonacion del gen gdhA y su interrupcién con un
casette de antibidtico (Figura 22).
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Amplificacion por PCR, del gen gdhA
con los primers gdhR2 y gdhF4

!

Clonacion del amplificado en el vector
TOPO. Transformacion en E. coli.

Seleccion de colonias transformantes
con kanamicina o zeocina

!

Extraccion de la construceion
TOPO-gdhA

!

Interrupcion de TOPQO-gdhA con casette
de Tc utilizando BsmBl|

!

Clonacién de la construccion
TOPO-gdhf::Tc en E. coli

Figura 22. Metodologia general para la clonacion del amplificado de gdhA y su interrupcion con

casette de antibi6tico.

Inicialmente debera ser amplificado por PCR el gen gdhA con la ayuda de los
oligonucleétidos gdhR2 y gdhF4, utilizando el protocolo descrito en el apartado 6.8 de
los métodos de este trabajo. Una vez hecho esto se clonara el amplificado en el vector
TOPO (invitrogen®) para obtener la construcciéon TOPO-gdhA y se seleccionaran las
colonias transformantes. La nueva construccion deberd ser interrumpida con una

resistencia distinta a kanamicina o zeocina, presentes en el vector (Figura 21).

Haciendo distintos analisis de restriccion tanto en el pldsmido pBR322 como en
el pSUP202, observamos que a partir del plasmido pSUP202 es posible obtener tanto
un casette de resistencia a Tc como uno de resistencia a Ap con la ayuda de la enzima
BsmBI; esta enzima cumple con las caracteristicas necesarias para la obtencion de un

casette de antibiético y la posterior interrupcion del gen gdhA con dicho casette,
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cortando la secuencia del gen para su interrupcién y ademas sin cortar en la secuencia
del vector TOPO, punto esencial para mantener la construccion.

Al tratar el pldsmido con ésta endonucleasa se obtienen seis fragmentos
correspondientes a los siguientes tamafios: 198, 553, 791, 1,010, 2,334 y 2,934 pb.

Dentro del fragmento de 2,334 pb se encuentra el casette de Ap y dentro del fragmento
correspondiente a 2,934 pb esta localizado el casette de Tc (Figura 23).

675-1865 pb

7581 BsmBl —_
7393 BsmBl— pSUP202
7820 bp

l
m
g
@
2
2

Figura 23. Esquema de la restriccion del plasmido pSUP202 con la enzima BsmBI. En la figura

puede observarse que se obtendran seis fragmentos del pladsmido. Dos de estos fragmentos
poseeran resistencias a antibiotico, uno a Tc y otro a Ap.

La construccion TOPO-gdhA se cortara en tres fragmentos al digerirla con
BsmBI. Los tamafos a obtener son: 230, 801 y 6,557 pb. Se espera que el casette de
Tc se ligue al fragmento de 6,557 pb, para obtener una construccion final TOPO-

gdhA::Tc de 9,491 pb (Figura 24). En dicha construccion el gen gdhA estara
interrumpido por el casette de Tc.
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TOPO-gdhA TOPO-gdhA::Tc
7588 pb 945'?‘; pb

Figura 24. Esquema de las restricciones de BsmBl en las construcciones TOPO-gdhA y TOPO-
gdhA::Tc. A) Se observa que en la construccion TOPO-gdhA, BsmBI corta tres veces, dejando
tres fragmentos de 230, 801 y 6557 pb. B) Se muestra un esquema del casette de Tc ligado al
fragmento de 6557 pb, en el que TOPO se encuentra completo y el fragmento gdhA
interrumpido por la resistencia a antibidtico.

Tomando en cuenta las resistencias naturales de Ga. diazotrophicus, decidimos
utilizar la resistencia a Tc y no la de Ap, pues la bacteria crece aun cuando este
segundo antibiotico es adicionado a altas concentraciones (200 pg/mL).

El clonar una construccién del gen codificante de la PQQ-GDH interrumpido con
el casette de antibidtico, serd un paso inicial para la futura transformacién a Ga.
diazotrophicus para la obtencion de una mutante carente de la actividad de esta enzima

por recombinacion homéloga.

La obtencibn de esta mutante nos permitirA conocer las consecuencias

fisiologicas de la falta de la enzima en las capacidades metabdlicas de la bacteria.

Es importante mencionar que estudios recientes realizados en el laboratorio nos
han permitido saber que Ga. diazotrophicus crece bien en gluconato y sobre todo en
glicerol. El hecho de que el crecimiento de la bacteria en un medio que contiene como
Unica fuente de carbono glicerol y baja concentracion de amonio (1mM; condicién de
fijacion de N,), alcance DO mayores que el crecimiento en sacarosa, nos podria indicar
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gue el glicerol esta siendo usado como fuente de carbono y no obstante la fijacion de N
no se ve limitada por falta de energia, es decir, no esta condicionada por el uso de la
sacarosa (glucosa). En cuanto a la respiraciéon, los resultados aun no son del todo
claros. A pesar de que el glicerol es bastante mejor fuente de carbono, su utilizacion
como sustrato respiratorio es de solo el 40% de la capacidad que tiene la célula para

utilizar glucosa.

No es claro si existe una glicerol deshidrogenasa (Gly-DH) encargada de la
oxidacion del glicerol en Ga. diazotrophicus. Los estudios realizados en la familia de las
bacterias acido acéticas, indican la existencia de una poliol deshidrogenasa inespecifica
gue oxida de manera preferencial al gluconato, pero que también puede oxidar al
glicerol con una baja eficiencia (Deppenmeier y Ehrebreich, 2009). Por otro lado,
Rolando Gazca Licea (Tesis de doctorado en proceso) obtuvo en el laboratorio
resultados que parecen indicar que el glicerol esta siendo oxidado por la misma glucosa
deshidrogenasa, pues las actividades para ambos sustratos aparecen siempre
asociadas a lo largo de la purificacion. Martin Sara demostré en su tesis doctoral en el
laboratorio, que la PQQ-GDH es bastante inespecifica, aunque no probé el glicerol
como sustrato. Por tanto, ademds de tratar de explicar la importancia de la PQQ-GDH
como parte del conjunto de deshidrogenasas periplasmicas en la fijacion de nitrégeno,
el crecimiento y la obtencion de energia en Ga. diazotrophicus, una mutante en esta

enzima nos permitird definir si la glucosa participa en la oxidacién del glicerol.

Utilizando una mutante seleccionada en el laboratorio que carece de actividad
para PQQ-ADH, hemos descartado que la oxidacion del glicerol sea llevada a cabo por
la PQQ-ADH. Por tanto, seria muy valioso contar con una mutante especifica en PQQ-
GDH, para poder establecer si la oxidacion de glicerol estd asociada a la glucosa
deshidrogenasa o se trata de una enzima independiente cuya purificacion se facilitaria
usando una mutante GDH".
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Xl. Abreviaturas

ADH- Alcohol Deshidrogenasa

ALDH- Aldehido Deshidrogenasa
BAC- Bacteria del Acido Acético
BLAST- Basic Local Alignment Search
Tool

CTAB- Bromuro de cetiltrimetilamonio
DMSO- Dimetil sulfoxido

EDTA- Acido etilendiaminotetraacético
FAD- Flavin adenin dinucleétido

GDH- Glucosa Deshidrogenasa
gdhA::Km- Amplificado gdhA donde
se interrumpio el gen con un casette
de resistencia a Km

GLDH- Glicerol Deshidrogenasa

KCN- Cianuro de potasio

LB- Medio de cultivo rico

LGI- Medio de cultivo

LTQ- Quinona de tirosil-lisina

M3-
Gluconacetobacter
carente de actividad para PQQ-GDH.
MGDH- PQQ-GDH membranal

de

diazotrophicus

Cepa mutante

NAD- Nicotidamina adenina
dinucledtido (forma oxidada)
NADH- Nicotidamina adenina

dinucledtido (forma reducida)
NAD-GDH- Glucosa Deshidrogenasa
dependiente de NAD

NCBI-

Biotechnology Information

National Center for

—
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PAL5- Cepa de Gluconacetobacter
diazotrophicus

PFK1- Fosfofructocinasa 1

PQQ- Pirroloquinolina quinona.
PQQ-GDH- Glucosa Deshidrogenasa
dependiente de PQQ
pSUP-gdhA::Km- Construccién en la
que se clona gdhA::Km en el vector
pSUP202

SDS- Dodecil sulfato sédico
sGDH- PQQ-GDH soluble
TBE- Amortiguador con tris,
béricoy EDTA

TE- Amortiguador con trisy EDTA

acido

Tm- Temperatura de fusion
TOPO-gdhA- Construccion en la que
se cloné el amplificado gdhA en el
vector TOPO

TOPO-gdhA::Tc- Construccion en la
cual se interrumpié a TOPO-gdhA con
un casette de resistencia a Tc

TPQ- Topa-quinona

TTQ- Quinona de triptofil-triptofano
UQ- Ubiquinona

WT- Cepa silvestre de
Gluconacetobacter diazotrophicus
PALS
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