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RESUMEN

La biosintesis de compuestos aromaticos en microorganismos se lleva a cabo tanto en metabolismo
primario como en metabolismo secundario; sin embargo, en ambos se ha caracterizado una enzima
clave que canaliza el flujo de carbono desde metabolismo central y lo dirige a la biosintesis de
compuestos aromaticos, ésta es la 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) sintasa. Esta
enzima cataliza la condensacion aldolica entre D-eritrosa 4-fosfato (E4P) y fosfoenolpiruvato (PEP)
para producir DAHP, un carbohidrato de 7 carbonos. Este compuesto participa como precursor inicial
de diversas reacciones que derivan en distintas vias metabdlicas, e.g. la via del shikimato,
biosintesis de fenazinas, via del aminoshikimato. El gen que codifica para la enzima DAHP sintasa
es considerado como gen esencial para el crecimiento. En este trabajo realizamos un anélisis de
diversidad de secuencias de DAHP sintasas con miembros microbianos representativos de todas las
famlias conocidas para estas enzimas; este analisis se realizd considerando tanto el contexto
gendmico y la reconstruccidn filogenética de las familias de DAHP sintasas.

Asimismo, a partir de un banco metagenémico realizado con DNA de suelo forestal, se realizé la
busqueda de genes que codifican para la enzima DAHP sintasa mediante complementacion
funcional utilizando como huésped una cepa de Escherichia coli carente de actividad de DAHP
sintasa obtenida mediante la delecion de los genes cromosomales arof, aroG y aroH. Se obtuvieron
138 clonas, las cuales fueron analizadas tanto a nivel de secuencia como en cinéticas de
crecimiento en medio minimo con glucosa como Unica fuente de carbono y energia; dos de estas
clonas, denominadas UGGL96 y UGGS2 mostraron fases lag de 3 y 5 horas respectivamente,
obteniendo una biomasa méxima de 0.95 y 0.75 gcow/L en 12 y 20 horas. En las mismas
condiciones de cultivo, para el caso de una cepa silvestre de E. coli MG1655 se obtuvo una biomasa
méxima de 0.8 gcow/L con una fase lag de 6 horas. La actividad enzimatica relativa de DAHP sintasa
de estas clonas son 53 U-mg-! (UGGL96) y 30 U-mg-' (UGGS2), mientras que la actividad relativa en
la cepa MG1655 es de 75 U-mg'. De acuerdo al andlisis de secuenciacion, en estas clonas se
obtuvieron dos insertos (10 y 12 kb) que corresponden a la bacteria Nitrospira defluvii, dentro de los
cuales se encuentra el gen aroF, que codifica para la enzima fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato
aldolasa (nomenclatura alternativa de DAHP sintasa), asi como otros genes asociados al contexto
gendmico de arof en N. defluvii, mientras que la secuencia de aminoacidos de esta enzima posee

mayor homologia con aquellas DAHP sintasas de la subfamilia AroAs,.
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I. INTRODUCCION

I.1. Sintesis de 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP)

La enzima 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) sintasa cataliza Ila
condensacion aldolica entre fosfoenolpiruvato (PEP) y D-eritrosa 4-fosfato (E4P) para generar 3-
deoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato, y fosfato inorganico (Figura 1). Esta reaccion es
estereoespecifica con respecto a ambos sustratos, la cara si del PEP interacciona con la cara re del
grupo carbonilo de la E4P. Se propone que la reaccion inicial del PEP sobre la E4P es promovido
mediante una activacion tipo acido de Lewis del grupo aldehido de la E4P por un catién metélico
divalente, seguido por la reaccidén con PEP para formar un intermediario oxocarbenio con geometria
trigonal plana en el C2 del PEP. La interaccidn de un par de electrones del 4&tomo de oxigeno de una
molécula de agua con el id6n oxocarbenio electrofilico produce un intermediario fosfohemicetal
tetraédrico y la eliminacion de un grupo fosfato lleva al DAHP de cadena abierta [Walker et al.,
2011].
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Figura 1. Mecanismo de reaccién propuesto de la enzima 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP) sintasa.
E4P: eritrosa 4-fosfato; PEP: fosfoenolpiruvato; Pi: fosfato inorganico; DAH7P: 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 7-
fosfato; M2+: catién metélico divalente [modificado de Walker et al., 2011].



1.2. Biosintesis de compuestos aromaticos en el metabolismo microbiano primario. DAHP y

via del shikimato

En microorganismos (bacterias y hongos), plantas, y en algunos parasitos del phylum
Apicomplexa, la biosintesis de diversos compuestos aromaticos esenciales para el crecimiento se
lleva a cabo mediante la via del shikimato. Esta via metabodlica consiste en una serie de siete
reacciones bioquimicas que inicia con la formacién de DAHP y cuyo producto final es el corismato
(Figura 2). A partir de éste, se derivan multiples vias metabélicas para la biosintesis de diversos
compuestos tales como aminoacidos, pigmentos, transportadores de electrones, vitaminas y algunos
metabolitos secundarios. La presencia de estas vias metabdlicas y sus ramificaciones son
caracteristicas propias de algunos microorganismos, por lo que los productos de estas vias son
considerados también como metabolitos propios que contribuyen a la individualidad de los
organismos [Gosset et al., 2001; Light et al., 2012].
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Figura 2. Via condensada de biosintesis de compuestos aromaticos en bacterias, hongos, plantas y algunos
protozoarios. E4P: eritrosa 4-fosfato; PEP: fosfoenolpiruvato; DAHP: 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato; DAHPS:
DAHP sintasa [modificado de Light et al., 2012].



1.3. DAHP sintasas y KDOP sintasas. Biosintesis de lipopolisacaridos.

En bacterias Gram-negativas, un componente esencial para la biosintesis de lipopolisacarido
(LPS) de membrana externa es el 3-deoxi-D-mano-octulosonato (KDO). El precursor directo de este
compuesto es el 3-deoxi-D-mano-octulosonato 8-fosfato (KDOP), el cual es sintetizado por la enzima
KDOP sintasa. Esta enzima ha sido caracterizada y estudiada en diversos organismos como
Escherichia coli, Neisseria meningitidis, Aquifex aeolicus, Salmonella typhimurium, Aquifex

pyrophilus, Helicobacter pylori, Arabidopsis thaliana y Neisseria gonorrheae [Allison et al., 2013].

La enzima KDOP sintasa esta relacionada con la enzima DAHP sintasa a nivel evolutivo y
estructural asi como en sus respectivos mecanismos de reaccién. Las KDOP sintasas catalizan la
condensacion aldolica entre D-arabinosa 5-fosfato (A5P) y fosfoenolpiruvato (PEP) para producir
KDOP, mientras que las DAHP sintasas catalizan la condensacion entre D-eritrosa 4-fosfato (E4P) y
PEP (Figura 3). Algunas KDOP sintasas requieren la presencia de un cation metalico divalente para
la catalisis, mientras que otras no [Allison et al., 2013]. A nivel de secuencia de aminoéacidos, se ha
determinado que las KDOP sintasas estan relacionadas con una subfamilia de DAHP sintasas

microbianas aproximadamente con un 30% de identidad entre ambas [Subramaniam et al., 1998].
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Figura 3. Reacciones catalizadas por la KDOP y DAHP sintasa. PEP: fosfoenolpiruvato; ASP: D-arabinosa 5-fosfato;
E4P: D-eritrosa 4-fosfato; KDO8P: KDOP sintasa; DAH7P: DAHP sintasa [modificado de Allison et al., 2013].



1.4. DAHP sintasas en el metabolismo microbiano secundario

1.4.1. Biosintesis de fenazinas

En algunos microorganismos, existe una via metabdlica relacionada con la via del shikimato,
la cual estd involucrada en la producciéon de compuestos heterociclicos denominados fenazinas
(Figura 4); estos compuestos son metabolitos secundarios y se producen principalmente en
organismos de los Phyla Actinobacteria y Proteobacteria (clados p-Proteobacteria y y-
Proteobacteria). La distribucion de los genes involucrados en la produccién de fenazinas ha sido
descrita ampliamente en algunos miembros de los géneros Streptomyces, Burkholderia,
Pseudomonas, Pectobacterium y Brevibacterium. Los compuestos derivados de fenazinas poseen
distintas propiedades que les confieren diferentes funciones tales como actividad antimicrobiana

(bacteriana y/o fingica), citotoxicidad en células eucariontes y transporte de electrones [Mentel et al.,
2009].
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Figura 4. Via de biosintesis de fenazinas. E4P: eritrosa 4-fosfato; PEP: fosfoenol piruvato; DAHP: 3-deoxi-D-arabino-
heptulosonato 7-fosfato; ADIC: 2-amino-2-desoxicorismato; DHHA: trans-2,3-dihidro-3-hidroxiantranilato; PCA: acido
fenazin-1-carboxilico; PDC: acido fenazin-1,6-dicarboxilico [modificado de Mentel et al., 2009].



Los genes involucrados en la produccion de fenazinas se agrupan en un operon
denominado phz que contiene todos los genes encargados para la sintesis de fenazinas (Figura 5).
Dentro del operdn phz, en algunos organismos, se encuentra el gen phzC que codifica para una
DAHP sintasa; ésta tiene gran similitud con las DAHP sintasas de plantas superiores a nivel de
secuencia, y asimismo ésta carece de control alostérico. La expresion de los genes que codifican
para las enzimas involucradas en la biosintesis de fenazinas se encuentra regulada por sistemas de
respuesta dependientes de moléculas de sefalizacion o autoinductores (i.e. sistema sensor de
quérum) [Mentel et al., 2009; Mavrodi et al., 2010].
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Figura 5. Compilacion de operones bacterianos involucrados en biosintesis de fenazinas. Los colores indican las
funciones (ROJO: biosintesis del nucleo de fenazinas; VERDE: modificacion de fenazinas; CYAN: transporte y
resistencia). Notar que la DAHP sintasa no esta conservada en todos los operones phz y que la duplicacién de los genes
phzAlphzB esta restringida a los organismos del género Pseudomonas [tomado de Mentel et al., 2009].

1.4.2. Biosintesis de acido 3-amino-5-hidroxibenzoico (AHBA). Via del aminoshikimato

Existe una via metabdlica que se relaciona con la via del shikimato y se encuentra presente
en microorganismos como Amycolatopsis mediterranei, Actinosynnema pretiosum, y Streptomyces
collinus. Esta via metabolica se denomina via del aminoshikimato, cuyo producto final es el acido 3-

amino-5-hidroxibenzoico (AHBA). Este compuesto es un intermediario clave del cual derivan muchos



antibidticos como la ansamicina, mitomicina, rifamicina, efc. Existe gran similitud entre los
compuestos intermediarios de las vias del shikimato y aminoshikimato, en ésta ultima, el primer
compuesto que es producido es el aminoDAHP, el cual es sintetizado por la enzima aminoDAHP
sintasa mediante la condensacion de E4P y PEP, ademas de una transferencia de un grupo amino
producto de una reaccién de transaminacion con el aminoacido glutamina (Figura 6). El primer
compuesto de la via del aminoshikimato es el 4-amino-3,4-dideoxi-D-arabino-heptulosonato 7-
fosfato, conocido como aminoDAHP [Guo & Frost, 2002; Floss et al., 2011].
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Figura 6. Vias del shikimato y aminoshikimato. PEP: fosfoenolpiruvato; E4P: eritrosa 4-fosfato; DAHP: 3-deoxi-D-
arabino-heptulosonato 7-fosfato; DHQ: dehidroquinato; DHS: dehidroshikimato; AHBA: &cido 3-amino-5-hidroxibenzoico
[modificado de Floss et al., 2011].

En A. mediterranei, los genes que participan en la biosintesis del AHBA se encuentran
agrupados en un operén denominado rif (Figura 7), dentro del cual la aminoDAHP sintasa se
encuentra codificada en el gen rifH, la cual cataliza la reaccion de condensacion entre

fosfoenolpiruvato (PEP) y 1-deoxi-1-imino-D-eritrosa 4-fosfato (iminoE4P) [Floss et al., 2011].
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Figura 7. Arreglo del operén rif en Amycolatopsis mediterranei [tomado de Floss et al., 2011].



La formacion del iminoE4P inicia a partir de UDP-glucosa, la cual mediante una reaccion de
transaminacion, con glutamina como donador de grupo amino, es convertida en kanosamina.
Posteriormente, mediante fosforilacion enzimatica, se obtiene kanosamina 6-fosfato. Este compuesto
es transformado en su isémero para obtener 3-amino-3-deoxi-D-fructosa 6-fosfato, el cual mediante
una transcetolasa (en el caso de E. coli) o en presencia de extracto crudo de A. mediterranei, es

transformado en iminoE4P [Floss et al., 2011].
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Figura 8. Reacciones demostradas en presencia de extractos crudos de Amycolatopsis mediterranei 0 expresion
heterdloga. (a) Formacion de aminoDAHP a partir de 3-amino-3-deoxifructosa 6-fosfato; (b) formacién de aminoDAHP a
partir de kanosamina 6-fosfato; (c) formacion de kanosamina a partir de UDP-glucosa; (d) formacion de kanosamina 6-
fosfato a partir de kanosamina con proteina recombinante RifN [modificado de Floss et al., 2011].

1.5. Metagenoma y su aplicacion biotecnoldgica

1.5.1. Diversidad microbiana del suelo

El suelo es uno de los ambientes microbianos mas complejos debido al tamafio y diversidad
de comunidades microbianas que pueden existir en él. Para el estudio de esta diversidad, se han

empleado diversas estrategias, siendo el crecimiento directo en medios de cultivo una de las
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primeras en utilizarse; sin embargo, considerando los estudios que se han realizado a partir de
cultivo directo, solo del 0.1 al 1.0% del total de la microbiota se considera cultivable. Debido a esto
ha sido crucial el desarrollo de estrategias de estudio independientes al cultivo que permitan un
analisis mas detallado de la diversidad microbiana, siendo una de éstas el estudio a nivel genémico
[Daniel, 2005]. Una de las herramientas recientemente utilizadas en los analisis de diversidad
microbiana del suelo es el estudio del metagenoma, definido éste como el conjunto del material
genético de la microbiota de un ambiente determinado que, en teoria, representa el genoma de
todos los microorganismos presentes, en este caso, en una muestra de suelo [Handelsman et al.,
1998].

1.5.2. Bancos o librerias metagenémicas

El estudio del metagenoma consiste en la construccién de librerias o bancos
metagendmicos, que se inicia a partir de la fragmentacion del DNA metagenémico mediante enzimas
de restriccion o accion mecanica, posterior a la insercion de los fragmentos de DNA en un vector
apropiado, y finalmente la transformacion del vector recombinante en un hospedero adecuado. En el
caso del metagenoma de suelo, las librerias de genes clonados en plasmidos, cosmidos, fésmidos o
BACs como vectores han permitido detectar nuevos genes que codifican para enzimas y antibiéticos
con potencial impacto industrial. Algunos de estos genes han mostrado escasa homologia con genes
previamente reportados, derivando en el interés para utilizar genes clonados a partir de
comunidades del suelo que codifican para lipasas, proteasas, oxidorreductasas, amilasas,
antibioticos o enzimas que confieren resistencia a antibiéticos y proteinas membranales [Daniel,
2005].

Mientras que la amplificacion de genes por reaccién en cadena de la polimerasa (PCR)
requiere de un conocimiento previo de la secuencia del gen blanco para el disefio de iniciadores, la
extraccion directa y clonacion del DNA metagenémico puede, en teoria, permitir el acceso a genes
de cualquier secuencia o funcion. La clonacion directa de genes ofrece la oportunidad de detectar
operones que codifican para vias metabdlicas que pueden dirigir la sintesis de moléculas
quimicamente complejas. También es posible obtener la informacién de la secuencia de los genes

que flanquean al gen de particular interés, proporcionando asi un panorama sobre el contexto



gendmico del gen o de la relacion filogenética del organismo del cual derivaron estos genes [Schloss
& Handelsman, 2003].

El estudio de un banco metagenomico puede abordarse desde dos enfoques: la busqueda
de una funcién especifica 0 su analisis a nivel de secuencias (Figura 9). El andlisis dirigido a la
busqueda de una funcion especifica es iniciado por la idenficacién de clonas que expresan un
fenotipo deseado, seguido de una caracterizacién de las clonas activas por analisis bioquimico y de
secuencia. La estrategia dirigida al analisis de secuencia radica en el uso de secuencias
conservadas de DNA utilizadas como sondas de hibridacion o iniciadores de PCR para la deteccion

de secuencias de interés dentro de una libreria metagenémica [Schloss & Handelsman, 2003].

b)

080 CC))

METAGENOMA

DNA genémico heterdl &)fl E\\\Qthl”
genomico heterélogo we ector de clonacién
fraccionado e NN

Ligacion l
'
G
@:, AN - )7
S

G” ") Célula huésped
US ~  (e.g. Escherichia coli)

Transformacion l
N

Expresion Preparacion de DNA clonado Preparacion de DNA clonado
heteréloaa > f,; —~
Transcripcion 'NG
B mRNA ibrer L
- lerer}a ) Deteccion por hibridacion o
Traduccién metagenomica con sondas especificas Secuenciacion
de inserto
B {..‘3 Proteina
atgacgac...gatttaca
K f tgggctcecatcgctag
Secrecion Anlisis de secuencia
“Y ¥ N
Andlisis enfocado a busqueda de funcién especifica Andlisis de secuencia

Figura 9. Esquema general de construccion y andlisis de una libreria metagendmica [modificado de Schloss &
Handelsman, 2003].

Dentro de la busqueda de funcién o actividad especifica en un banco metagenomico existe

un estudio denominado complementacion heteréloga; éste consiste en la exploraciéon de genes



heter6logos para lograr la complementacion genética y funcional en una célula huésped, resultando
en la expresion de un gen que es esencial para el crecimiento bajo condiciones especificas de

seleccion. Esta técnica es considerada de alta especificidad y selectividad [Ekkers et al., 2012].

Il. ANTECEDENTES

Los primeros estudios sobre homologia de la enzima DAHP sintasa fueron realizados a nivel
de secuencia de aminoacidos realizando estudios de comparacion y analisis de similitud entre las
secuencias de DAHP sintasas microbianas y DAHP sintasas de plantas superiores. En 1991, Keith
et al. realizaron un estudio de complementacion funcional en Saccharomyces cerevisiae con una
DAHP sintasas de Arabidopsis thaliana; en el analisis de similitud entre las secuencias de
aminoacidos de las DAHP sintasas de Solanum tuberosum (papa), A. thaliana, S. cerevisiae y E. coli
se observd que la similitud es comparativamente baja entre las DAHP sintasas de origen microbiano

y las de plantas superiores (Figura 10 y Tabla 1).
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Figura 10. Alineamiento de las secuencias de aminoacidos de las DAHP sintasas de Solanum tuberosum (papa) y
Arabidopsis thaliana (DHS1 y DHS2). Los puntos representan identidad con la secuencia DHS1 [tomado de Keith et al.,
1991].
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Tabla 1. Porcentajes de similitud e identidad entre las secuencias de DAHP sintasas de Escherichia coli, Saccharomyces
cerevisiae, Arabidopsis thaliana y Solanum tuberosum (papa). Los nimeros en paréntesis representan el porcentaje de
identidad; los nimeros sin paréntesis representan el porcentaje de similitud [tomado de Keith et al., 1991].

E. coli

Arabidopsis Potato Yeast

DHS2 ABD21 AroF AroG AroH ARO3

DHS1 85 (76) 82 (73) 35(13) 35Q13) 301D 36 (16)
DHS2 86 (79) 35 (12) 39(12) 35(13) 35 (15)
ABD21 37 (14) 321 30 (13) 37 (16)
AroF 71 (53) 67 (46) 71 (49)
AroG 72 (56) 72 (55)
AroH 63 (43)

En 1993, Chen et al. realizaron un estudio de complementacion funcional y expresion
heterologa de la DAHP sintasa de una cepa de Corynebacterium glutamicum en E. coli, y una
comparacion entre las secuencias de aminoacidos de DAHP sintasas de C. glutamicum, E. coli y

Salmonella typhimurium, mostrando una identidad promedio del 50% entre éstas (Figura 11).
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Figura 11. Comparacién de las secuencias de aminoacidos de las DAHP sintasas de Corynebacterium glutamicum,
Escherichia coli y Salmonella typhimurium. Aquellos aminoacidos idénticos se encuentran rodeados de rectangulos.
Caro, DAHP sintasa de C. glutamicum; Arof$Ecoli, DAHP sintasa de E. coli sensible a inhibicion por tirosina; Arof$Salty,
DAHP sintasa de S. typhimurium sensible a inhibicion por tirosina; Arog$Ecoli, DAHP sintasa de E. coli sensible a
inhibicion por fenilalanina; Aroh$Ecoli, DAHP sintasa de E. coli sensible a inhibicion por triptéfano [tomado de Chen et al.,
1993].
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Posteriormente, y en base a los estudios previos, Walker et al. propusieron una clasificacion
para las DAHP sintasas, agrupandolas como DAHP sintasas tipo | (origen microbiano), con una
subunidad monofuncional M; de aproximadamente 39 000, y DAHP sintasas tipo Il (plantas
superiores) con una subunidad monofuncional M: de aproximadamente 54 000. Sin embargo, en su
estudio se obtuvo que las secuencias de aminoacidos de las DAHP sintasas de Streptomyces
coelicolor, Streptomyces rimosus y Neurospora crassa eran mas similares a las DAHP sintasas de
plantas superiores que a las microbianas (Figura 12), planteando asi la necesidad de elaborar
esquemas de clasificacién mas complejos basados en la relacion filogenética de las secuencias de
DAHP sintasas.
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Figura 12. Alineamiento mdiltiple de las secuencias de DAHP sintasas de Streptomyces rimosus, Neurospora crassa y
Streptomyces lividans con algunas DAHP sintasas de plantas superiores. AtDHS1 y AtDHS2, Arabidopsis thaliana;
StshkA y StshkB, papa; NtDAHPS, tabaco; LeDHS1 y LeDHS2, jitomate. Los puntos representan identidad respecto a las
secuencias de Neurospora crassa o Streptomyces lividans y las sustituciones conservativas de aminoacidos se
encuentran subrayadas [tomado de Walker et al., 1996].
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A partir de un estudio sobre la especificidad de sustrato de la enzima 3-deoxi-D-mano-
octulosonato 8-fosfato (KDOP) sintasa de Neisseria gonorrhoeae, Subramaniam et al. (1998)
realizaron una nueva clasificacion de la familia de DAHP sintasas tipo | (DAHP sintasas
microbianas). En este andlisis se divide a esta familia en dos subfamilias, ilustradas en el
dendrograma de la Figura 13. La subfamilia lo. comprende Unicamente a DAHP sintasas, mientras
que la subfamilia I agrupa tanto a DAHP sintasas (denominadas IBp) como KDOP sintasas
(denominadas IBk). Las proteinas de la subfamilia I tienen un peso molecular de 28.5 a 30.8 kDa,
las cuales son de menor tamafio que las de la subfamilia lo.. Los niveles de identidad promedio entre
algunos miembros de las subfamilias la. y IBp, 0 entre miembros de las subfamilias low y IBk son
suficientemente bajos que la homologia no es apreciable. Sin embargo, en su alineamiento mdltiple
de proteinas se muestra que las tres subfamilias comprenden una familia de proteinas homélogas
que comparten 17 residuos invariables de aminoacidos. Aunque los miembros de la clase 1Bp son
funcionalmente equivalentes a los miembros de la subfamilia lo. en el sentido de que catalizan la
reaccion de DAHP sintasa, en general exhiben mayor similitud con los miembros de la clase Ipk. La
clase IBp de DAHP sintasas posee 17 residuos que son conservados con la subfamilia la., pero no
con la clase 1Bk de KDOP sintasas. La clase IBp de DAHP sintasas posee 19 residuos adicionales
que son conservados en la clase Ik de KDOP sintasas, pero no en la subfamilia oo de DAHP
sintasas. Este estudio proporciona la primera clasificacion de DAHP sintasas en la que incluye las

secuencias de KDOP sintasas.
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Residuos Referencia

Hin AroAs 362 17
-|7 1%
Eco AroAg 350 1]

64%
Ngo AroAg 354 Contig # 416
Ehe AroAw 348 Este reporte
Eco AroAw 348 40
Bap AroAy 348 32
Cgl AroA 367 9
Subfamilialoc & Arofey
Sty AroAy 356 37
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Ehe AroAy Incompleto 53
Cal AroAg 368 39
Sce AroAp 370 38
- Spo AroAy 368 Clavedeacceso#754142
Familial
23% e Sce AroAy 370 33
B Bsu sAroA 262 5
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Sxy sAroA 268 Clave de acceso#X95439
Clase Ipp 53%
5% L SPY ATOA 281 Contig # 364
T Ssp AroAg 275 31
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28% Hin KdsA 284 17
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Ngo KdsA 251 Contig # 302

Claselp, [40%

Cps KdsA 269 Clave de acceso#Z250747
{ Ctr KdsA 269 Clave de acceso#U72493
Figura 13. Dendrograma (PILEUP) mostrando las relaciones de la familia | de DAHP sintasas. Los porcentajes promedio
de identidad de las secuencias deducidas de aminoacidos estéan indicados en los nodos. Abreviaturas: Hin, Haemophilus
influenzae; Eco, Escherichia coli; Ngo, Neisseria gonorrhoeae; Ehe, Erwinia herbicola; Bap, Buchnera aphidicola; Cgl,
Corynebacterium glutamicum; Sty, Salmonella typhimurium; Cal, Candida albicans; Sce, Saccharomyces cerevisiae; Spo,
Schizosaccharomyces pombe; Bsu, Bacillus subtilis; Sxy, Staphylococcus xylosus; Spy, Streptococcus pyogenes; Ssp,

Synechocystis sp.; Pha, Pasteurella haemolytica; Cps, Chlamydia psittaci; y Ctr, Chlamydia trachomatis [adaptado de
Subramaniam et al., 1998].

Posteriormente Gosset et al. (2001) realizaron una nueva clasificacién de DAHP sintasas,
reorganizandolas en dos familias: AroA; y AroAy. La familia AroA; se divide en dos subfamilias:
AroAy, (representado por bacterias Gram-negativas con paralogos diferencialmente regulados, como
en el caso de E. coli) y AroAs, como las 3-deoxi-D-mano-octulosonato 8-fosfato (KDOP) sintasas o

DAHP sintasas de bacterias Gram-positivas como Bacillus subtilis. La familia AroAy esta constituida
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basicamente por DAHP sintasas de plantas superiores. Como en el caso de Streptomyces spp. y N.
crassa, se relacion6 la DAHP sintasa de Xanthomonas campestris con las de la familia AroAy,
estableciendo una relacion filogenética y evolutiva mas cercana a las DAHP sintasas de plantas

superiores.

El estudio de Gosset et al. (2001) sobre la DAHP sintasa de X. campestris destaca también
la presencia de algunos motivos relevantes en esta proteina (Figura 15). Particularmente se
distingue la presencia del motivo 140-KPRS-143 en la DAHP sintasa de X. campestris, el cual
constituye un motivo conservado en las DAHP sintasas de la familia AroA;; ademas que al
compararlo con la familia AroA (e.g. E. coli) se localiza también una homologia en el motivo 97-
KPRT-100. Asimismo, otro motivo de interés es el 374-DxxHxN-379 de X. campestris con el 265-
DxxHxN-270 de E. coli (familia AroA)).

Streptomyces coelicolor 2

Corynebacterium diphth ae
inosynnema pretiosum

*Amycolatopsis mediterranei 1

- Mycobacterium tuberculosis

*

Streptomyces coelicolor 1

Streptomyces sp

Xanthomonas campestris

hodobacter capsulatus

trep Iy hygroscopicus

¥ ptomy

A188-243

CLAVE: Funciones

AminoDAHP sintasa

No caracterizado

Figura 14. Arbol filogenético de DAHP sintasas de la familia AroAi. Un alineamiento multiple fue obtenido mediante el
programa Multalin, y fue analizado por el método Neighbor-Joining utilizando el programa Phylip [tomado de Gosset et
al., 2001].
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112-129

A: Small-gap A: Large-gap
cluster cluster

Figura 15. Esquema de la secuencia de DAHP sintasa de Xanthomonas campestris [tomado de Gosset et al., 2001].

La clasificacion propuesta por Gosset et al. (2001) ha servido como modelo para posteriores
estudios sobre DAHP sintasas; sin embargo, habiendo realizado una busqueda en la literatura, no se
ha modificado este esquema de clasificacion de DAHP sintasas. Posteriormente Jensen et al. (2002)
realizaron una clasificacion del grupo AroAjg en el que se demuestra la divergencia filogenética entre
las DAHP sintasas de este grupo y aquellas enzimas que catalizan la biosintesis de KDOP; en este
andlisis filogenético se presenta la cercania del grupo de DAHP sintasas AroAig hacia el grupo de
KDOP sintasas (denominado KdsA), asi como una clara divergencia con el grupo de DAHP sintasas
AroAy,. En este estudio también se realiza un alineamiento de algunas secuencias de DAHP y KDOP
sintasas microbianas representativas de las familias caracterizadas hasta el momento, resaltando los

residuos de aminoacidos conservados entre estas secuencias (Figuras 16 y 17).
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Figura 16. Arbol filogenético de homologia de DAHP sintasas de las familias AroA, y AroAjs con las KDOP sintasas
(KdsA). El linaje que lleva a las secuencias de dos KDOP sintasas de plantas superiores se resalta en color rojo. La raiz
propuesta se representa con un circulo amarillo, y los eventos evolutivos que llevaron a la independencia de metales
para la actividad enzimatica son sefialados con flechas [tomado de Jensen et al., 2002].
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Figura 17. Alineamiento de secuencias de DAHP y KDOP sintasas microbianas. Eco AroAr (DAHP sintasa de
Escherichia coli representativa de la subfamilia AroA,), Bsu AroQ-AroA (DAHP sintasa de Bacillus subtilis representativa

de la subfamilia AroAig), Aae KdsA (KDOP sintasa de Aquifex aeolicus) y Eco KdsA (KDOP sintasa de Escherichia coli)

[tomado de Jensen et al., 2002].
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Actualmente existen pocos reportes sobre estudios dedicados a la busqueda metagendmica
dirigida hacia genes involucrados en la biosintesis de compuestos aromaticos (metabolismo
microbiano primario). Algunos de los estudios mas recientes con respecto al estudio de librerias
metagendémicas y a la via de biosintesis de compuestos aromaticos se han efectuado sobre genes
de la via biosintética de triptéfano [Li et al., 2005], busqueda de una enzima 5-enoilpiruvilshikimato 3-
fosfato sintasa (EPSPS) resistente a glifosato [Jin et al, 2007] y de la enzima prefenato
deshidrogenasa [Jiang et al., 2013]. Sin embargo, la busqueda de genes que codifican para la
enzima DAHP sintasa a partir de un banco metagenémico no ha sido abordada en estudios

recientes.

lIl. JUSTIFICACION

Debido a la importancia del compuesto 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato 7-fosfato (DAHP)
como precursor en la produccion de diversos compuestos aromaticos esenciales para el
metabolismo microbiano, siendo algunos de éstos de interés biotecnoldgico, y ante los estudios de
diversos grupos de investigacion sobre la caracterizacion y clasificacion de DAHP sintasas, este
estudio pretende realizar una busqueda de los genes que codifican para estas enzimas en un banco
metagenomico de suelo; asimismo, de manera paralela, se realizara un analisis de diversidad con el
propdsito de ampliar el conocimiento sobre la evolucidn, distribucion y clasificacion de las diferentes

familias de DAHP sintasas conocidas.

IV. HIPOTESIS

La presencia de una gran diversidad gendmica y microbiana (cultivable o no cultivable) en el

suelo permitira identificar DAHP sintasas de origen microbiano mediante complementacion funcional

y expresion heterologa en E. coli, a partir de un banco metagendmico de suelo.
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V. OBJETIVOS

V.1. Objetivo general

Detectar y caracterizar genes que codifican para DAHP sintasas microbianas presentes en

un banco metagenémico de suelo.

V.2. Objetivos particulares

e Construccion de un marco de referencia filogenético sobre la diversidad de familias de
DAHP sintasas (AroAi,, AroAjg, KdsA, PhzDAHPS y aminoDAHPS):
o Andlisis del contexto gendmico de secuencias de DAHP sintasas
o Reconstruccion y distribucion filogenética de familias de DAHP sintasas

e Obtencién de una cepa de E. coli AaroF AaroG AaroH carente de actividad de DAHP
sintasa.

e Deteccidén de DAHP sintasas a partir de DNA metagendmico de suelo por complementacidn
funcional de una cepa de E. coli AaroF AaroG AaroH.

e Caracterizacion y analisis de clonas detectadas:
o Andlisis de plasmidos en funcion de perfiles de restriccion enzimatica
o Secuenciacion y busqueda de identidad de insertos
o Determinacion de cinética de crecimiento de clonas
o Determinacién de actividad enzimatica especifica de DAHP sintasa

e Analisis filogénético de secuencias de insertos dentro del contexto de secuencias

representativas de todos los grupos de DAHP sintasas
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VI. MATERIALES Y METODOS

VI.1. Analisis del contexto genémico de DAHP sintasas de las subfamilias AroA,, (e.g. E. coli)

y AroAys (e.g. B. subtilis)

En bacterias, los genes adyacentes localizados a un gen especifico (contexto gendémico) en
muchos casos estan relacionados entre si a nivel de bioquimica y fisiologia celular. La ubicacion de
estos genes en operones, asi como el cambio en la configuracion de éstos a través del tiempo,
puede proporcionar informacién sobre eventos de divergencia evolutiva, o bien conducir a la
identificacion de genes ortdlogos en otros organismos; asimismo, la conservacion o cambio en la

funcion bioldgica es otro dato importante a considerar en el estudio de estos genes.

De acuerdo a los estudios previos de clasificacion de las DAHP sintasas, fueron
seleccionadas una secuencia de aminoacidos de DAHP sintasa representativa del grupo AroAj,, (gen
arofF de E. coli) y otra del grupo AroAig (gen aroA de B. subtilis). Estas secuencias fueron analizadas

mediante el programa GeConT | (http:/bioinfo.ibt.unam.mx/gecont_1/, versién 2012) [Ciria et al.,

2004], ésta interfase permite visualizar el contexto genémico de un gen o grupo de genes y sus
ortélogos en todos los genomas completamente secuenciados. Posteriormente, las DAHP sintasas
desplegadas fueron agrupadas en arboles filogenéticos organizados en funcién de la secuencia del

gen 16S rRNA de los organismos que corresponden estas DAHP sintasas.

VI.2. Andlisis de secuencias de DAHP sintasas (familias AroA, y AroA;), aminoDAHP sintasas
y KDOP sintasas

Se realiz6 un andlisis a partir de las secuencias de aminoacidos de las DAHP sintasas y
KDOP sintasas obtenidas mediante el analisis del contexto gendmico de las DAHP sintasas de E.
coli y B. subtilis con el programa GeConT I. Ademas, fueron incluidas algunas secuencias de DAHP
sintasas representativas de plantas superiores [A. thaliana, S. tuberosum (papa), Solanum
lycopersicum (jitomate), Nicotiana tabacum (tabaco), Zea mays (maiz), y Petroselinum crispum
(perejil)], asi como las aminoDAHP sintasas conocidas y las DAHP sintasas asociadas a la sintesis

de fenazinas.
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V1.3. Cepas bacterianas, plasmidos, antibiéticos y condiciones de cultivo

Las cepas y plasmidos utilizados en este trabajo se enlistan en la Tabla 2, destacando

algunas de sus caracteristicas genotipicas relevantes. Para los cultivos de las cepas fueron

utilizados los medios LB, M9, M9S y ARO. En la recuperacion de células posterior al proceso de

electroporacion, se utilizé el medio SOC. Cuando fue requerido, se adicionaron a los medios los

antibidticos cicloheximida (Chx), ampicilina (Ap), carbenicilina (Cb), kanamicina (Km) y tetraciclina

(Tc); éstos dos ultimos a una concentracion de 15 y 30 ug/mL respectivamente, mientras que la

carbenicilina y la cicloheximida fue utilizada a una concentracion de 100 pg/mL en los experimentos

de complementacion funcional, y la ampicilina a 200 ug/mL en la escision de gen de resistencia a

kanamicina. La composicion de los medios empleados en este trabajo se presenta en el Apéndice.

Tabla 2. Cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.

Cepas/Plasmidos

Caracteristicas relevantes

Referencia

Cepas
Escherichia coli K-12
BW25113
BW25113 AaroF::kan
BW25113 AaroG::kan
BW25113 AaroH::kan
MG1655
T1.1,T1.2,T1.3

121,722,723, T24

Plasmidos
Banco pJET/MS

pJLBaroG™tktA

pCP20

pJET1.2-B

rmB3 AlacZ4787 hsdR514 A(araBAD)567 A(rhaBAD)568 rph-1

Gen cromosomal aroF interrumpido por gen de resistencia a kanamicina
Gen cromosomal aroG interrumpido por gen de resistencia a kanamicina
Gen cromosomal aroH interrumpido por gen de resistencia a kanamicina
F- A rph-1

Cepas BW25113 AaroF AaroH producto de la primera transduccion
generalizada con el bacteriéfago P1vir

Cepas BW25113 AaroF AaroH AaroG:kan producto de la segunda
transduccion generalizada con el bacteriéfago P1vir

Metagenoma de suelo forestal de Corredor Bioldgico “Chichinautzin”
clonado en vector pJET1.2/Blunt [replicon rep de plasmido pMBI, gen bla
que codifica para una B-lactamasa (CbR o ApR), transcripcion de inserto
clonado bajo control de promotor de RNA polimerasa de bacteriéfago T7],
fragmentos clonados de tamafio molecular aproximado entre 5y 10 kb,
tamafio aproximado de banco: 0.43 Gb de DNA.

Derivado de pJLBaroG™, que contiene el gen tktA con su promotor nativo

FLP*, 2 cl857+, A pr Rep's, ApR, CmR

Vector pJET1.2 carente de un fragmento de 50 pb dentro del sitio de
multiclonacion

Baba et al., 2006
Baba et al., 2006
Baba et al., 2006

Este trabajo

Este trabajo

Sirena-Sanchez,
2009

Balderas-
Hernandez et al.,
2009
Cherepanov &
Wackernagel,
1995

Este trabajo
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V1.4. Extraccion de DNA cromosémico y plasmidico

La extraccion de DNA cromosémico fue realizada mediante el UltraClean® Microbial DNA
Isolation Kit de la compafiia MO-BIO Laboratories, Inc., siguiendo las instrucciones del fabricante. La
extracciéon de DNA plasmidico fue realizada mediante el procedimiento de lisis alcalina [Birnboim et
al.,1983]. A partir de un cultivo crecido a saturacion, se tom¢ una alicuota de 1.5 mL para separar las
células por centrifugaciéon a 13 000 x g por 2 minutos. Después de separar el sobrenadante, se
resuspendieron las células en 150 uL de solucion | fria y adicionando 5 uL de RNasa; esta mezcla
se incubd por 5 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se adicion6 350 uL de la solucién
I, seguido de una mezcla por inversion y una incubacion en hielo por 10 minutos. Después se
agregaron 250 ulL de la solucién Il fria, se mezcld por inversion y la mezcla fue incubada en hielo
por 10 minutos. Para separar el DNA plasmidico del DNA cromosomico y proteinas, se centrifugd a
13 000 x g por 15 minutos, transfiriendo el sobrenadante a un tubo nuevo. Para precipitar y
concentrar el DNA plasmidico, se adicioné un volumen de 1 mL de isopropanol, posteriormente se
mezcld por inversion y se centrifugd a 13 000 x g por 15 minutos. Después se realizé un lavado con
1 mL de etanol al 70 %, y finalmente se resuspendié en un volumen de 50 uL de agua miliQ. La
composicion de las soluciones empleadas en este procedimiento se describen en el Apéndice de

este trabajo.

VL.5. Eliminacion de genes cromosomales aroF, aroG y aroH en E. coli

En E. coli, los genes aroF, aroG y aroH codifican para la biosintesis de tres DAHP sintasas,
cada una de éstas se encuentra bajo control alostérico por los tres aminoacidos aromaticos: la
DAHP sintasa sintetizada a partir del gen aroF se encuentra regulada por el aminoacido tirosina, el
producto del gen aroG es regulado por fenilalanina, y el producto de aroH se regula por triptéfano.
Para obtener una cepa de E. coli carente de actividad de DAHP sintasa (DAHPS-) es necesario
eliminar o inactivar los genes cromosomales aroF, aroG y aroH. La eliminacién de estos genes se
llevé a cabo mediante transduccion generalizada, modificada de la propuesta por Miller en 1992,
utilizando el bacteriéfago P1vir como particula transductante; fueron seleccionadas las cepas de E.
coli BW25113 AaroF::kan, AaroG:kan, y AaroH::kan como cepas donadoras en la técnica. Las

cepas obtenidas fueron evaluadas por PCR para verificar la eliminacién de los genes o la insercién
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de gen de resistencia a kanamicina. Cuando fue requerido, la eliminacién del gen de resistencia a
kanamicina fue realizada mediante la insercién de plasmido pCP20 a las cepas generadas mediante

la transduccién [Cherepanov & Wackernagel, 1995].

VI.6. Amplificacion por PCR de genes aroF, aroG y aroH

Se disefiaron tres pares de oligonucleétidos para amplificar la region codificante de los
genes aroF, aroG y aroH. Estos iniciadores amplifican desde una region aproximada de 300 pb
antes del coddn de inicio ATG hasta aproximadamente 300 pb después del codon de término para
cada gen. Por esta caracteristica, los iniciadores también fueron utilizados para detectar la
eliminacién del gen (AaroF, AaroG o AaroH) o la insercion del gen de resistencia a kanamicina
(AaroF::kan, AaroG::kan o AaroH::kan). La reaccién de PCR fue preparada siguiendo el protocolo
sefialado para la Taqg DNA polimerasa (recombinante) de la compafiia Fermentas (Tabla 3),
trabajando con las condiciones de reaccién de la Tabla 4. Los productos de amplificacion fueron

verificados en un gel de agarosa al 1%.

Tabla 3. Secuencias de oligonucleétidos para amplificar los genes aroF, aroG y aroH.

Oligonucleétido Secuencia
aroF Fw 5 - AGGTTGGCGCGTGAGTATAA -3’
arofF Rv 5 — CACCCGACGCAAAACATCCT -3
aroG Fw 5 - GGTCGTTATGTCGGATAACC -3
aroG Rv 5 - GTGCCGCTGGTGTATGAGTT -3
aroH Fw 5 — AGGATGGAAGTCGCGGAAGT -3’
aroH Rv 5 - TTGCCATCCGGACCTAACAG -3
I 24 pb | 1071 pb | 21pb | I 2% pb | 1063 pb | 2Mpb |
I I | I I I I 1
aof RV a0G Fo g
m < oof Py <. 0GR
| 291pb | 1047 pb | 247 pb |
f I I I
arcH Fo -

< aoH Ry

Figura 18. Regiones de alineamiento de oligonucledtidos en sitios adyacentes a los genes aroF, aroG y aroH.
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Tabla 4. Mezcla de reaccion para amplificacion por PCR (Volumen final: 50 pl)

Buffer Taq 10X 5uL
Mezcla dNTP (10 mM) 1L
Oligonucleétido Fw 0.5uM
Oligonucleétido Rv 0.5uM
MgCl2 25 mM 2mM
DNA templado 1 g
Taq DNA polimerasa 125U
Agua Completar a 50 puL

Tabla 5. Condiciones de reaccién para amplificacién de genes aroF, aroG y aroH por PCR.

Temperatura Tiempo Ciclos
95°C 5 minutos 1
95°C 1 minuto
55°C 1 minuto 30
72°C 1 minuto
72°C 5 minutos 1

VI.7. Transformacion de la cepa de E. coli AaroF AaroH AaroG:kan con el banco

metagendomico de suelo

Se utilizd la cepa T2.1 con genotipo Aarof AaroH AaroG:kan para buscar la
complementacion funcional con el banco metagendmico. La transformacion se llevo a cabo mediante
electroporacion y el volumen de recuperacion final fue de 500 ulL. Previo a la siembra en medio
minimo, este volumen de recuperacion se sometid a lavados con medio minimo M9 para la
eliminacién completa de medio SOC. Se utilizaron los medios ARO y M9 (s6lido y liquido), asi como
en medio M9S (sélido y liquido) para realizar el cultivo y seleccién de células T2.1 transformantes
que contengan una secuencia que codifique para una DAHP sintasa que permita el crecimiento por
complementacion funcional. Como pruebas control, se realizé la transformacién de la cepa T2.1 con
los plasmidos pJET1.2-B y pJLBaroG®rtktA.

VI.8. Seleccion de clonas transformantes T2.1 con recuperacion de actividad de DAHP sintasa

Para este modelo de busqueda, la evidencia de complementacion funcional fue la capacidad

de crecimiento bacteriano en los cultivos. En caso del medio minimo en matraz, la selecciéon de
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clonas transformantes se realizd mediante una siembra posterior en agar M9S. De acuerdo al
desarrollo observado en el cultivo liquido, y previo a la siembra en agar, se realizaron las diluciones
apropiadas para obtener colonias aisladas para la seleccion y evitar la saturacion de colonias sobre
la superficie del agar. Las clonas obtenidas mediante esta seleccién se denominaran UGGL.
Asimismo, se realizd una seleccién de transformantes en siembra directa en agar M9S,

denominando a estas clonas UGGS.

VI1.9. Andlisis de clonas UGG

VI1.9.1. Analisis de restriccion de plasmidos pUGG

Para las clonas UGG obtenidas, se realizé la extraccion de pldsmido para cada una.
Posteriormente se efectud un analisis de restriccidn enzimatica con dos combinaciones de enzimas
(doble digestién): Pst | = Pvu Il, y BspM | — Pvu Il (ambas de Thermo-Scientific®). Los perfiles de
restriccion con estas enzimas constituyeron el primer criterio de seleccion para la deteccion de
clonas de inserto Unico. De manera general, todas las enzimas fueron incubadas a 37 °C por dos
horas. Posterior al tiempo de incubacion, las muestras fueron analizadas en un gel de agarosa al

2.5%. Los volimenes de reaccion utilizados en estas reacciones se sefialan en la Tabla 6.

Tabla 6. Volumenes de reaccién para doble restriccion enzimatica (Volumen final: 20 plL).

Agua 12 L
Buffer 10X 2 uL
Enzima (10 U/uL) 2 uL (1 pulL de cada enzima)
DNA (0.5-1.0 pg/ulL) 4 uL

Particularmente para las clonas UGGL96 y UGGS2, se realizd posteriormente una
restriccion enzimatica con la enzima Ade | (Dra Ill) de la marca Thermo-Scientific®, con la cual se
realiz6 la determinacién aproximada del tamafio de inserto en estas dos clonas. Esta restriccion fue
incubada a 37 °C por una hora, manteniendo los volimenes de reaccion de la Tabla 6, analizando

los perfiles de restriccion en un gel de agarosa al 1.5%
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Las enzimas de restriccion utilizadas tienen distintos sitios de corte en el plasmido pJET1.2
(Figura 19), de tal forma que al obtener los perfiles de restriccion estos sitios fueron considerados

para determinar el tamafio probable de los insertos que contienen.

Pstl s

,BspMI 219

Pwll 402
1

~

LPwll 402

¥

pJET1.2
2974 bps

pJET1.2
2974 bps

“Pvull 924 “Pyull 924

rep (pMB1) rep (pMB1)

.Dralll 120

pJET1.2
2974 bps

rep (pMB1)

Figura 19. Esquema de vector pJET1.2 sefialando algunas de sus caracteristicas importantes como el gen bla que
confiere resistencia a ampicilina/carbenicilina, el replicon rep de plasmido pMB1, el sitio de multiclonacion (MCS) y los
sitios de corte para las combinaciones de enzimas empleadas en los experimentos de restriccion enzimatica. A. Enzimas
Pst 1y Pvu ll; B. Enzimas BspM |y Pvu II; C. Enzima Ade | (Dra Ill).

V1.9.2. Secuenciacion de insertos contenidos en plasmidos pUGG

Los insertos de las clonas UGGL (1-14, 96) y UGGS (1a, 2, 3a, 4) fueron seleccionados para
ser secuenciados en funcion del patron Unico de restriccion mostrado. Para esto, el DNA plasmidico
de cada clona fue purificado utilizando el kit de purificacion GeneJET™ PCR Purification Kit de la
marca comercial Fermentas®, siguiendo las instrucciones del proveedor, empleando los iniciadores
23-mer y 24-mer con sitios de union en el vector pJET1.2 en las regiones 310-332 (23-mer) y 428-
405 (24-mer). Una vez purificados los templados, se determinaron sus concentraciones para

posteriormente preparar la mezcla de reaccién para secuenciacion de acuerdo a las especificaciones

27



de la Unidad de Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia — UNAM: 33 — 50 ng de DNA
plasmidico/uL (templado) y 1 uL de iniciadores a una concentracién de 10 pmol/mL, esto en un
volumen final de 16 uL. La muestra fue secuenciada en un equipo Perkin Elmer/Applied Biosystems
Modelo 3730 por el método Taq FS Dye Terminator Cycle Sequencing Fuorescence-Based

Sequencing.

VI1.9.3. Secuenciacion masiva de clonas seleccionadas

En aquellas clonas Unicas cuyo inserto sea tamafio mayor a 1 000 pb, se secuenciaron
empleando una técnica de secuenciacién masiva de los plasmidos/insertos seleccionados. Este
procedimiento fue realizado en el CINVESTAV Unidad Irapuato mediante la preparaciéon de
bibliotecas siguiendo el protocolo de Nextera® XT DNA de la compaiiia lllumina; asimismo, la
secuenciacion de estas bibliotecas fue realizada en el sistema MiSeq de la misma compafiia
mediante secuenciacion por sintesis. Las secuencias obtenidas fueron procesadas en la Unidad de
Apoyo Bioinformatico del Instituto de Biotecnologia para generar contigs y scaffolds para cada

plasmido secuenciado.

V1.9.4 Caracterizacion fisiologica de las clonas UGG

V1.9.4.1. Cinética de crecimiento

Fueron realizadas las caracterizaciones del crecimiento en medio minimo M9S de cada una
de las 19 clonas con inserto Unico. Estas se realizaron en matraces bafleados de 250 mL con 50 mL
de medio, incubando en condiciones aerobias a 37 °C en agitacion constante de 300 rpm,
adicionando glucosa a una concentracion de 2 g/L como Unica fuente de carbono y energia. Todas

las cinéticas fueron iniciadas a una densidad celular de 0.1 D.O.g0.

V1.9.4.2. Determinacion de actividad enzimatica de DAHP sintasa

Una vez establecida la cinética de crecimiento caracteristica para cada clona, se realiz6 la
determinacion de actividad enzimatica de DAHP sintasa a partir del extracto celular de cada clona.

Las células fueron cosechadas en la etapa tardia del crecimiento exponencial, posteriormente fueron
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lavadas y resuspendidas en solucion EPPS 50 mM pH 8.5. Las células fueron lisadas mediante
sonicacion con un equipo MSE Soniprep 150, sometiéndolas a tres pulsos de 30 segundos cada
uno, dejando reposar en hielo al menos 30 segundos entre cada pulso. Los restos celulares fueron
separados mediante centrifugacion a 12 000 x g; este extracto fue utilizado para la determinacién de
actividad enzimatica (ver procedimiento en apéndice). La cuantificacién de DAHP fue realizada por
método de acido tiobarbitirico [Waravdekar & Saslaw, 1959] mientras que la cuantificaciéon de
proteina fue realizada por el método de Bradford [Bradford, 1976]. Es importante sefalar que la
actividad especifica de DAHP sintasa obtenida en estos experimentos se expresa en funcion de la

cantidad de proteina total (mg) obtenida de los extractos crudos.

VIl. RESULTADOS

VII.1. Analisis del contexto genémico de DAHP sintasas de las subfamilias AroA, (e.g. E. coli)

y AroAy (e.g. B. subtilis)

El programa GeConT | es una interfase disefiada para visualizar el contexto gendmico de un
gen o de un grupo de genes con sus ortdlogos en todos los genomas completamente secuenciados
[Ciria et al., 2004]. De acuerdo a las clasificaciones propuestas para las DAHP sintasas, se eligio
una secuencia representativa de la subfamilia AroAy, (gen aroF de E. coli) y de la subfamilia AroAs
(gen aroA de B. subtilis) para efectuar un estudio preliminar de busqueda de secuencias de DAHP
sintasas en genomas totalmente secuenciados y la identificacion de ortologos en otros organismos.
Con la finalidad de realizar un estudio preliminar de las DAHP sintasas con secuencia y funcion
conocidas, fueron elegidas las DAHP sintasas de B. subtilis y E. coli. Para cada una de éstas dos, el
andlisis del programa GeConT | mostrd un nimero determinado de DAHP sintasas ortélogas; en
algunos casos, el estudio desplegd més de una especie para un género especifico. En estos casos,
se buscaron posibles diferencias entre los contextos gendmicos de las distintas especies de un
mismo género, pero al ser idénticos entre éstas, seleccionamos solo una especie representativa de
cada género. En base a esta consideracion, la DAHP sintasa de B. subtilis desplegd 79 ortdlogos,
mientras que la DAHP sintasa de E. coli mostro 58.
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Figura 20. Anglisis de contexto gendmico de 79 secuencias de DAHP sintasas de la subfamilia AroAg, ortélogas a Bacillus subtilis, dentro de un arbol
filogenético de genes 16S rRNA. Los esquemas de contexto genémico se muestran a la derecha del &rbol filogenético desplegando 3 genes a cada
extremo del gen de DAHP sintasa. De acuerdo al programa GeConT |, cada color desplegado en el esquema de contexto genémico corresponde a una
funcién enzimética especifica, las DAHP sintasas se representan con color amarillo y las KDOP sintasas con color rojo. La historia evolutiva fue inferida
utilizando el método Neighbor-Joining. Se muestra el arbol dptimo con una suma de longitud de brazo de 5.18755651. El porcentaje de arboles réplica
en el que los taxa fueron agrupados en la prueba bootstrap (1 000 réplicas) se sefiala a un costado de las ramas. Las distancias evolutivas fueron
calculadas utilzando el método de Kimura 2 y estan expresadas en unidades de nimero de sustituciones de base por sitio. El anélisis incluy6é 79

secuencias nucleotidicas. Todas las posiciones que contenian espacios o datos perdidos fueron eliminadas. En el grupo final de datos hubieron un total
de 977 posiciones. El andlisis filogenético fue realizado con el programa MEGAS.
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Figura 21. Andlisis de contexto genémico de 58 secuencias de DAHP sintasas de la subfamilia AroAi,, ortologas a
Escherichia coli, dentro de un arbol filogenético de genes 16S rRNA. Los esquemas de contexto gendmico se muestran a
la derecha del arbol filogenético desplegando 3 genes a cada extremo del gen de DAHP sintasa. De acuerdo al
programa GeConT I, cada color desplegado en el esquema de contexto gendmico corresponde a una funcién enzimatica
especifica, las DAHP sintasas se representan con color amarillo. La historia evolutiva fue inferida utilizando el método
Neighbor-Joining. Se muestra el arbol éptimo con una suma de longitud de brazo de 3.07872887. El porcentaje de
arboles réplica en el que los taxa fueron agrupados en la prueba bootstrap (1 000 réplicas) se sefiala a un costado de las
ramas. Las distancias evolutivas fueron calculadas utilzando el método de Kimura 2 y estan expresadas en unidades de
numero de sustituciones de base por sitio. El anlisis incluy6 59 secuencias nucleotidicas. En el grupo final de datos
hubo un total de 1 117 posiciones. Todas las posiciones que contenian espacios o datos perdidos fueron eliminadas. El
analisis filogenético fue realizado con el programa MEGA5

En base a la distribucién filogenética del gen 16S rRNA de los organismos con DAHP
sintasa ortologa a la de B. subtilis, se observa una gran diversidad de grupos microbianos
comprendiendo desde el reino Archaea hasta la clase y-Proteobacteria. Por otra parte, las DAHP
sintasas de la subfamilia AroAi, se encuentran principalmente dentro del phylum Proteobacteria.
Esto puede ser un indicio que reafirme las hipétesis de otros grupos de investigacién que proponen
que la subfamilia de DAHP sintasas AroAjs es la mas ampliamente distribuida en la naturaleza, y la

mas ancestral comparada con la subfamilia AroA,.

También se puede apreciar que los ortblogos no sélo comprenden a DAHP sintasas, sino
que también se observa una gran similitud con las KDOP sintasas, con las cuales hay una gran
similitud a nivel de secuencia de amino&cidos con la subfamilia AroAsg, y que en esencia catalizan la
misma reaccion de condensacion aldolica que las DAHP sintasas, aunque la KDOP sintasas
condensan PEP y pentosas. De acuerdo al arbol filogenético, la distribucion de las KDOP sintasas

se ubica principalmente en el phylum Proteobacteria.

Los elementos genéticos adyacentes a un gen de interés también pueden estar relacionados
con su funcion biolégica dentro de la célula. De acuerdo al GeConT I, el contexto gendmico de
algunos ortologos a las DAHP sintasas de B. subtilis y E. coli se asocia con las rutas biosintéticas de
aminoacidos aromaticos (fenilalanina, triptofano y tirosina) (Tabla 7); cabe destacar que aunque el
contexto gendémico de un gran numero de ortélogos no se asocia con rutas biosintéticas de
compuestos aromaticos, la distribucién de los genes adyacentes aun es similar en grupos

microbianos de distancia evolutiva cercana.
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Tabla 7. Ejemplo de algunas enzimas relacionadas en el contexto genémico de las DAHP sintasas de Escherichia coli

(subfamilia (AroA,) y Bacillus subtilis (subfamilia AroAug).

Subfamilia AroA,

Subfamilia AroAg

Sulfito reductasa
Transglicosilasa litica
ATPasa
Peptidilprolil isomerasa
Cianoficina sintetasa
Cianoficinasa
Aconitasa
Canal de ion cloruro
Nitrorreductasa
Polifosfato cinasa
FAD dehidrogenasa
Poli(3-hidroxibutirato) depolimerasa
Dihidrofolato reductasa
Proteina supresora DnaK
Fosfoserina fosfatasa
Histidinol fosfatasa
Serinproteasa periplasmica
Prefenato dehidrogenasa
Acil-CoA sintetasas
Receptores de membrana externa (Fe)
Uroporfirindgeno-IIl metilasa
tRNA (guanina-N1)-metiltransferasa
Prefenato dehidratasa
Gluconolactonasa
Regulador de asimilacion de fosfato
Proteinas tipo tiorredoxina
Proteina tipo ferritina
Corismato mutasa
[B-N-acetilhexosaminidasa

Transcetolasa
3-dehidroquinato sintasa
3-dehidroquinato dehidratasa
Shikimato dehidrogenasa
Corismato mutasa
Corismato sintasa
Prefenato dehidrogenasa
Tirosil-tRNA sintetasa
Fosforribosiltransferasa
Transportadores de aminoacidos
Antranilato/p-aminobenzoato sintasas
Indol-3-glicerol fosfato sintasa
Enzima activadora de piruvato-formato liasa
Piruvato cinasa
Triptofano sintasa
ATP pirofosfatasa (biosintesis de tiamina)
Aspartato/tirosina aminotransferasa
Prefenato dehidratasa
5-enolpiruvilshikimato 3-fosfato sintasa
ATPasa/GTPasa
Antranilato fosforribosiltransferasa
Fosforribosilantranilato isomerasa
Quinolinato sintasa
CTP sintasa (UTO-amonio liasa)
Permeasas
Triosafosfato isomerasa
Enolasa
Uridina cinasa

VII.2. Reconstruccion filogenética y analisis de secuencias de familias representativas de
DAHP sintasas (AroA,, AroAss, AroAy, KdsA, PhzDAHPS y aminoDAHPS)

Del estudio efectuado con el programa GeConT se obtuvieron 58 secuencias de DAHP

sintasas pertenecientes a la familia AroAi, y 79 de la familia AroAjg. Para realizar la reconstruccion

filogenética, se obtuvieron las secuencias de DAHP sintasas de plantas superiores (familia AroAy),

asi como aquellas relacionadas con biosintesis de fenazinas (PhzDAHPS) y la via de

aminoshikimato (aminoDAHPS). En primer lugar, se gener6 un alineamiento de las secuencias para

distinguir el patron de alineamiento de las principales familias de DAHP sintasas, asi como la
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distincion de posibles motivos o regiones conservadas para todos los grupos. Estos alineamientos
fueron obtenidos mediante el programa ClustalW utilizando la matriz Gonnet para proteinas en el
programa MEGA 5.2.
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Figura 22. Esquemas de DAHP sintasas representativas de cada familia conocida. Los motivos conservados sefialados

aqui son correspondientes a cada una de estas familias. Los residuos de aminoacidos variables se representan con la
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358-GuKTR-362
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letra “X”. A, subfamilia AroAi, representada por la DAHP sintasa (AroF) de E. coli; B, subfamilia AroAis representada por
la DAHP sintasa de B. subtilis; C, familia KdsA representada por la KDOP sintasa de Xanthomonas campestris; D,
PhzDAHPS representada por la DAHP sintasa (PhzC) de Pseudomonas aeruginosa; E, aminoDAHPS representada por
la aminoDAHP sintasa (RifH) de Amycolatopsis mediterranei.

En las figuras anteriores, se representan las familias conocidas de DAHP sintasas. Para
distinguir los motivos conservados caracteristicos en cada una de éstas, se eligi6 un miembro
microbiano representativo para cada familia o subfamilia con la finalidad de establecer con mayor
claridad la ubicacion aproximada de los motivos y la longitud promedio de aminoacidos que

componen a estas DAHP sintasas.

En el caso de la subfamilia AroAj,, ésta se encuentra representada por la DAHP sintasa
(AroF) de E. coliy el alineamiento fue realizado con 58 secuencias de aminoacidos. Las enzimas de
esta subfamilia se componen por 356 aa en promedio. Se encontraron 8 motivos conservados en
estas DAHP sintasas, distribuidos en practicamente toda la longitud de la secuencia. Las DAHP
sintasas de esta subfamilia, y particularmente la DAHP sintasas de E. coli, han sido las mas
estudiadas, e incluso se ha logrado obtener la estructura terciaria de la proteina [Shumilin et al.,
1999]. Se conoce que los aminoacidos que participan en la interaccion con PEP son principalmente
lisina (Lys), arginina (Arg) e histidina (His); en el caso de la DAHP sintasa (AroG) de E. coli, estos
aminoacidos son Arg92, Lys97, Arg165, Lys186, Arg234 e His268. Esta subfamilia de DAHP
sintasas se caracteriza también por el requerimiento de cationes divalentes para la biocatalisis
enzimatica; en el caso de la DAHP sintasa (AroG) de E. coli los aminoacidos que participan en la
interaccion con metales son Cys61, His268, Glu302, Asp327. En el alineamiento realizado, tanto los
amino&cidos encargados en la interaccion con PEP como con metales divalentes se encuentran
incluidos en los motivos conservados en toda la subfamilia, visualizando entonces la conservacion
de estos aminoacidos en todas las DAHP sintasas de los miembros microbianos incluidos en este

estudio.

Para el anélisis de subfamilia AroAg se realiz6 un alineamiento para DAHP sintasas y otro
para KDOP sintasas; para el primero se utilizd la DAHPS de B. subtilis como referencia, y para el
segundo se utilizé la KDOP sintasa de X. campestris. En general, las DAHP sintasas de la subfamilia
AroAjg estan constituidas por 358 aa, numero muy similar a las de la subfamilia AroA,. Ademas de

E. coli, otra estructura terciaria de DAHP sintasa caracterizada es la de Thermotoga maritima
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[Shumilin et al., 2004]; aunque ésta ultima se clasifica dentro de la subfamilia AroAj, se ha
observado que comparte los mismos aminoacidos que la DAHP sintasa de E. coli en la interaccion
con PEP. Observando el alineamiento de las secuencias de la subfamilia AroAis se encontraron tres
motivos conservados en los 56 miembros microbianos analizados, éstos son 155-KPRT-158, 261-
RG-262 y 293-DxxH-296. Considerando que los aminoacidos que participan en la interaccion con
PEP coinciden tanto en E. coli como en T. maritima, se puede inferir que algunos de estos
aminoacidos se encuentran en los motivos 155-KPRT-158 y 293-DxxH-296. Aunque no se encuentra
sefialado en el esquema de alineamiento, es importante considerar que el aminoacido Asp333 se
encuentra en todas las secuencias de la subfamilia AroAs; este aminoacido se encuentra cercano al
Asp327 reportado para la subfamilia AroA, que participa en la interaccién con metales divalentes.
De manera general, se ha postulado que las DAHP sintasas de la subfamilia AroAjg no requieren
metales como cofactor en la reaccion de biosintesis de DAHP; sin embargo, un estudio de
caracterizacion de la DAHP sintasa de T. maritima sugiere que esta enzima si requiere un metal
como cofactor. A reserva de estudios mas detallados sobre la caracterizacion enzimatica de otras
DAHP sintasas de la subfamilia AroAs, la presencia del aminoécido Asp333 podria tener alguna
participacion en la interaccion con metales divalentes, tal y como sucede con el Asp327 en las DAHP
sintasas de la subfamilia AroA,. Las KDOP sintasas catalizan la condensacién de PEP con A5P, y
aunque a nivel de reaccion bioquimica comparten alguna similitud con las DAHP sintasas, existe
también una estrecha relacién a nivel de secuencia de aminoécidos principalmente con la subfamilia
AroAys. Esta relacion se aprecia también en la presencia de motivos conservados, ya que los motivos
163-RG-164 y 192-DxxH-195 de la familia KdsA son idénticos a los identificados en la subfamilia
AroAsg. La presencia del motivo DxxH tanto en DAHP como en KDOP sintasas es sugerente de una
participacién importante de éste en la interaccion con el sustrato comun de ambas enzimas: el PEP.
De manera alterna, el motivo 19-GPCxxE-24 encontrado en la familia KdsA es muy similar al motivo
60-GPCxHD-66 de la subfamilia AroA,; en este motivo se encuentra el aminoacido Cys61, que en la
DAHP sintasa de E. coli es responsable de la interacciéon con metales divalentes. La presencia de
este motivo en ambas familias podria justificar la existencia de KDOP sintasas que requieren
metales como cofactor para la biocatélisis. Las 23 secuencias de KDOP sintasas analizadas estan
constituidas por aproximadamente 276 aa; sin embargo, tomando como referencia la KDOP sintasa

de X. campestris, 10 secuencias de KDOP sintasas carecen de una region de 10 aa en su
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secuencia; este fragmento se ubica entre la region GIn198 y Gly208 de la KDOP sintasas de X.

campestris.

Para el caso de las DAHP sintasas que participan en la biosintesis de fenazinas
(PhzDAHPS) se obtuvieron 17 secuencias conocidas, y se utilizé la secuencia PhzC de P.
aeruginosa como referencia de analisis en el esquema de alineamiento. Comparado con las DAHP
sintasas de la familia AroA,, las enzimas de la familia PhzDAHPS se encuentran constituidas por un
numero mayor de aminoacidos; en promedio, las PhzDAHPS contienen 405 aa, aunque algunas
contienen un fragmento adicional de 45 aa relativamente conservado a nivel de secuencia, por lo
que algunas PhzDAHPS contienen 450 aa. Este fragmento adicional, tomando como referencia a
PhzC de P. aeruginosa, se encuentra entre los aminoacidos Ser184 e His185. En esta familia se
pueden distinguir los motivos 113-KPRS-116, 297-WxxDPxHxN-305 y 373-DPRLxxxQ-380, los
cuales son caracteristicos de las DAHP sintasas relacionadas con plantas superiores (familia AroAy).
Los dos primeros motivos se relacionan tanto con la interaccion con PEP y E4P, como con metales

divalentes.

La familia de aminoDAHP sintasas (aminoDAHPS) fue analizada tomando como referencia a
RifH de Amycolatopsis mediterranei, considerando 12 secuencias de aminoacidos para el
alineamiento. Estas DAHP sintasas tienen una composicion de aminoacidos similar en numero a las
PhzDAHPS, teniendo en promedio 441 a.a. en su secuencia. De los grupos microbianos analizados,
éste grupo de enzimas contiene el mayor numero de motivos conservados entre si; asimismo, las
aminoDAHPS comparten muchos motivos con la familia PhzDAHPS, e.g. los motivos GDCAE,
KPRS, GxRTR, GxKTR y DPRL. Se realizd también un alineamiento de las secuencias de DAHPS
de seis plantas superiores, A. thaliana, Solanum lycopersicum, S. tuberosum, Nicotiana tabacum,
Zea mays y Petroselinum crispum, representativas de la familia AroAy, para identificar los motivos
conservados entre estas enzimas. En el alineamiento se observa que aproximadamente el 85% de la
secuencia de DAHPS de cada planta es idéntica a las demas, por lo que la familia AroA; se podria
considerar como la mas conservada dentro del universo de DAHPS conocidas. Cabe destacar que la
region variable de las DAHPS se localiza en la primera cuarta parte de las secuencias, por lo que

esta regién contribuye de manera importante a la individualidad de cada DAHPS. Estas enzimas se
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constituyen en promedio por 520 aa, siendo las de mayor tamafio comparadas con las demas

familias.

10 20 30 40 50 60

® ® ® ® ® ®
L.thaliana 1 -MALSNASSLSTRSIYGGDLSERESNROSSETFH-PAVH------- TKP-ESVNLVTAVHALEEARNA-V
A.thaliana 2 MVIL--NA----55P----LTTRSFL--------- PYRHA----- PRRPISE-SPVFAVHSTDERR----
5.1lycopersic -MAL--STHTTINSL- SNES-LLGNQPLLSSPSENAFESNRSTRTVREVQPIARVHSSOSNENPIV
N.tabacum -MAL--5555TINSL- PNKSQLVQNQSLLESELENVSETTNSTREVREVQPISAIHSSLSSKNEIV
S.tuberosum -MAL--5---NILSL- SSKSLVQSH--LLHNPLPQPRESLEPTICHGRREPISAVHAAEESKTAVE
Z.mays 1 -MAL--RB----TNSA----RRARAAV--5GGRASQPHRARTE --——- LPLE-RRTISAIHAADESEN---
Z.mays 2 -MAL--B ESPEAL PPNEAL
P.crispum ---M--BBLTGINSL----V35K5--FQTGSSLASASKSELVEN--VESIRSVQPISAVHSFEESKNFIV

70 80 90 100 110 120
L.thaliana 1 SVRESVASSSSEAL-------------m-m=mmm- KT PESWELKKALQLEDYENANELESVLRTIEAR
A.thaliana 2 STQSASASY KWSLESWE SKEALQLEDYPDQROVDSVLOILSSE
5.1lvcopersic SDEPT-KSSPPRATATT----- LELPAVTE----- -TEWAVDSWE SKKALQLPEYPDQEELRSVLETILEF
N.tabacum SDEPSSKPSPEAATVIA--—--] B-ATTVIR----- -TENTVESWE SKKALOLPEYPNQEELQSVLETIEEF
5.tuberosum (GR WSLDSWRTKRKALQLPEYPDERELESVLKTLEMN
Z.mays 1 -----] NGEAVPARAAARSSASAVATPERNPARP--VEWAVDSWE SKKALOLPEYPNQEELLTVLETIETF
Z.mays 2 @ ---——-- PLEWWGRAGRGVLVRARARAVRAALRPESQWSVGSWRGRPAQQQPEYPDRADLEDVLRTVGTF
P.crispum SDRLSKTTSSSTAAARASSSSVARAPAVIRQVS--TKWNIESNRTKKALQLPEYPDREELSVLETLIAR

130 140 150 160 170 180 190

® ® ® ® ® ® ®
A.thaliana 1 PPIVFAGEARNLEERLADAAVGRAFLLQOGGDCAESFKEFNATNIRDTFRVLLOMSIVLTEGGVEVIEVG
A.thaliana 2 PPIVFAGEARKLEDKLGQAAMGQAFMLOGGDCAESFKEFNANNIRDTFRVLLOMGVVIMFGGCLEVIRVG
5.1lycopersic PPIVFAGEARSLEERLGEAAMGRAFLLQGGDCAESFRKEFNANNIRDTFRILLQMGAVIMFGEIMEVIRVG
N.tabacum PPIVFAGEARSLEERLGEAAMGRAFLLOGGDCAE SFKEFNANNIRDTFRILLOMGAVLMFGGQMEVIEVG
5.tuberosum PPLVFAGEARSLEEKLGEAALGKAFLLOGGDCAESFKEFNANNIRDTFRILLQMSVVLMFGGQVEVIEVG
Z.mays 1 PEVVFAGEARHLEERMAEANMGRAF ILQGGDCAE SFREFHANNIRDT FRILLQMGAVIMFGELVEVVEVG
Z.mays 2 PPIVFAGEARTLEERTAEAAVGRAFLLQGGDCAE SFKEFNANNIRDTFRVLLOMSVVLMFGGQMEVVEVG
P.crispum PPLVFAGEARHLEERLGEAAMGNAFLLOGGDCAE SFKEFNANNIRDTFRILLOMGAVLMFGGQMEVIEVG

200 210 220 230 240 250 260

® ® ® ® ® ® ®
A.thaliana 1 RMAGQFARPRSIAFEERDGVKLPSYKGDNINGLITFIERSRIPDENRMIRAYTQSAATLNLLRAFATGEYA
A.thaliana 2 RMAGQFARPRSLPFEERKDGVELPSYRGDNINGDAFDERSRIPDEHRMVRAYTQSVATLNLLRAFATGGYA
5.1vcopersic RMAGQFARPRSDSFEEKDGVELPSYRGDNVNGDAFDVESETPDECRLIRAYCQSAATLNLIRAFATGGYA
N.tabacum RMAGQFRAKPRSINFEERNGVKLE SYRGDNVNGDAFLARSRTPDPQRLIRAYCQSAATLNLLRAFATGGYA
S.tuberosum RMAGQFARPRSDPLEEINGVELPSYKGDNINGLITFDERSEIPDPHRLIRAYMOSAATLNLIRAFATGGYA
Z.mays 1 RMAGQFAKPRSEPLEERDGVKLPSYRGDNVNGDDETEKSRVEDEQRMIRAYSQSVATLNLLRALATGGYA
Z.mays 2 RMAGQFAKPRSLGFEERDGLKLPSYRGDNINGDAENRESRLPDPHRMIRAYSQSAATLNLLRAFATGEYA
P.crispum RMAGQFAKPRSLGFEERDGVELESYRGINVNGDAFL LESRTEDEQRLIRAYCQSAATLNLLRAFATGEYA

270 280 290 300 310 320 330
A.thaliznzs 1 2ICRNTCHNIDEVECSZCADRY CELANRVDEALCFMSACELCTDHEIMT TIDEYTSHECLLLEYECSLIR
A thaliznz 2 AMORNSCHWNIDFICHSECGDRYRELANRVDEALCFMCARGLT SEHEIMT TTEFWTSHECLLLEYECALTR
S.1lvcopersic AMORINCHWNIDFIEHSECGDRYRELASRVDEALGFMIAACLIMDHPIMETIEFWTSHECLLLEYECSLIR
N.tabacum AMCRINCWNLDFIEHSECGDRYRELANRVLEALGFMARACLIVDHPIMETI EFWTSHECLLLEYECSLIR
S.tuberosum AMORNIEWNIDEVENCECCDRY CELAHRVDEALGCFMARRCLTVDHEIMSTIDEWISHECLLLEYECALTR
I.mavs 1 AMORVTCWNLDEY CHSECGDRYRELAHRVDEALGFM TAACLIVDHPIMT TT DFWTSHECLLLEYECSLIR
Z.mavs 2 AMORVACHNIDFIENSECCDRYMELAHRVDEAL.GFM SARCL ELDHP IMT IAE FWISHECLLLEYECALIR
P.crispum EMORN TN DFTEE SEGEDRY RELANRVDEA LCFH SR ACLTVDHP IMT TT DFWTSHECLLLEYEQSLIR

340 350 280 370 380 350 400
- * - * * - *

A thsliznz 1 LLOSTSGLYYDCSAHMVACGERTROLLGRHVEFLRG IANELEIRVENEMDIFELVEL VEILNERNKEGRIT
A.thalisna 2 EDSTSGLYYDCSAHMIWVGERTROLLGAHVEFLRG IANFLEIRVSDEMVESELVELIEILNECNEEGRIT
5.1lvcopersic ROSTSGLEYDCSARELWVGERTROLLGRHVEFLRGI ANELGIEVSDEMDESAIVELIETLNECNEAGRTT

N.tebacum  LISTSGLYYLCSAHE IWVGERTROLLGAHVEFLRGVANILGIRVSDEMDISALVELIEILNEINEAGRIT
S.tuberosum EDSTSCLFYDCSARMVIVGERTROLOGAHVEFLACVANFLGIEYECRMDENET TELI CILNEANREGRTT
Z.mavs 1 KDSTSELF¥DCSAHN IHVGERT ROLOGAHVER LAGVANELETEVSDEMNESDIVEL IET LNE SNEEGRIT
Z.mavs 2 ELSTICLY¥DCSAHF LWVGERTROLLGAHVEFLAG I ANILCIEVSDEMDIAEIVRLICILNEENRAGRIT
Poerispum  LOSTSGLYYDCSAHF TMVGERTRQLOGAHVEFLAGVANE IGTEVSDEMNETEIVELIETLNECNRECRTT

410 420 430 440 450 480 470
- * - * * - *

A thzlizna 1 VIVAMGAENMRVELEHLIRAVRESECIVIWUCDEMHENTIKAPCCLETRAFDSITAEVRARLOVHEOERS
A.thalizna 2 VIVRMGAENMRVELENLIRAVRGAGCIVIWYSDEMHGNTIMAPGCLETRSFLAIRAEIRAFFIVHIOEGS
5.lveopersic ITTRMGAENMAVELEHLIRAVRRACCIVIWS SDEMHGNTIKAPCCLETR FFDSIRAEVRARFIVHDORCS

N.tsbacum  IITRMEAENMRVELEELIRAVRRRGCIVIWGSDEMHGNTIKAPCGLETREFDSIRREVRAFFIVHEOZGS
S.tuberosum VIVRMGAENMRVEL SHLVRAVEGAGCIVIWSCDEMHGNTIKAPCGLRTRAFDSITAEVRAFFIVHEOEGS

I.mavs 1 TITRMCAENMAVELEHLIRAVENACLIVIH I TDEMHGNTIKAPCCLETR FFDSTTAEVRARFIVHDOECS
Z.mavs 2 TITEM: EENMRVELEHLIRAVEGAGCIVIWS TDEMHGNIMEAPCGLETR SFL RIT CEVRAFFIVHEOECS
Pocrispum  IIARMGRENMRVELEELIRAVRGAGHIVIWGSDEMHGNTIKAPCGLRTREFLAIRAEVKAFFIVHEQEGS

180 430 500 £10 520 £30
. p M P p .
2. thalians 1 BACCTHLEMICONVIECICGSRTVIYDDISSRYHTHCDERLNASCSIELAFTVARALAKRET--CEC TS
2 thalians 2 FRCCVELEMTCONVIECUSGSRIITYNDISSRYHTECDPRINASCSIELAFT IRERLAFREL -~CE-- 0
5. lvcoversic HEGEVELEMICCKVIZCIEESRTVTEDDLSSRYHTECDPRLIRSCSIEL SFT AERLARREL -~
V.tbacun  BECCVELEMICOWVIECICGSRTVIEDDISSRYHTECOIRLIASCSIELAFT IRERLRKREL -~
£ tuberosur HEGETELEMTCCNVIZCICEERTVT VDD CERYHTHCDPRLE SCSIEL SFTVAERLERREM T -~ -CF
T.oevs 1 HEGGIELEMICCKVIZCIGGSRTVTEDDLSLRYHTHCDIRLNRS0SIELAF] IAERLARREMESCL--HY
T.mavs 2 HEGGVELEMICOKVIZCICGERTVTEDDICSRYRTHCOIRLNRSCSIZMAF] AERLAKREMRSSILYTN

Poerispum  HEGGIHLEMIGQWVIECIGGSRTVIEDDIGSRYHTHCDPRLNASCSIELAFT IARRLERREI--52--EQ
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N.tabacum VIEG----—-
5. tuberoqum  L-------—-
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Doerispum  IVESEE--—-

Figura 23. Alineamiento de secuencias de DAHP sintasas de algunas especies vegetales representativas de la familia
AroAui. Las regiones conservadas se distinguen con sombreado azul.
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Figura 24. Esquema general del patron de alineamiento y distribucién de la estructura primaria de enzimas DAHP
sintasas. Se sefialan los 5 grupos principales de clasificacion y los tres aminoécidos (lisina, aspartato e histidina) que son

conservados en todas las familias.
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En base al alineamiento realizado de las secuencias de DAHP sintasas, se determind que
cada grupo o familia posee regiones caracteristicas 0 motivos compartidos identificables, pero que
solamente existen tres aminoacidos conservados en todas las DAHP sintasas, los cuales son Lys,
Asp, e His, que se sefialan en el esquema. En la subfamilia AroA, estos aminoacidos se encuentran
en las regiones Lys187, Asp266 e His269; en la subfamilia AroAjs en las regiones Lys231, Asp293 e
His296; en la familia KdsA en las regiones Lys133, Asp192 e His195; en las PhzDAHPS en Lys240,
Asp300 e His303; y en las aminoDAHPS, en Lys286, Asp346 e His349. En todas las familias de
DAHPS, el motivo DxxH, que incluye tanto al Asp como His, se encuentra conservado. El patrén de
alineamiento es considerablemente conservado en las DAHP sintasas de la familia AroAy,
PhzDAHPS y aminoDAHPS, ubicando la principal modificacién en la primera tercera parte del
alineamiento. Es posible que esta regién de modificacion, junto con las diferencias en las secuencias
de aminoacidos, contribuyan de manera importante a la diversidad catalitica de estos grupos de
DAHP sintasas. De igual manera, se podria proponer esta perspectiva para la subfamilia AroAig y
KdsA, en donde las regiones de alineamiento son muy similares y cuya principal diferencia, ademas
de algunas sitios de la secuencia de aminoacidos, es la presencia de una regién de aminoacidos

adicional en la familia KdsA con respecto a la AroAss.

AroA,,

——=smlll AroA;

’7< KdsA

L

AroA

PhzDAHPS
< AroA,
PhzDAHPS

<] AminoDAHPS

T
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Figura 25. Arbol filogenético de DAHP sintasas de organismos representativos de todos los grupos conocidos (AroAi,
AroAig, AroAi, PhzDAHP sintasas, y aminoDAHP sintasas). La historia evolutiva fue inferida utilizando el método
Maximum Likelihood basado en el modelo de matrices de Jones-Taylor-Thornton (JTT). El &rbol mostrado es el de mayor
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logaritmo de probabilidad (-81992.7997). Los arboles iniciales para la busqueda heuristica fueron obtenidos aplicando el
método Neighbor-Joining a una matriz estimada de distancia por parejas utilizando un modelo JTT. El andlisis incluyd
174 secuencias de amino&cidos. Todas las posiciones ambiguas fueron removidas para cada par de secuencia. En el
grupo final de datos hubo un total de 711 posiciones. El andlisis filogenético fue realizado con el programa MEGAS.

En el arbol filogenético de la Figura 23 se muestra la distribucién de los grupos de DAHP
sintasas que existen actualmente. Como otros estudios previos han demostrado, existe una clara
diferencia a nivel de secuencia entre las DAHP sintasas denominadas AroA; (AroAi, y AroAsg) y
AroAy, este ultimo grupo representado por las DAHP sintasas de plantas superiores. Asimismo, se
ha reportado la similitud entre el grupo AroA; con las DAHP sintasas involucradas en la sintesis de
fenazinas (PhzDAHPS) y aminoDAHP sintasas (aminoDAHPS). En este arbol también se ilustra la
relacion que existe entre las DAHP sintasas del grupo con el grupo de KDOP sintasas (KdsA). La
topologia de los grupos de DAHP sintasas aqui representados sugiere que la separacion temprana
de los grupos AroAi, PhzDAHPS y aminoDAHPS ocurrié a partir de un evento evolutivo de
divergencia inicial que derivo en la separacion y evolucidn independiente con respecto a las demas
DAHP sintasas microbianas. Analizando las DAHP sintasas microbianas del metabolismo primario,

el grupo AroAy, evoluciond de manera independiente y paralela a los grupos AroAg y KdsA.

VIL.3. Obtencién de cepa de E. coli AaroF AaroG AaroH carente de actividad de DAHP sintasa

Los genes paralogos aroF, aroG y aroH, poseen similar nimero de bases entre ellos, y

ademas se encuentran ubicados en sitios distantes en el cromosoma de E. coli.

Tabla 8. Longitud y ubicacién de los genes aroF, aroG y aroH, en el cromosoma de Escherichia coli.

Gen Longitud (pb) Ubicacion

aroF 1071 2738102 €----- 2739172
aroG 1053 784 856 ------ > 785908

aroH 1047 1786459 ------ » 1787505
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Escherichia coli K-12 substr. MG1655 Chromosome: aroF

S L L
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Escherichia coli K-12 substr. MG1655 Chromosome: aroG
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Escherichia coli K-12 substr. MG1655 Chromosome: aroH
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Figura 26. Distribucion de los genes aroF (amarillo), aroG (verde) y aroH (azul) en el cromosoma de Escherichia coli.

Una de las técnicas para efectuar la interrupcion de genes es la transduccion generalizada,
la cual involucra la transferencia de fragmentos aleatorios de DNA cromosdmico de una cepa
donadora a una cepa receptora mediante un bacteriéfago; asi, los fragmentos transferidos son
recombinados por homologia dentro del cromosoma de la cepa receptora. Si en la transduccion se
utilizan cepas donadoras con los genes de interés interrumpidos por genes de resistencia a algun
antibidtico, se generaran cepas receptoras resistentes al antibiético producto de la interrupcion del
gen blanco con el gen de resistencia en la cepa receptora. Por lo tanto, fueron seleccionadas tres
cepas de E. coli K-12 BW25113 (AaroF::kan, AaroG::kan y AaroH.::kan) [Baba et al., 2006] cada una
con un gen de resistencia a kanamicina interrumpiendo los genes blanco vy utilizando el bacteriéfago

P1vir como particula transductante [Miller, 1992].

En la primera transduccién se utilizo la cepa BW25113 AaroH::kan como donadora y un
derivado de la cepa BW25113 AaroF::kan como receptora; este derivado se obtuvo transformando a

la cepa receptora con el plasmido pCP20 para escindir el gen de resistencia a kanamicina,

41



obteniendo dos cepas BW25113 AaroF (Figura 27), seleccionando una de éstas como cepa

receptora.

2000 pb ===
1500 pb ===

750 pb ===

500pb ===

Figura 27. Productos de PCR en amplificacién de gen aroF. M) Marcador de tamafio molecular de 1 kb; 1 & 2) cepas
BW25113 Aarof; 3) cepa MG1655; 4) cepa BW25113 AaroF::kan.

Como resultado del primer experimento de transduccidn, se obtuvieron tres cepas BW25113
AaroF AaroH::kan, identificando la presencia del gen de resistencia a kanamicina interrumpiendo el

gen aroH mediante PCR (Figura 28).

2000 pb ===-=

1500 pb ===

Figura 28. Productos de PCR en amplificacion de gen aroH. M) Marcador de tamafio molecular de 1 kb; 1, 2 & 3) cepas
BW25113 AaroF AaroH::kan; 4) cepa MG1655; 5) BW25113 AaroH::kan.
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Para utilizar la cepa BW25113 AaroF AaroH::kan como receptora en un segundo
experimento de transduccion, ésta fue transformada con el plasmido pCP20 para escindir el gen de
resistencia a kanamicina; asi se obtuvieron tres cepas BW25113 AaroF AaroH, denominadas cepas
T1.1, T1.2y T1.3 (Figura 29).

2000 pb ===
1500 pb ===

750pb ===

500pb ===

Figura 29. Productos de PCR en amplificacion de gen aroH. M) Marcador de tamafio molecular de 1 kb; 1, 2 & 3) cepas
BW25113 AaroF AaroH; 4) cepa MG1655; 5) BW25113 AaroH::kan.

Al verificar la delecion del gen aroH, se eligié la cepa T1.1 como cepa receptora para un
segundo experimento de transduccion, usando a la cepa BW25113 AaroG::kan como donadora; de
esta manera, se obtuvieron cuatro cepas BW25113 AaroF AaroH AaroG::kan, denominandolas
como T2.1, T2.2, T2.3 y T2.4. Al verificar el producto del gen aroG, se eligié una de las cepas
obtenidas para continuar con el experimento de transformacion y complementacion funcional,

seleccionando a la cepa T2.1.
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Figura 30. Productos de PCR en amplificacién de gen aroG. M) Marcador de tamafio molecular de 1 kb; 1, 2, 3 & 4)
cepas BW25113 AaroF AaroH AaroG::kan; 5) cepa MG1655; 6) BW25113 AaroG::kan.

VIL.4. Transformacion de cepa de E. coli AaroF AaroH AaroG::kan con banco metagenémico

de suelo

Al deletar los genes arof, aroG y aroH, se elimina completamente la actividad de la DAHP
sintasa en E. coli; esta actividad es esencial para el crecimiento de E. coli en medio minimo, por lo
que la deteccidn de clonas positivas estara basada en el crecimiento microbiano en medio mineral
con glucosa como unica fuente de carbono y energia. Fue elegido el medio M9 para comenzar con
los experimentos de complementaciéon funcional. Previo a la transformaciéon con el banco
metagendmico, se eligid un control positivo para verificar el comportamiento del crecimiento de la
cepa T2.1 en el medio M9, para esto se eligieron los plasmidos pJLBaroG®" y pJLBaroGPrtktA;
ambos contienen un gen que codifica para una DAHP sintasa de E. coli resistente a inhibicién por
retroalimentacion. La cepa transformada tanto con uno o con otro plasmido mostraron crecimiento
microbiano en agar M9. Debido a que no se encontré diferencia significativa en el comportamiento
de la cepa, fue utilizado solamente el plasmido pJLBaroG®'tktA como control positivo. Posterior a
esto, se realizaron los experimentos de seleccion de clonas transformadas con el banco

metagenémico.
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Sin embargo, después de algunos experimentos de transformacion, no se observo
crecimiento microbiano en el medio M9. Analizando su composicion quimica, el medio M9 carece de
algunos cofactores esenciales que podrian dificultar la seleccion de clonas positivas; por lo tanto, se
realizaron los experimentos de complementacion en un medio mineral cuya composicion es mas
enriquecida que el medio M9, eligiendo asi el medio mineral ARO. Este medio posee acido p-
aminobenzoico (PABA), acido p-hidroxibenzoico (PHBA) y acido 2,3-dihidroxibenzoico (2,3-DHBA),
los cuales son cofactores derivados de la via del shikimato. Con la finalidad de disminuir los tiempos
de incubacion y acelerar la seleccion de clonas, se realizaron los experimentos de transformacién en

matraces con medio ARO en vez de utilizar agar.

Después de varios experimentos de transformacion con el banco metagendmico, no se
detectaron clonas positivas que complementaran la funcién de DAHP sintasa en el medio ARO;
inclusive, tampoco hubo crecimiento de la cepa T2.1 transformada con el plasmido pJLBaroG®tktA,
la cual es nuestro control positivo de complementaciéon. Por lo tanto, realizamos una adaptacion del
medio M9, manteniendo esta base mineral y adicionando los precursores PABA, PHBA y 2,3-DHBA
del medio ARO; este medio se denomind M9S. Este medio fue utilizado tanto en los experimentos de
complementacién con el plasmido pJLBaroG™tktA asi como con el banco metagenomico, tanto en

agar como en matraz, obteniendo resultados satisfactorios en ambos experimentos.

VIL.5. Analisis de clonas transformantes T2.1 con recuperacion de actividad de DAHP sintasa

A partir de un cultivo de células T2.1 transformadas con el banco metagenémico en 50 mL
de medio M9S, se realizd una resiembra y seleccion de clonas Unicas en agar M9S
Km'5Ch'00Chx100; estas clonas se denominaron UGGL. Asimismo, se identificaron algunas clonas en
la siembra directa en agar M9S, denominando a estas clonas UGGS. En total fueron seleccionadas

133 clonas UGGL, mientras que en la siembra directa en agar, se obtuvieron 5 clonas UGGS.

VIL.5.1 Andlisis de restriccion de plasmidos pUGG

Se realizo el anélisis de clonas mediante perfiles de restriccion, esto con la finalidad de
establecer patrones unicos de restriccion que indiquen la presencia de insertos Unicos dentro de los

plasmidos. A partir de cada perfil de restriccion Unico se selecciond una clona para secuenciar el
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inserto correspondiente. Para realizar la seleccion de las enzimas de restriccion a emplear, se
seleccionaron y obtuvieron las secuencias nucleotidicas de los genes que codifican para DAHP
sintasas en B. subtilis (gen aroA), representativa de la subfamilia AroAsg, y en E. coli (gen aroF),
representativa de la subfamilia AroAi,, las cuales son representativas de las dos principales
subfamilias de DAHP sintasas microbianas. Con estas secuencias, se realizd una busqueda de sitios
de corte para enzimas de restriccion disponibles que actlen en ambas secuencias (Tabla 9).

Tabla 9. Enzimas de restriccion con sitios de corte comdn en los genes aroA (Bacillus subtilis) y aroF (Escherichia coli).

Enzima de Sitio de corte en Sitio de corte en
restriccion gen aroA (pb) gen aroF (pb)
Mun | (Mfe 1) 314 485
MspA1 | 416 1048
Pvu ll 416 1048
Bsp1286 | 474 491
BstX | 489 336
BssH II 625 603
Pst | 413 370
BspM | (Bve ) 396 651

De acuerdo a las posibles enzimas para obtener los perfiles de restriccion, fueron
seleccionadas las enzimas Pst | y Pvu |l (Figura 29). Asimismo, se eligieron 14 clonas para evaluar
la heterogeneidad de los perfiles de restriccion que pueden obtenerse con las enzimas Pst 'y Pvu Il.

M 12 3 45 67 8 9 111213 14 M

s bt 4ty ot i — A

2000pb — 2000 pb
1000 po — 1000 pb

500 pb
500pb —

Figura 31. Perfiles de restriccion de los plasmidos provenientes de las clonas UGGL(1-14) con las enzimas Pst |y Pvu I,
en un gel de agarosa al 2.5%, con un marcador de tamafio molecular de 1 kb.
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Los patrones de restriccion obtenidos con las enzimas Pst | y Pvu Il mostraron que las 14
clonas tienen patrones de restriccion diferentes entre si y, en consecuencia, tienen insertos Unicos
en cada plasmido que restituyen la actividad de DAHP sintasa y el crecimiento de las clonas. Sin
embargo, se realizé un nuevo analisis de restriccion con las enzimas Pvu Il y BspM | con la finalidad
de buscar patrones de restriccion mas heterogéneos para cada una de estas 14 clonas, y asi

compararlo con el patrén anterior.

M1 2 3 45 6 7 8 9 1 1 12 13 14

3000 pb
2000 pb

1000 pb

500 pb

Figura 32. Perfiles de restriccion de los plasmidos provenientes de las clonas UGGL (1-14) con las enzimas BspM | y
Pvu ll, en un gel de agarosa al 2.5%, con un marcador de tamafio molecular de 1 kb.

Como se puede observar en la Figura 32, de la restriccion con las enzimas BspM |y Pvu I,
se confirma que estas 14 clonas tienen un inserto distinto en sus plasmidos pUGGL. Sin embargo se
obtienen patrones de restriccion mas heterogéneos para cada clona con esta combinacion de
enzimas, por lo que en experimentos posteriores de analisis de restriccion, se utilizaran las enzimas
BspM |y Pvu Il.

Una vez establecido el uso de las enzimas sefialadas en el parrafo anterior, se procedié a
realizar un andlisis de las demés clonas restantes para determinar, como en el grupo anterior, las
posibles clonas con insertos Unicos en los plasmidos. Después del analisis del patrén de restriccion

se obtuvieron 19 perfiles Unicos cuyo DNA fue secuenciado.
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Figura 33. Perfiles de restriccion de los plasmidos provenientes de las 19 clonas UGG con perfiles tnicos en un gel de
agarosa al 2.5 % con las enzimas BspM | y Pvu Il y un marcador de tamafio molecular de 1 kb.

VII.5.2. Secuenciacion de insertos de clonas UGG

La Tabla 10 muestra el tamafio de los insertos secuenciados provenientes de las clonas
UGGL(1-14,96) y UGGS (1a, 2, 3a, 4).

Tabla 10. Tamafio de inserto de secuencias de las clonas UGG.

Secuencia Tamaiio de inserto Secuencia Tamafio de inserto

(pb) (pb)
UGGL1 786 UGGL11 85
UGGL2 90 UGGL12 195
UGGL3 ~1512 UGGL13 490
UGGL4 867 UGGL14 127
UGGL5 272 UGGL96 >1565*
UGGL6 104 UGGS1a 1142
UGGL7 1626 UGGS2 >1246*
UGGLS8 >770 UGGS3a 298
UGGL9 224 UGGS4 > 748
UGGL10 292

* El tamafio de la secuencia de las clonas UGGL96 y UGGS2 corresponde a un evento de
secuenciacion empleando los iniciadores 23-mer y 24-mer y no corresponde al tamario de la
secuencia completa.
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De acuerdo a los resultados de la seccidn de los perfiles de restriccion unicos y el tamafio de
las secuencias obtenidas, se puede concluir que el criterio de seleccion por complementacion de
actividad en la triple mutante de DAHP sintasa en medio minimo derivo en la obtencion de 19 clonas
con secuencias Unicas pero algunas con un tamafio muy pequefio (entre 85y 90 pb). Estas clonas
(e.9. UGGL2) es claro que no corresponden al tamafio esperado de un gen que codifica para una
DAHP sintasa, aproximadamente de 1 000 pb. Para los propésitos de nuestro proyecto, fueron de
nuestro particular interés las clonas que tuvieron un inserto mayor o igual a 1 000 pb, asi como
aquellas clonas que presentaron un inserto con una secuencia unica. No obstante que no se obtuvo
la secuencia completa del inserto de la clona UGGS4, y a pesar de que las clonas UGGL96 y
UGGS4 mostraron un perfil de restriccion aparentemente distinto, las secuencias obtenidas del
inserto de ambas clonas son idénticas; por lo tanto, fueron seleccionadas la clonas UGGL96 y

UGGS2 para determinar sus secuencias completas.

Para elegir la estrategia para secuenciar, se realizé una estimacion del tamafio de inserto
mediante perfil de restriccion. Para esto fue seleccionada la enzima Ade |, la cual tiene solo un sitio
de corte en el vector pJET1.2, considerando también la posibilidad que dentro de los insertos existan
sitios de corte para esta enzima. De acuerdo al perfil de restriccion obtenido (Figura 32), y
considerando que el tamafio del vector pJET1.2 es de 2 974 pb, los insertos de las clonas UGGLI6 y
UGGS2 tienen un tamafio de inserto aproximado de 10 y 12 kb respectivamente. Se realizaron
varios intentos de continuar con la secuenciacion de los insertos por medio de primer-walking sin
obtener resultados, por lo que se decidi6 secuenciar completamente estos dos plasmidos por

secuenciacién masiva.
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Figura 34. Perfil de restriccion de los plasmidos pUGGL96 y pUGGS2 realizados con la enzima Ade | en un gel de
agarosa al 1.5 % utilizando un marcador de tamafio molecular de 1 kb.

VII.5.3. Cinéticas de crecimiento de las clonas UGG

El medio M9S con glucosa como unica fuente de carbono y energia fue utilizado para
analizar el crecimiento de las clonas UGGL96 y UGGS2. El control positivo considerado fue la cepa
T2.1 transformada con el plasmido pJLBaroG™'tktA, el cual contiene el gen aroG™", que codifica para
una DAHPS de E. coli resistente a retroinhibicién por fenilalanina. Asimismo, también fue
contemplada la cepa T2.1 transformada con el vector pJET1.2 como un control negativo. Sin
embargo, debido al disefio del vector pJET1.2, no fue posible obtener un vector integro circularizado
sin inserto; esto debido a que la presencia de un inserto dentro del sitio de multiclonacién también
interrumpe el marco de lectura del gen letal eco47IR, permitiendo la seleccion positiva de clonas con
inserto. De tal manera que, al circularizar el vector, se reintegro el marco de lectura del gen letal
eco47IR, impidiendo la seleccion de clonas con vector pJET1.2 circularizado. Para solucionar este
problema, fue escindido un fragmento de 50 pb dentro del gen eco47IR con la enzima Bgl I,
interrumpiendo asi el marco de lectura de este gen y permitiendo la recircularizacion del plasmido.
Este plasmido carente de estos 50 pb se denomind pJET1.2-B. La cepa T2.1 transformada con este
vector se tomd como un control adicional a los experimentos de transformacion. Es importante

sefalar que al final de cada cinética de crecimiento se realizé la amplificacion por PCR de los genes
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interrumpidos aroF, aroG y aroH para descartar la posibilidad de que se presentara algun cambio en

éstos durante la cinética de crecimiento.

-+ UGGL%
--+ MG1655
-®- T2.1pJLBaroG™tktA
-e- UGGS2

-&- T21pJET1.2-B

deowlk

=¥ T21

Tiempo (h)

Figura 35. Cinéticas de crecimiento en medio minimo M9S de las clonas UGGL96 y UGGS2 que recuperaron la
actividad de DAHP sintasa, asi como las cepas control MG1655, T2.1, T2.1 pJLBaroG™'tktA y T2.1 pJET1.2-B. Todos los
cultivos se realizaron por duplicado en matraces bafleados de 250 mL con 50 mL de medio minimo M9S con 2 g/L de
glucosa como Unica fuente de carbono, incubados en agitacion constante de 300 rpm a 37 °C. Los cultivos fueron
iniciados a una densidad 6ptica de 0.1 D.O.s00.

En todas las cepas utilizadas en las cinéticas de crecimiento no se observaron cambios en
los amplicones de los genes interrumpidos arof, aroG y aroH, por lo que no hubo modificaciones
cromosomales en estos genes a lo largo del experimento. En el cultivo de la cepa T2.1 no se
presentd crecimiento, a pesar de que el cultivo permanecio en incubacion por 120 horas continuas.
Esto permite descartar cualquier evento de supresion de las deleciones de los genes aroF, aroG 'y
aroH. En el caso de la cepa transformada con el plasmido pJET1.2-B, se observo crecimiento
después de las 30 h de cultivo alcanzando un maximo de biomasa de 0.4 gcow/L, correspondiente a
menos de la mitad de la biomasa obtenida para la cepa MG1655. Por el comportamiento de esta
cepa podemos inferir que el vector pJET1.2-B tiene efecto sobre el crecimiento de la cepa T2.1; sin
embargo, por el momento no contamos con evidencia que nos permita atribuir y explicar el efecto
exacto que ejerce este plasmido en el fondo genético de la cepa T2.1 para recuperar la actividad de
DAHP sintasa.
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El crecimiento microbiano en la cepa T2.1 pJET1.2-B permitio establecer un criterio de
seleccion de clonas para la determinacion de actividad enzimatica; tomando como referencia la
duracion de la fase lag de crecimiento en esta cepa, se eligieron solamente las clonas que
presentaran una fase lag menor a 30 h de duracidén. En este caso, las unicas dos clonas que
cumplieron este criterio fueron la UGGL96 y UGGS2. El crecimiento observado en estas clonas es
interesante, particularmente el de la clona UGGL96, ya que tiene una fase lag relativamente corta,
inclusive menor a la cepa MG1655 y T2.1 pJLBaroG™'tktA en las condiciones de cultivo establecidas;
este crecimiento caracteristico de estas cepas se puede atribuir al contenido de los insertos en los

plasmidos.

VII.5.4. Determinacion de actividad enzimatica especifica de DAHP sintasa

La determinacion de actividad enzimatica especifica de DAHP sintasa fue realizada para las
clonas UGGL96 y UGGS2 a partir del extracto celular crudo obtenido de un cultivo celular en medio
minimo M9S; las células fueron cosechadas en la etapa exponencial tardia de su crecimiento. Previo
a la cuantificacion de actividad, se determin6 el intervalo de linealidad para la actividad enzimatica,
realizando determinaciones a distintas concentraciones relativas de enzima; para realizar los
calculos de cuantificacion de proteina se eligio el punto donde se registrara el mayor valor de
absorbancia y, que a su vez, conservara la relacion lineal entre la cantidad de extracto (enzima) y

absorbancia (Figura 36).
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Figura 36. Linealidad de actividad enzimética de DAHP sintasa de las cepas MG1655, T2.1 pJLBaroG™tktA y las clonas
UGGS2 y UGGLY6.

Para las clonas probadas, se obtuvo un intervalo lineal de actividad hasta la concentracion
relativa final de 12.5; mientras que para las cepas de referencia MG1655 y T2.1 pJLBaroG™rtktA, la
linealidad se conservé solamente hasta la concentracion relativa de 8. En cuanto a estas dos ultimas
cepas, es importante mencionar la similitud en el comportamiento de linealidad; recordando también
que el gen aroG"r es una variante del gen aroG silvestre de E. coli cuya modificacion principal es la
resistencia a inhibicion alostérica por fenilalanina, y ademas que este producto AroG posee mas del
80% de actividad enziméatica de DAHP sintasa en E. coli. Al establecer los puntos de méxima
actividad enzimatica, dentro del intervalo de linealidad, se procedio6 a realizar el calculo de actividad

enzimatica especifica (Figura 37).
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Figura 37. Actividad enzimatica de DAHP sintasa de las cepas MG1655, T2.1 pJLBaroG®"tktA y las clonas UGGS2 y
UGGL96. La equivalencia de la unidad enzimatica de DAHP sintasa es: 1 U = 1 nmolpaxp - min-'.

De acuerdo a los resultados de la figura 34, se observa que las cepas MG1655 y T2.1
pJLBaroG™rtktA tienen los valores mas elevados de actividad enzimatica especifica (entre 70 — 75 U
- mg"), mientras que la clona UGGL96 registré un valor de actividad aproximado de 60 U, y las
clonas UGGS2 y UGGS4 se detectaron valores cercanos a las 35 U - mg-'. Sin conocer la secuencia
de los insertos de las clonas estudiadas, es posible que la diferencia en el crecimiento bacteriano
sea atribuible a algin gen que se encuentra dentro de los insertos, el cual le confiere una ventaja
para el crecimiento. Otro factor que pudiera estar involucrado es el origen de las secuencias de los
insertos, ya que la expresion de genes que corresponden a organismos filogenéticamente mas
cercanos a la bacteria huésped (y-Proteobacteria en el caso de E. coli) podria corresponder a una
transcripcion y traduccién mas eficiente que se reflejaria en la disminuciéon de la fase lag de

crecimiento
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VIL.5.5. Secuenciacion masiva de las clonas UGGL96 y UGGS2

Las clonas UGGL96 y UGGS2 fueron seleccionadas para su secuenciacion completa por

medio de una técnica de secuenciacion masiva. En el proceso de secuenciacion, se obtuvieron

también secuencias tanto de E. coli como del vector pJET1.2; éstas fueron depuradas y excluidas

para considerar solamente las secuencias del inserto. Mediante un analisis BLASTX se determinaron

la identidad de los contigs y scaffolds obtenidos en la secuenciacion. En las Tablas 11y 12 se

muestran los mejores hits de BLASTX para contigs y scaffolds obtenidos correspondientes a los
insertos de UGGL96 (Tabla 11) y UGGS2 (Tabla 12).

Tabla 11. Resultados de BLASTX realizados a los contigs y scaffolds obtenidos en los insertos de la clona UGGL96.

Contig/Scaffold | Inicio Final Descripcion Organismo Referencia NCBI
C288 151 2 Proteina hipotética CRE_01315 Caenorhabditis remanei XP_003094876.1
C317 180 1 Factor 2 de liberacion de cadena peptidica Salmonella enterica ESH65619.1
C539 381 1 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C541 1 381 Proteina hipotética ACD_39C00256G0001 Bacteria no cultivable EKD84083.1
C543 103 2 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C545 381 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C547 3 356 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1
C549 379 47 Glicosiltransferasa Solibacter usitatus YP_822169.1
C551 366 1 Glicosiltransferasa Solibacter usitatus YP_822169.1
C553 2 379 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C555 380 132 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C557 330 142 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C559 324 67 Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
C561 3 380 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1
C563 381 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C565 174 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C567 1 342 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C569 2 382 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C571 379 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C573 263 9 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C575 5 379 Glicosiltransferasa Desulfomicrobium baculatum | YP_003158688.1
C577 380 111 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C579 381 1 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1
C581 3 380 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1
C583 1 381 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C585 2 382 Glicosiltransferasa Desulfomicrobium baculatum | YP_003158688.1
C587 3 380 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C589 221 3 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
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C591 1 381 Proteina hipotética Lamprocystis purpurea WP_020506171.1
C593 2 319 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C595 35 382 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C597 274 2 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C599 131 3 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C601 2 202 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C603 16 204 a-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCA73309.1

C605 215 382 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
Cc607 381 16 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C611 3 380 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C613 381 1 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C615 365 3 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
Cce617 288 383 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C619 94 381 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C621 383 3 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C623 383 3 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C625 3 383 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
Cc627 382 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C631 1 382 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C633 282 383 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C635 183 383 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C637 3 383 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C639 9 383 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C641 329 72 Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
ce47 116 3 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C651 381 1 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C653 381 211 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C655 379 158 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C657 383 3 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C659 1 165 B-1-2-glucano sintasa ciclica Collimonas fungivorans YP_004752371.1
C663 3 383 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C665 306 1 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C669 132 383 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
Cc671 3 383 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C673 3 188 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C675 383 3 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
ce77 2 382 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C679 1 210 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C681 1 381 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C683 383 3 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C685 383 141 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
Cce687 382 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C691 4 375 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C693 383 3 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C695 5 184 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C697 144 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C699 61 381 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
Cc701 381 250 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C703 3 383 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
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C705 3 383 Glicosiltransferasa Azoarcus sp. YP_007551292.1
Cr07 164 382 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C709 82 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
Cc711 182 379 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C713 160 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C715 88 381 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
cr7 382 212 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C719 1 192 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
cr21 1 384 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C723 296 3 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C725 1 384 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
Cra27 382 110 B-1-2-glucano sintasa ciclica Collimonas fungivorans YP_004752371.1
C729 3 380 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C731 383 210 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C733 19 384 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C735 6 380 Glicosiltransferasa Desulfomicrobium baculatum | YP_003158688.1
Cr37 202 384 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C739 2 253 Proteina hipotética PHACADRAFT_199064 Phanerochaete carnosa EKM51552.1

C741 384 1 Glicosiltransferasa Azoarcus sp. YP_007551292.1
C743 382 2 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C745 2 382 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C747 384 1 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C751 313 2 Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1

C753 384 1 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C755 382 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C757 383 9 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C761 1 231 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C763 8 283 Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
C765 211 381 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C769 384 4 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

Cr71 382 5 Proteina de funcién desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
Cr73 2 382 Proteina de funcién desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C775 384 115 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C779 60 383 Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1

C783 382 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C785 384 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C787 5 382 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C789 1 120 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C791 3 383 Proteina hipotética ACD_39C00256G0001 Bacteria no cultivable EKD84083.1

C795 382 236 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
Ccr97 2 328 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C799 383 3 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C801 382 11 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C803 273 1 Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1

C805 382 2 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C807 2 382 Proteina de funcién desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C809 382 32 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C813 1 384 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

cs817 321 1 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
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C819 243 1 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
Cc821 2 364 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C823 2 385 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C825 2 127 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
Cc827 60 383 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C829 190 384 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C831 378 4 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C833 193 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C835 266 75 o-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCAT73309.1

C837 3 221 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C841 384 1 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C845 1 381 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
Ccs847 383 99 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C849 382 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C851 385 128 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C853 3 383 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C855 384 1 Proteina de funcién desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C857 385 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C859 2 154 B-1-2-glucano sintasa ciclica Collimonas fungivorans YP_004752371.1
C861 60 386 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C863 385 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C865 80 385 Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
C867 41 229 o-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCA73309.1

C869 386 6 Glicosiltransferasa Solibacter usitatus YP_822169.1

C873 386 3 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C875 379 191 a-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCA73309.1

c8r7 1 381 Proteina de funcién desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C879 27 215 o-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCA73309.1

C881 386 3 Proteina de funcién desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C883 3 386 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C885 202 387 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
css7 136 387 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
889 1 387 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C891 140 3 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
893 4 1M1 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C895 240 52 o-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCA73309.1

Cc897 2 352 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C899 12 389 Proteina hipotética Leeia oryzae WP_018149968.1
C903 116 391 Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1

C905 273 1 Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1

Co07 388 5 Glicosiltransferasa Solibacter usitatus YP_822169.1

Co11 1 390 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C913 118 390 Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1

C915 2 391 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C919 392 3 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C921 156 1 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C923 2 364 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C925 365 108 Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
C929 396 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
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C933 325 68 Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
C937 372 1 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C939 346 2 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

Co41 268 110 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C943 3 398 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C945 248 397 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C947 1 399 Proteina de funcién desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C951 5 400 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C959 170 400 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C963 401 231 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C965 2 403 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
Ccor71 395 3 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
Co73 403 140 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C975 286 405 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C979 2 406 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C981 3 122 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
983 405 223 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C985 405 1 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

€989 250 408 Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1

C993 409 2 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C995 3 410 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C997 410 3 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C999 1 411 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1001 412 2 Glicosiltransferasa Solibacter usitatus YP_822169.1

C1003 1 414 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1005 415 2 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1007 3 416 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1009 417 1 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1011 234 416 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1015 414 1 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C1017 421 2 Glicosiltransferasa Thiorhodococcus drewsii WP_007041693.1
C1021 420 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1025 55 423 Glicosiltransferasa Solibacter usitatus YP_822169.1

C1031 1 423 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1033 4 405 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1041 426 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1043 154 2 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1045 428 3 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C1051 341 3 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1055 433 2 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C1059 1 432 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C1061 433 269 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1065 66 437 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C1067 1 432 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1069 26 283 Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
C1071 438 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1073 2 439 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C1075 165 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1077 442 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
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C1079 249 443 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1081 149 3 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1083 104 3 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1085 115 273 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1087 2 442 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C1103 455 213 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1105 1 456 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1107 457 2 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C1109 459 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1111 2 385 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1115 2 460 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1117 1 264 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1121 241 459 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1127 464 3 Glicosiltransferasa Thiorhodococcus drewsii WP_007041693.1
C1129 465 253 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1133 248 469 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1135 10 468 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1137 471 121 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1139 3 473 Celobiosa fosforilasa Thioflavicoccus mobilis YP_007244847 .1
C1143 11 421 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1149 476 3 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C1151 141 4 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1153 2 475 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1155 3 476 Proteina hipotética Leeia oryzae WP_018149968.1
C1159 415 203 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1163 3 476 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C1165 224 484 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1167 338 81 Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
C1169 47 304 Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
C1171 266 12 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1173 235 2 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1179 1 483 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C1181 337 179 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1183 495 4 Glicosiltransferasa Azoarcus sp. YP_007551292.1
C1185 1 495 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1187 3 410 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1189 1 498 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1191 456 199 Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
C1195 499 254 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1197 48 239 a-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCA73309.1

C1199 109 267 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1201 497 3 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C1203 502 2 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C1205 503 3 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1207 3 227 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1209 504 274 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1213 232 2 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C1215 3 506 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

c1217 474 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
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C1219 506 123 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1221 505 2 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1223 3 149 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1225 327 124 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1227 164 3 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1229 337 507 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1235 511 113 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1237 252 506 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1239 2 511 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1241 9 512 Proteina hipotética ACD_39C00256G0001 Bacteria no cultivable EKD84083.1

C1243 511 2 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C1245 511 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1247 3 512 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1249 434 4 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1251 512 3 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1253 1 354 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1255 515 9 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1267 2 226 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1269 189 392 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1271 239 3 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1275 32 526 Glicosiltransferasa Solibacter usitatus YP_822169.1

Cc1277 528 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1281 374 532 Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1

C1283 2 538 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C1285 343 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1287 3 542 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1289 3 428 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1291 1 213 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1293 1 282 B-1-2-glucano sintasa ciclica Collimonas fungivorans YP_004752371.1
C1295 552 1 Proteina de funcién desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C1297 558 1 Proteina de funcién desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C1301 562 260 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1303 213 55 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1309 358 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1315 282 4 Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1

C1323 2 163 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1325 412 2 Glicosiltransferasa Solibacter usitatus YP_822169.1

C1329 1 585 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1333 591 4 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1335 1 591 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C1341 542 99 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1345 179 382 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1347 2 589 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1349 1 618 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1351 622 395 | B-1-2-glucano sintasa ciclica Collimonas fungivorans YP_004752371.1
C1353 2 595 tRNA-ribosiltransferasa Bacteroides sp. WP_022162476.1
C1357 286 128 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1359 628 317 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1361 628 212 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
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C1363 632 3 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1
C1367 2 166 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1369 349 636 Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1
C1371 1 639 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1
C1375 336 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1377 113 640 Glicosiltransferasa Solibacter usitatus YP_822169.1
C1379 642 1 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1
C1383 353 511 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C1385 274 645 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C1387 390 647 Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1
C1391 382 2 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C1399 2 667 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1401 672 4 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1
C1407 373 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1409 3 677 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1
C1417 3 701 Proteina hipotética ACD_39C00256G0001 Bacteria no cultivable EKD84083.1
C1423 321 1 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1447 762 1 Proteina de funcion desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans | WP_020878070.1
C1471 317 3 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1479 399 821 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C1501 324 1 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1
C1513 987 400 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1561 1 831 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C1569 1004 192 Aminoglicésido 3'-fosfotransferasa Corynebacterium diphtheriae NP_478145.1
Scaffold 15 775 1446 | Proteina hipotética ACD_39C00256G0001 Bacteria no cultivable EKD84083.1
Scaffold 24 4985 6676 | Chaperona HscC Shigella dysenteriae WP_000367922.1
Tabla 12. Resultados de BLASTX realizados a los contigs y scaffolds obtenidos en los insertos de la clona UGGS2.
Contig/Scaffold | Inicio | Final Descripcién Organismo Referencia NCBI
C43 204 1 o-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCA73309.1
C47 61 255 | o-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCA73309.1
C49 59 253 | o-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCA73309.1
C59 32 244 | o-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCA73309.1
C61 32 244 | o-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCA73309.1
C65 1 276 | o-metilacil-CoA racemasa Piriformospora indica CCA73309.1
C67 1 381 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
Ccm 209 3 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C73 5 379 | Proteina hipotética ACD_39C00256G0001 Bacteria no cultivable EKD84083.1
C75 379 2 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C79 310 2 Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1
C81 382 5 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1
C83 2 382 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C85 261 7 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
Cc87 382 2 Celobiosa fosforilasa Thioflavicoccus mobilis YP_007244847.1
C89 7 384 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C91 2 382 | Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C93 384 73 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C95 1 384 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
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Cc97 383 3 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C99 67 267 | Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
C103 381 181 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C105 329 6 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C109 122 385 | Proteina hipotética Escherichia coli WP_000027047.1
C113 162 383 | Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C115 384 1 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

c117 386 27 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C119 4 384 | Glicosiltransferasa Azoarcus sp. YP_007551292.1
C121 300 97 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C125 386 105 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
Cc127 270 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C131 51 380 | Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1|

C133 3 386 | Proteina de function desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
C135 2 154 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C137 1 384 | Glicosiltransferasa Azoarcus sp. YP_007551292.1
C139 387 259 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C143 185 385 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C145 72 275 | Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C147 2 388 | Glicosiltransferasa Solibacter usitatus YP_822169.1

C149 127 2 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C151 387 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C153 389 3 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C155 2 388 | Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C159 1 390 | Proteina de funcién desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans | WP_020878070.1
C161 389 6 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C165 112 396 | Glicosiltransferasa Bacteria no cultivable EKD34483.1

C169 340 2 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C173 402 1 Proteina de funcién desconocida DUF2329 Desulfococcus multivorans WP_020878070.1
Cc181 404 6 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C183 288 1 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C189 2 412 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C191 2 259 | Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
C195 1 420 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C205 139 396 | Permeasaltransportador ABC Mycobacterium tusciae WP_006243305.1
C209 25 432 | Glicosiltransferasa Desulfomicrobium baculatum | YP_003158688.1
Cc211 3 134 | Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C219 448 2 Glicosiltransferasa Thiocapsa marina WP_007191375.1
C225 455 3 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C231 458 201 | Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C235 469 161 | Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C237 209 3 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
c241 478 2 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1

C247 5 160 | Proteina hipotética Shigella boydii WP_000415560.1
C249 187 2 Celobiosa fosforilasa Thiocystis violascens YP_006414616.1
C251 1 378 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C253 494 369 | Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C255 1 501 | Proteina hipotética Leeia oryzae WP_018149968.1
C265 3 482 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
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C267 511 320 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C271 421 2 Receptor TonB-dependiente Nitrospira defluvii YP_003798588.1
C273 468 9N Proteina hipotética pEA28_01 Erwinia amylovora NP_758764.1
C275 203 3 Proteina hipotética NIDE2968 Nitrospira defluvii YP_003798589.1
C281 1 201 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1
C283 512 114 | GTPasa CgtA Prevotella sp. WP_007412191.1
C291 8 601 Proteina YfiH Prevotella sp. WP_021948498.1
C297 724 2 Proteina hipotética N47_F15770 Desulfobacterium sp. CBX29882.1
Scaffold 1 2087 | 1707 | Glicosiltransferasa Azoarcus sp. YP_007551292.1
Scaffold 3 1026 | 1460 | Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa Nitrospira defluvii YP_003798590.1

De acuerdo a los resultados de BLASTX, los insertos tienen secuencias de genes que
pertenecen a microorganismos como Nitrospira defluvii, Thiocystis violascens, Desulfococcus
multivorans, Azoarcus sp., Desulfobacterium sp., Mycobacterium tusciae, Desulfomicrobium
baculatum, Solibacter usitatus, Thiocapsa marina y Piriformospora indica; sin embargo, en ambos
insertos se observan contigs cuyas secuencias poseen identidad con la enzima fosfo-2-dehidro-3-
deoxiheptonato aldolasa (nomenclatura alterna de DAHP sintasa) y con el receptor TonB-
dependiente, ambos de la bacteria Nitrospira defluvii. Para el caso de la DAHP sintasa en las clonas
UGGL96 y UGGS2, los contigs C75, C95, C135 y C189 fueron seleccionados para realizar un
alineamiento y determinar los parametros de similitud con la secuencia depositada en el GenBank

para la DAHP sintasa (gen aroF en N. defluvii) de este organismo (Tabla 13).

Tabla 13. Parametros de BLASTX obtenidos para la enzima fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa de Nitrospira
defluvii de los contigs C75, C95, C135y C189 presentes en los insertos de las clonas UGGLI6 y UGGS?2.

Contig  Tamafio Descripcion Cobertura  ValorE Identidad
(pb) (%) (%)
C75 381 99 2e-79 96
€95 384 Fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato 100 4e-82 97
C153 389 aldolasa (Nitrospira defluvii) 99 9e-81 95
C189 414 99 2e-87 94

De acuerdo al analisis BLASTX, los contigs C75, C95, C153 y C189, cuyo tamafio promedio
es de 400 pb, tienen porcentajes de cobertura e identidad muy altos con respecto a la secuencia de
DAHP sintasa (gen aroF) de N. defluvii. Aunque en la secuenciacion se identificaron otras enzimas
que corresponden a otros microorganismos (i.e. T. violascens, D. multivorans, Azoarcus sp.,
Desulfobacterium sp., M. tusciae, D. baculatum, S. usitatus, T. marina y P. indica), los valores de
cobertura, identidad y valor E indican que el inserto de las clonas UGGL96 y UGGS2 proviene de N.

defluvii.
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Relativamente pocos estudios han sido referidos para las bacterias del género Nitrospira;
estas bacterias son quimiolitoautétrofas que han sido aisladas de suelo, ambientes marinos, cuevas,
y recientemente de fuentes termales. Se han encontrado seis especies para este género bacteriano:
N. moscoviensis, N. marina, N. calida, N. bockiana, N. japonica y N. defluvii, siendo identificado el
primero de éstos en 1986 [Watson et al., 1986; Ehrich et al., 1995; Ushiki et al., 2013]; por su
dificultad para ser aislados y enriquecidos en medios de cultivo se consideran como
microorganismos fastidiosos. En el caso particular de N. defluvii, esta bacteria se encuentra
filogenéticamente mas relacionada con aquellas bacterias similares al género Nitrospira no
cultivables [Spieck et al., 2006].

Hasta este momento, el nombre cientifico de N. defluvii esta registrado como CANDIDATO
en las bases de datos [Spieck et al., 2006], por lo que en un futuro existe la posibilidad de que
conserve la misma nomenclatura o que ésta pueda ser modificada; esta bacteria fue caracterizada
por primera vez en el afio 2006 por el grupo de Spieck et al. Respecto a ecologia microbiana, las
bacterias del género Nitrospira participan de manera importante en el metabolismo de nitrdgeno, ya
que son bacterias nitrito-oxidantes (NOB) las cuales emplean nitritos como donadores de electrones
para producir nitratos; esta cualidad metabdlica ha sido recientemente aprovechada en plantas de
tratamiento de agua, en donde han sido inoculados consorcios de microrganismos NOB, tales como
bacterias de los géneros Nitrobacter, Nitrococcus y Nitrospira. Las secuencias de los contigs C75,
C95, C153 y C189, asi como la secuencia de la DAHP sintasa N. defluvii obtenida del GenBank
fueron inlcuidas en un analisis filogenético con las secuencias representativas de familias de DAHP
sintasas con la finalidad de clasificarlas al ubicarlas en algunos de los grupos existentes para estas

enzimas (Figura 38).
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Figura 38. Arbol filogenético de secuencias de DAHP sintasas y los contigs obtenidos para los insertos de las clonas
UGGL96 y UGGS?2 correspondientes a Nitrospira defluvii. La historia evolutiva fue inferida utilizando el método Maximum
Likelihood basado en el modelo de matriz Jones-Taylor-Thornton (JTT). El arbol mostrado es el de mayor logaritmo de
probabilidad (-31682.7251). Los arboles iniciales para la busqueda heuristica fueron obtenidos automaticamente
aplicando los algoritmos Neighbor-Join y BioNJ a una matriz estimada de distancia por parejas, y luego fue seleccionada
la topologia con mayor valor de logaritmo de probabilidad. El arbol esta dibujado a escala, con la longitud de ramas
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medida considerando el nimero de sustituciones por sitio. El analisis involucrd 175 secuencias de aminoacidos. Todas
las posiciones que contenian espacios (gaps) y datos perdidos fueron eliminadas. Se encontraron un total de 173
posiciones en el grupo de datos finales. El anélisis filogenético fue realizado con el programa MEGAS5.

De acuerdo al marco de referencia de DAHP sintasas generado previamente, la secuencia
de DAHP sintasa de N. defluvii presenta una mayor homologia con la subfamilia AroAi,. En esta
subfamilia principalmente se encuentran las DAHP sintasas de organismo del phylum
Proteobacteria, sin embargo de acuerdo a la topologia del arbol se observa que la secuencia de
DAHPS de N. defluvii tiene mayor relacién filogenética con las DAHPS de cianobacterias como
Synechococcus elongatus y Prochlorococcus marinus. El analisis de contexto genémico realizado
con el programa GeConT | para la subfamilia AroAy, (Figura 19) no incluyé a la DAHPS de N. defluvii
dentro de los ortologos a la DAHPS de E. coli; sin embargo, una vez establecido que la DAHPS de
N. defluvii corresponde a la subfamilia AroA,,, (Figura 36) y con los resultados del BLASTX obtenidos
para los insertos de las clonas UGGL96 y UGGS2, utilizamos la secuencia completa de DAHPS de
N. defluvii obtenida de GenBank para realizar un nuevo analisis y proponer una relacion de contexto
gendmico entre la DAHP sintasa y las enzimas obtenidas en el analisis BLASTX. Sin embargo, el
programa GeConT | no mostro resultados para el contexto gendmico de la DAHP sintasa de N.
defluvii; la busqueda se repitié en el programa GeConT Il y la interfase String (http://string-db.org/),
obteniendo los mismos resultados. De tal manera que, hasta el momento, no existe informacién
disponible en las bases de datos internacionales sobre el contexto gendmico de la DAHP sintasa en
N. defluvii. Hasta este momento no ha habido ningun estudio o reporte publicado sobre el estudio de
la DAHPS de N. defluvii, debido quizas a que las bacterias del género Nitrospira son relativamente
de reciente caracterizacion y que el principal enfoque de estudio de estos microorganismos ha sido
la oxidacién de nitritos y su participacion en el metabolismo de nitrdgeno. Debido a que en el arbol
filogenético de los 16S rRNA de los miembros microbianos de la subfamilia AroAj, de DAHP sintasas
no fue incluido N. defluvii, realizamos un nuevo arbol (Figura 39) incluyendo la secuencia de 16S
rRNA de N. defluvii para determinar la relacién evolutiva de esta bacteria con los miembros de la

subfamilia AroAy.
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Figura 39. Arbol filogenético de secuencias de 16S rRNA de los miembros bacterianos pertenecientes a la subfamilia de
DAHP sintasas AroAi,, sefialando la ubicaciéon del organismo Nitrospira defluvii. La historia evolutiva fue inferida
utilizando el método Maximum Likelihood basado en el modelo de Tamura-Nei. El arbol filogenético mostrado es el de
mayor logaritmo de probabilidad (-21403.1702). Los arboles iniciales para la busqueda heuristica fueron obtenidos
aplicando el método Neighbor-Joining a una matriz de distancias estimada utilizando la aproximacion Maximum
Composite Likelihood (MCL). El &rbol esta dibujado a escala, con la longitud de ramas medida considerando el nimero
de sustituciones por sitio. Todas las posiciones que contenian espacios (gaps) y datos perdidos fueron eliminadas. Se
encontraron un total de 1114 posiciones en el grupo de datos finales.

Estudios previos han demostrado que la bacteria N. defluvii, y en general el género
Nitrospira, pertenece a un linaje filogenético distinto que deriva directamente del reino Bacteria al
phylum Nitrospirae. La topografia del arbol filogenético realizado muestra que el género Nitrospira
constituye un clado independiente que diverge de un ancestro comun a los miembros bacterianos de
los phyla Cyanobacteria y Bacteroidetes. De igual forma que en el arbol filogenético de familias de
DAHP sintasas, se observa una relacion en el 16S rRNA de N. defluvii con las cianobacterias S.

elongatus y P. marinus.
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Se realiz6 un alineamiento de estas secuencias para conocer las regiones de homologia de
los contigs C75, C95, C153 y C189 con respecto a la secuencia de aminoacidos de AroF en N.
defluvii, realizando también una comparacion con los motivos conservados presentes en la
subfamilia AroA,, de DAHP sintasas a la cual pertenece la DAHP sintasa AroF de N. defluvii (Figura
40).
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Figura 40. A. Esquema de motivos conservados en la subfamilia AroAi, de DAHP sintasas, tomando como referencia la
DAHP sintasa (AroF) de Escherichia coli (356 aa). B. Alineamiento de secuencias de contigs C75, C95, C153 y C189 con
la secuencia de aminoacidos de la DAHP sintasa (AroF) de Nitrospira defluvii (352 aa). En la regién correspondiente
entre los aminoacidos 140 y 299 se indican los motivos que corresponden a los caracteristicos de la subfamilia AroAy,,.

Los contigs C75, C95, C153 y C189 representan cada uno, aproximadamente, una tercera
parte de la DAHP sintasa AroF de N. defluvii, constituida por 352 aa. La region de homologia entre
los contigs y AroF comprende entre los aminoacidos 140 y 299; dentro de esta region se pueden
distinguir cuatro sitios con motivos que corresponden a motivos conservados en toda la subfamilia
AroAj, de DAHP sintasas. Estos motivos son 160-WTAIGARTTESQIHR-174, 185-GFKNGTEG-192,
231-HIVLRG-236 y 267-DCSHDNSGK-275; la homologia de los contigs con estos motivos permite
afirmar que, considerando la longitud del inserto en las clonas UGGL96 y UGGS2, es muy probable
que en el inserto se encuentre el gen aroF de N. defluvii, asi como el contexto genémico asociado a

este gen en una extension maxima de 12 kb. Asimismo, los contigs corresponden con motivos que

69



contienen aminoacidos asociados tanto a interaccion con PEP (ie. Arg166, Lys187, Arg235 e

His270) y cationes divalentes (i.e. His270) caracteristicos de la subfamilia AroA,,.

Utilizando los datos obtenidos de la secuenciacion de los insertos de las clonas UGGL96 y
UGGS2, y complementando con informacion obtenida de la secuencia del genoma de N. defluvii, se
realizé una prediccion del contexto genoémico del gen aroF que se encuentra en el inserto de estas

dos clonas (Figura 41).
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Figura 41. Esquema de contexto gendmico de gen aroF en el cromosoma de Nitrospira defluvii. El esquema ilustra una
region cromosomal de 12 058 bp, sefialando el tamafio de los genes asi como la funcion descrita para cada producto de
gen.

De acuerdo a la Figura, el contexto genémico del gen arofF se encuentra asociado a distintas
funciones y vias metabolicas de N. defluvii. Por ejemplo, las proteinas TonB constituyen una clase
de transportadores encargados del paso de hierro (Fe) y vitamina B12 a través de la membrana
externa de bacterias Gram-negativas por medio de transporte activo; asimismo se ha demostrado
que las mutaciones en los transportadores TonB confieren resistencia a infeccién por bacteriéfagos
(e.g. bacteriéfago T1 en E. coli) [Postle, 1993]. Asimismo, asociados a aroF se encuentran genes
que codifican para proteinas citoplasmicas con actividades de DNasa (e.g. desoxirribonucleasa
TatD) [Wexler et al., 2000], endopeptidasa (e.g. N-acetiimuramoil-L-alanin amidasa). También se

encuentran genes como cysE, el cual codifica para una serin O-acetiltransferasa que participa en la
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biosintesis de L-cisteina a partir de L-serina [Denk & Bock, 1987]; de igual manera se encuentran los

genes ispD e ispF, los cuales codifican para enzimas que participan en la biosintesis de isoprenoides

o terpenos por la via independiente a mevalonato [Steinbacher et al., 2002)].

Vill. CONCLUSIONES

Los ortélogos de la secuencia de aminoacidos de la DAHP sintasa de B. subtilis,
representativa de la subfamilia AroAj, se presentan desde grupos microbianos
evolutivamente ancestrales como los del reino Archaea hasta algunos miembros de la clase
v-Proteobacteria, implicando una mayor diversidad en grupos microbianos evolutivamente
distantes. En cambio, los ortélogos de E. coli se agrupan principalmente dentro del phylum
Proteobacteria; ademas de que los contextos genomicos de algunas DAHP sintasas de esta

subfamilia AroA,, tienen una gran similitud entre éstos (e.g. clase y-Proteobacteria).

Particularmente en algunos grupos microbianos, el contexto genomico de las DAHP sintasas
se encuentra asociado a genes de vias metabdlicas de biosintesis de aminoacidos
aromaticos (e.g. reino Archaea; phyla Bacteroidetes, Firmicutes; clase y-Proteobacteria;
géneros Dehalococcoides, Thermotoga). No obstante que algunos otros ortologos no se
asocian a vias de biosintesis de aminoacidos aromaticos, su contexto genomico esta

relativamente conservado entre ellos.

Los aminoéacidos Lys, Asp e His son los unicos conservados en un alineamiento de
secuencias representativas de todas las familias de DAHP sintasas. En la subfamilia AroA,
estos aminoacidos se encuentran en las regiones Lys187, Asp266 e His269; en la subfamilia
AroAsg en las regiones Lys231, Asp293 e His296; en la familia KdsA en las regiones Lys133,
Asp192 e His195; en las PhzDAHPS en Lys240, Asp300 e His303; y en las aminoDAHPS,
en Lys286, Asp346 e His349. Asimismo, el motivo DxxH, que incluye tanto al aspartato

como histidina, se encuentra conservado en todas las familias de DAHP sintasas.
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e Producto de los experimentos de transformacion se obtuvieron un total de 138 clonas
denominadas que recuperaron la actividad de DAHP sintasa; al analizarlas mediante perfil

de restriccion, se obtuvieron 19 patrones unicos indicativos de insertos unicos.

e Bajo las condiciones de cultivo empleadas, de las 19 clonas unicas obtenidas, las clonas
UGGL96 y UGGS2 presentaron el mejor crecimiento en medio minimo con glucosa, con una
fase lag relativamente corta (3 y 5 horas, respectivamente) y obteniendo una biomasa

méxima de 0.95y 0.75 gcow/L en 12 y 20 horas, respectivamente.

e La actividad enzimatica especifica de las clonas que presentan una menor fase lag en su
curva de crecimiento, son 53 U - mg' (UGGL96) y 30 U - mg! (UGGS2); mientras que el
valor de actividad enzimatica especifica obtenido para la cepa control T2.1 pJLBaroG®tktA
esde 69 U - mg.

e En las clonas UGGL9 y UGGS2 la complementaciéon funcional fue realizada muy
probablemente por la enzima fosfo-2-dehidro-3-deoxiheptonato aldolasa (nomenclatura
alternativa a DAHP sintasa), de la bacteria Nitrospira defluvii; la secuencia de amino&cidos

de esta enzima mostré homologia con la subfamilia AroA|, de DAHP sintasas.
IX. PERSPECTIVAS
o Establecer la secuencia completa y orden de los genes asociados a la DAHP sintasa de
Nitrospira defluvii en los insertos de clonas UGGL96 y UGGS2, y compararla con el contexto

genomico reportado para el gen aroF de esta bacteria.

e Realizar la caracterizacion enzimatica de las DAHP sintasas de la bacteria N. defluvii
obtenidas de las clonas UGGL96 y UGGS2.

e Subclonar los insertos de DNA encontrados en las clonas UGGL96 y UGGS2 en vectores

para una expresion dptima en procesos de fermentacion.
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e Transferir y probar estos insertos de DNA en cepas productoras de compuestos aromaticos

(metabolismo primario o secundario) para experimentos de produccion.

e Realizar experimentos de complementacidn funcional con DAHP sintasas de metabolismo
microbiano secundario (aminoDAHP sintasas y de produccion de fenazinas) y evaluar su

posible funcién dentro de la via de metabolismo microbiano primario en E. coli.
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MEDIOS DE CULTIVO

e MedioLB(1L)

Componente Cantidad
Triptona 1049
Extracto de levadura 5¢
NaCl 5¢9
NaOH 1 N 1mL
e MedioM9(1L)
Componente Cantidad
NazHPO4 69
KHzPO4 39
NH.Cl 14
NaCl 059
ESTERILIZAR, ENFRIAR Y AGREGAR
CaCl 1M 100 uL
MgSO4 1 M 1mL
Glucosa al 20% 10 mL
Tiamina (10 mg/mL) 100 pL
e Medio SOC
Componente Concentracion
Triptona 2%
Extracto de levadura 05%
NaCl 10 mM
KCl 2.5mM
MgClz 10 mM
MgSO4 10 mM
Glucosa 20 mM
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Medio ARO (1 L)

Medio M9S (1 L)

Componente Cantidad
Glucosa 19
K2HPO4 79
KH2PO4 24

(NH4)SO4 059
Citrato de amonio férrico 0.32¢g
NaCl 05¢g
ESTERILIZAR, ENFRIAR Y AGREGAR
Acido p-aminobenzoico 10 pg
Acido p-hidroxibenzoico 10 ug
Acido 2,3-dihidroxibenzoico 10 pg
Tiamina (10 mg/mL) 0.5ug
MgSOs 1M 1mL
Componente Cantidad
Na2HPO4 6g
KH2PO4 39
NH4Cl 19
NaCl 05¢g
ESTERILIZAR, ENFRIAR Y AGREGAR
Acido p-aminobenzoico 10 ug
Acido p-hidroxibenzoico 10 ug
Acido 2,3-dihidroxibenzoico 10 pg
Tiamina (10 mg/mL) 1mL
MgSOs 1 M 1mL
CaCl1M 100 pL
Glucosa al 20% 10 mL
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SOLUCIONES DEL PROTOCOLO DE EXTRACCION DE DNA PLASMIDICO POR LISIS ALCALINA
(MINIPREP)

Solucién |
Solucion il
8 % Sacarosa
0.05 M Tris — HCI 3 M Acetato de sodio pH 4.8
0.5MEDTAPpH 8.0

Solucion TE
Solucion |l
10 mM Tris — HCI
1% SDS 1mMEDTA pH 8.0
0.2 N NaOH

PROCEDIMIENTO PARA DETERMINACION DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DE DAHP SINTASA

A. Obtencion de intervalo de linealidad de actividad enzimatica

1. Preparar una serie de tubos Eppendorf (en hielo) con los siguientes volimenes de extracto celular,
soluciones de EPPS, D-eritrosa 4-fosfato, fosfoenolpiruvato, y cloruro de cobalto. El tubo control para

determinar la Abssss inicial de la muestra, tendra solamente 200 uL del extracto celular.

EXTRACTO CELULAR 50 mM

(L) EPPS
(pL)
10 115 \ 25 L \ 25 L ) 25 L
20 105 E4P 8 mM PEP 8 mM CoClz 4 mM
40 85
80 45
125 0

2. Incubar esta serie de tubos y el control a 37 °C durante 20 minutos.

3. Detener la reaccién enzimatica adicionando 50 pL de solucion de acido tricloroacético al 20 % y comenzar

la cuantificacion de DAHP (ver mas adelante).
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B. Cuantificacion de DAHP (ensayo de &acido tiobarbiturico) en extractos celulares

1. Transferir 200 uL de la muestra a un tubo Eppendorf.
Adicionar 50 pL de solucion de acido tricloroacético al 20 %. Mezclar usando vortex.

Centrifugar por 5 minutos para separar el material precipitado.

el

Transferir el sobrenadante (aprox. 200 uL) a un tubo de ensayo con taparrosca y adicionar 250 ulL de

solucion de peryodato de sodio 0.025 M. Mezclar usando vértex.

5. Incubar a 42 °C durante 30 minutos.

6. Adicionar 500 uL de solucién de arsenito de sodio al 0.2 %. Mezclar usando vértex y dejar reposar por 2
minutos a temperatura ambiente.

7. Adicionar 2 mL de solucién de acido tiobarbiturico al 0.3 %. Mezclar usando vortex.

8. Incubar en un bafio de agua hirviendo durante 15 minutos.

9. Leer el sobrenadante rosa, libre de proteina, a una absorbancia de 549 nm.

REACTIVOS PARA CUANTIFICACION DE DAHP

Acido tricloroacético al 20% Pesar 2 gy disolver en 10 mL de agua miliQ

Peryodato de sodio 0.025 M Pesar 0.26 g y aforar a 50 mL con H2SO4 0.125 N

Arsenito de sodio al 2% Pesar 2 g y disolver en 100 mL de HCI 0.5 N

Acido tiobarbitdrico al 0.3% Pesar 0.75 g y disolver en 250 mL de agua miliQ

Acido sulfdrico 0.125 N Medir 0.17 mL de H2SO4 36.7 N y aforar a 50 mL con agua miliQ
Acido clorhidrico 0.5 N Medir 4.1 mL de HCI 12.2 N y aforar a 100 mL con agua miliQ

C. Cuantificacion de proteina total

e Obtencion de curva estandar de albimina sérica bovina (BSA)

1. Preparar una solucion estandar de 10 mg/mL de BSA.

2. Realizar una serie de diluciones para realizar la curva estandar de BSA. Las concentraciones a obtener

son 10, 5, 2.5,y 1.25 ug/mL en un volumen de 1 mL.
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1000l 1000 uL 1000pL 1000pL

TN NN VT

DESECHAR 1000 L
‘]D‘H%%?J D\\umon D\Iumcn D\Iumcn HOMOgér\T?\ZAR =
VOLUMEN

Solucion de BSA 1998 uL 1000 uL 1000 uL 1000l

(10 mg/mL) agua miliQ aguamiliQ aguamiliQ aguamiliQ
BSA BSA BSA BSA
(10 ng/mL) (5 ng/mL) (2.5 pug/mL) (1.25 ug/mL)
N ~ J

Al concluir la preparacion de las soluciones de BSA (1 mL c/u) para
la curva estandar, DESECHAR DE CADA SOLUCION 200 L.

3. Acada solucién de BSA de la curva estandar, adicionar 200 pL del reactivo de Bradford, agitar e incubar
10 minutos a temperatura ambiente.
4. Leer la absorbancia de cada tubo a 595 nm. Registrar las lecturas y obtener la ecuacion de la curva de

tendencia lineal para calcular la cantidad de proteina.
o Determinacion de proteina total en extractos celulares

1. Realizar una dilucidn de cada extracto a un volumen final de 1 mL.
2. Desechar 200 pL de cada dilucion realizada y adicionar un volumen igual (200 pL) de reactivo de
Bradford. Agitar e incubar 10 minutos a temperatura ambiente.
3. Leer la absorbancia de las muestras a 595 nm.
4. Para el calculo de proteina total (mg), tomar en cuenta las siguientes consideraciones:
= Interpolacién en curva estandar, o sustitucién en curva de regresién lineal, para obtener la
concentracion de proteina (ug/mL)
= Factor de diluciéon empleado, si es el caso
= Convertir la concentracion de proteina (ug/mL) en cantidad de proteina total (ng):
(1.25-10 pg/mL) x (0.8 mL) = 1-8 pg

= Convertir la cantidad de proteina, de microgramos (ug) a miligramos (mg)

CALCULO DE ACTIVIDAD ENZIMATICA ESPECIFICA

((AAbSMg) (66.8))
20 min

Actividad especificap,p ginasa = W

nMOolpayp

Actividad especifican s p giasa [=] min - mg

proteina
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