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1. Resumen 

Los poliuretanos (PUs) son polímeros artificiales usados ampliamente en la 

industria textil, automotriz, de calzado y de recubrimientos. Los PUs pueden ser de 

tipo poliéster (PS-PU) o de tipo poliéter (PE-PU) de acuerdo al tipo de enlaces que 

se encuentren en mayor cantidad en el polímero. Los PUs son compuestos 

recalcitrantes muy difíciles de degradar. Se han encontrado esterasas y proteasas 

en bacterias y hongos que pueden atacar los enlaces de tipo éster pero no hay 

enzimas descritas que puedan atacar los enlaces de tipo éter de estos 

compuestos.  

En este trabajo se identificaron algunos de los genes implicados en la utilización 

de un barniz de poliuretano comercial de tipo poliéter (Poly Lack) como única 

fuente de carbono, por Alicycliphilus sp. cepa BQ1. Esto se llevó a cabo utilizando 

la técnica de mutagénesis aleatoria por transposición en Alicycliphilus sp. cepa 

BQ1, empleando el transposón miniTn5 con resistencia a kanamicina, generando 

una biblioteca de 7136 mutantes. En el escrutinio para seleccionar mutantes 

incapaces de crecer en Poly Lack se obtuvieron tres mutantes protótrofas en las 

que se comprobó por Southern Blot que el transposón se había insertado en un 

solo sitio del genoma. El DNA de las mutantes se digirió con PstI y se clonó en 

pBS. Plásmidos aislados de clonas resistentes a kanamicina se secuenciaron 

empleando oligos dirigidos contra el transposón y los genes interrumpidos fueron 

identificados por homología en bases de datos.  

El gen identificado en la mutante J.XVII.20 codificó una indol-3-glicerol fosfato 

sintasa (IGPS); en la mutante H.II.65 una acil-CoA deshidrogenasa (ACAD) y en la 

mutante A.IV.62 una gamma-glutamil transferasa (GGT). Las mutantes J.XVII.20 y 

H.II.65 pudieron ser complementadas con los genes silvestres utilizando los 

propios promotores de los genes. La mutante A.IV.62 no pudo ser 

complementada. Se analizó la expresión de los genes por RT-PCR identificando 

las unidades transcripcionales de los genes mutados. Nuestros resultados 

sugieren que dos mutaciones puntuales en BQ1 permitieron la formación de un 

promotor dentro de las primeras 50 pb de la secuencia codificadora del gen de la 
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IGPS. Este promotor regula la expresión del gen que codifica a la IGPS y su gen 

contiguo. El gen de la ACAD se transcribe de forma monocistrónica. Estos genes 

son regulados por promotores específicos que son activados en presencia del Poly 

Lack. Esto se pudo deducir al observar la amplificación de las regiones 

intergénicas por RT-PCR en medio con Poly Lack y no en medio LB. El gen de la 

GGT se transcribe en conjunto con un gen que codifica un transportador de tipo 

MFS.  

Asimismo, se determinó por análisis de expresión relativa empleando RT-qPCR, 

que los genes mutados en J.XVII.20 y en H.II.65 se expresan un 20% más y 

cuatro veces más respectivamente, cuando BQ1 es cultivada en medio mínimo 

con Poly Lack en la fase estacionaria, que cuando se cultiva en medio LB. A pesar 

de esto, la expresión relativa de estos genes no alcanzó valores de expresión 

similares a la de los genes constitutivos gyrA y rpoB. 

  



	 17	

1. Abstract 

Polyurethanes (PUs) are artificial polymers widely used in textile, automotive, shoe 

and coating industry. PUs can be polyester polyurethane (PS-PU) or polyether 

polyurethane (PE-PU) according to the type of functional groups present in the 

polymer. PUs are recalcitrant compounds very difficult to degrade. Bacterial and 

fungal esterases and proteases that could attack ester bonds have been reported, 

but enzymes that could attack ether bonds in these polymers have not been found. 

In this work, genes involved in the utilization of a commercial polyether 

polyurethane varnish (Poly Lack) as carbon source by Alicycliphilus sp. BQ1 were 

identified. This was done using transposition mutagenesis with a miniTn5 

transposon with kanamycin resistance to generate a 7136 mutant library. In the 

screening to select mutants unable to grow in Poly Lack, three non-auxotrophic 

mutants with just one transposon insertion in the genome, proved by Southern 

Blot, were obtained. DNA from the mutants was digested with PstI and cloned in 

pBS. Plasmids from kanamycin resistant clones were isolated and sequenced by 

using transposon directed primers, and the interrupted genes were identified by 

database homologies. 

In J.XVII.20 mutant the identified gene codified for an indole-3-glycerol phosphate 

synthase (IGPS); in H.II.65 mutant for an acyl-CoA dehydrogenase (ACAD), and in 

A.IV.62 mutant for a gamma-glutamyl transferase (GGT). Mutants J.XVII.20 and 

H.II.65 were complemented with wild type genes using their own gene promoters. 

Mutant A.IV.62 could not be complemented. Gene expression of the mutated and 

adjacent genes was analyzed by RT-PCR identifying transcriptional units. Our 

results suggest that two point mutations in BQ1 may have enabled the formation of 

a promoter that regulates the expression of IGPS and the contiguous gene inside 

IGPS protein at 50 bp from the beginning of the gene. The ACAD gene is 

transcribed as a monocistron. Specific promoters activated in Poly Lack presence 

regulate these genes. This was deduced by RT-PCR amplifying the intergenic 

regions in Poly Lack and LB medium. The GGT gene is transcribed dicistronically 

with a contiguous gene encoding a MFS transporter. 
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Likewise, it was determined by relative analysis expression RT-qPCR, that mutant 

genes in J.XVII.20 and H.II.65 were expressed 20% more and four times more 

respectively, when BQ1 is cultivated in Poly Lack minimum medium in stationary 

face, that when it is grown in LB medium. Despite this, relative expression of these 

genes did not reach constitutive gyrA and rpoB gene expression. 
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2. Introducción 

Los poliuretanos (PUs) son compuestos artificiales que se han utilizado desde 

mediados del siglo pasado y que han tenido un gran aumento en su funcionalidad 

en los últimos 20 años. Representan una clase de polímeros que han encontrado 

un gran desarrollo y utilización en la industria médica, automotriz y de 

recubrimientos y pinturas. Los PUs pueden encontrarse en productos como 

muebles, adhesivos, aislantes, materiales de construcción, fibras, pinturas, 

barnices y colchones (Howard, 2002). Los PUs han remplazado en gran medida a 

otros polímeros naturales como el caucho y el látex por su maleabilidad y 

flexibilidad además de su gran resistencia a la degradación por agua, aceite y 

otros solventes (Howard, 2002). Los PUs son compuestos formados a partir de la 

condensación de polioles y poliisocianatos dando como resultado el enlace 

uretano (enlace carbamato-NHCOO) (Fig. 1) (Dombrow, 1957). 

 

De acuerdo al tipo de poliol utilizado y a los enlaces que presenten 

mayoritariamente, los PUs pueden ser de tipo poliéter (PE-PU) o de tipo poliéster 

(PS-PU) (Fig. 2). 

 

Figura 1. Reacción de síntesis del PU. Formación de un PU típico a partir de la unión de un 
segmento de poliol y un poliisocianato. Se muestra la formación del enlace uretano tras la 
polimerización (Tomada de Gautam et al., 2007). 
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El número de substituciones y el espacio entre las cadenas permite que la 

estructura del PU se presente de forma rígida o flexible. Los PUs rígidos se utilizan 

como páneles para aislamiento térmico en construcción y para la fabricación de 

autopartes en la industria automotriz. Los PUs flexibles se utilizan principalmente 

como espumas, elastómeros, adhesivos y selladores de alto rendimiento. Existen 

además los PUs líquidos que son empleados como barnices, impermeabilizantes o 

pinturas para el recubrimiento de superficies (Howard et al., 2002). 

La producción y consumo del PU ha ido en aumento desde su invención debido a 

la versatilidad y multifuncionalidad que presenta, pero a su vez, la cantidad de 

desechos derivados de este polímero ha crecido de manera exponencial a través 

de los años. En E.U.A., se produjeron en el 2010 13,650 toneladas de PU y 17,946 

toneladas en el 2016. A nivel mundial, en el 2015 se produjeron 9.6 millones de 

toneladas de PU y se espera que para el 2020 la cifra se duplicará llegando hasta 

más de 22 millones de toneladas. En México se producen más de un millón de 

Figura 2. Estructuras representativas de PE-PU y PS-PU. Se observa el enlace 
éter en los PE-PU y el enlace éster en los PS-PU. Aunque los PE-PU tienen una 
mayor cantidad de enlaces éter también poseen enlaces éster. Los PS-PU también 
pueden tener enlaces éter (Álvarez-Barragán, 2013). 

Enlace	éster	

Enlace	uretano	

Enlace	éter	

Enlace	uretano	
Poliéter	poliuretano	

Poliéster	poliuretano	
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toneladas anuales de residuos plásticos, de las cuales sólo el 12% es recolectado 

para su reciclaje. La producción de PU en nuestro país ha aumentado en un 9.6% 

anual desde el 2010 (http://www.plastemart.com). 

En la actualidad, los métodos para tratar los deshechos de PU a nivel industrial se 

pueden incluir en cuatro categorías principales que son el reciclaje mecánico, el 

reciclaje químico, el reciclaje termoquímico y el reciclaje para recuperación de 

energía. Cada método posee características que lo hacen particularmente útil para 

ciertas aplicaciones o requerimientos. El reciclaje mecánico implica un tratamiento 

físico generalmente de compresión para poder utilizar nuevamente el PU en otro 

producto. El reciclaje químico y el termoquímico implican la destrucción parcial o 

total del compuesto utilizando sustancias químicas o energía, respectivamente, 

para volver a formar materia prima. El reciclaje para recuperación de energía 

consiste en oxidar las moléculas del PU para producir calor o combustibles 

gaseosos (Mahmood et al., 2007). En cada una de estas categorías se encuentran 

diferentes métodos de tratamiento. El reciclaje mecánico incluye los métodos de 

prensa adhesiva y moldeo por compresión. El reciclaje químico incluye la 

hidrólisis, la glicólisis y la aminólisis. El reciclaje termoquímico incluye la pirólisis, 

la gasificación y la hidrogenación. Mientras que el reciclaje para recuperación de 

energía incluye los métodos de combustión e incineración (Mahmood et al., 2007). 

Todos estos métodos, liberan derivados de isocianatos que pueden provocar 

diversas enfermedades como asma, alergias e irritaciones en piel y ojos al 

momento de exponerse a ellos, además, los métodos que involucran procesos 

químicos generan muchos compuestos gaseosos que dañan de forma 

considerable el medio ambiente (Boutin et al., 2004). Por lo tanto, los tratamientos 

para la degradación del PU son ineficientes, costosos e incluso perjudiciales para 

el ser humano y el planeta. 

Desde hace algunos años es conocido que el PS-PU puede ser atacado por 

microorganismos como hongos y bacterias. Por lo que la biodegradación de PUs 

por microorganismos se ha empezado a estudiar más ampliamente para conocer 

cómo es que éstos atacan a los PUs, con el objetivo de desarrollar tecnologías 

que permitan la degradación más eficiente y amigable con el ambiente. En las 
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últimas dos décadas se ha encontrado que algunas cepas bacterianas de 

Corynebacterium sp. (Kay et al., 1991 y 1993), Pseudomonas aeruginosa (Kay et 

al., 1991), P. fluorescens (Howard y Blake, 1998), P. chlororaphis (Howard et al., 

1999) y Bacillus subtilis (Rowe y Howard, 2002) son capaces de crecer en un 

medio con PU y con extracto de levadura o glucosa como fuente de carbono. Por 

otro lado, Comamonas acidovorans TB-35, fue la primera bacteria encontrada 

capaz de sobrevivir y crecer empleando al PU como única fuente de carbono y 

nitrógeno (Nakajima-Kambe et al., 1995). 

Hasta el momento se han reportado sólo cuatro genes que podrían estar 

relacionados con la capacidad de degradar PU. El gen pudA, encontrado en la 

bacteria Comamonas acidovorans TB-35, codifica para una esterasa capaz de 

atacar los enlaces tipo éster de un PU sólido, sintetizado a partir de la 

condensación de  poli(dietilen-glicol-adipato) (DEGA) y 2,4-diisocianato de tolueno. 

Esta capacidad fue demostrada al clonar y expresar el gen pudA en E. coli y lograr 

que esta bacteria degradara el compuesto poliuretánico (Nomura et al., 1998). 

Esto implica que la capacidad de degradar el PU podría estar relacionada con una 

sola proteína de tipo esterasa y, que a partir de la ruptura de los enlaces éster del 

PU, la bacteria estaría utilizando las vías metabólicas constitutivas para degradar 

los metabolitos secundarios de esa reacción. Por otro lado, en P. fluorescens 

también se descubrió una proteína de 48 kDa con actividad esterasa codificada 

por el gen pueA que podría estar implicada en la ruptura de los enlaces éster del 

PU (Stern y Howard, 2000). El mismo grupo de investigadores también se encargó 

de aislar, de P. chlororaphis, los genes pueA y pueB que codifican esterasas 

extracelulares. En esta bacteria, estos genes se encuentran en grupo con otros 

cinco genes, arreglo que se ha denominado “PUase gene cluster”, los cuales se 

ha sugerido que están implicados en la degradación del PU y en el transporte de 

“poliuretanasas” hacia el espacio intermembranal o extracelular de la bacteria (Fig. 

3) (Howard et al., 2007). 
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Los primeros tres genes del cassette son proteínas de transporte que forman parte 

de la membrana celular. Los genes pueB y pueA, que codifican a las esterasas 

que podrían estar atacando el PU, se encuentran separados por genes que 

codifican serina-proteasas. Se ha propuesto que la actividad de cada una de estas 

proteínas es necesaria para la degradación de algunos PS-PU, aunque esto no ha 

sido demostrado (Howard et al., 2007). 

En otros estudios de biodegradación de PUs, empleando otros organismos, se han 

reportado actividades enzimáticas de tipo hidrolasa tales como esterasa, proteasa, 

lipasa y ureasa, y de tipo oxidasa tales como lacasa que se ha sugerido podrían 

estar involucradas en su degradación (Loredo-Treviño et al., 2011; Shibasaki et 

al., 2009). Estas últimas actividades se han estudiado principalmente en hongos y 

no en bacterias. Hasta el momento no se han reportado mecanismos de 

degradación en los que participen estas actividades con excepción de la actividad 

esterasa. 

Por otra parte, tampoco se han reportado enzimas capaces de atacar los enlaces 

éter de los PE-PUs. Se ha descubierto una vía para la degradación de poliéteres 

como el polietilenglicol (PEG) que se lleva a cabo en Sphingopyxis macrogoltabida 

y S. terrae en donde se han identificado cinco genes organizados en un operón 

que pareciera ser regulado por el propio PEG. El modelo supone que los dos 

primeros pasos de la degradación del PEG son realizados por una alcohol 

deshidrogenasa y una aldehído deshidrogenasa, estas dos enzimas se encargan 

Figura 3. “PUase gene cluster” de Pseudomonas chlororaphis. Se presentan 7 
genes que, se han propuesto, podrían estar implicados en la degradación de PS-
PU. Los primeros tres genes corresponden a proteínas transportadoras de 
membrana, el gen pueB y pueA corresponden a esterasas, probablemente 
extracelulares y los genes pspA y pspB corresponden a serina-proteasas 
(Modificada de Howard et al., 2007).	
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de oxidar el polímero y convertirlo en PEG-carboxilato en el espacio periplásmico. 

Después, el PEG-carboxilato es internalizado hacia el citosol y transformado a 

PEG-carboxil-CoA mediante la acción de una acil-CoA sintetasa. Además de esto, 

fueron identificados dos genes relacionados con el transporte de estas moléculas, 

un receptor dependiente de TonB y una permeasa. Dado que el receptor 

dependiente de TonB forma una estructura de barril y se localiza en la membrana 

externa, se ha propuesto como el posible transportador de PEG hacia el espacio 

periplásmico. La permeasa se localiza en la membrana interna y podría ser la 

encargada de transportar moléculas pequeñas de PEG o los metabolitos 

producidos en el periplasma hacia el interior de la célula para ser degradados o 

para activar la vía de degradación (Kawai, 2010) (Fig. 4). 

Figura 4. Estructura de los genes en el operón implicado en la degradación 
del polietilenglicol (PEG) y su regulación en Sphingopyxis macrogoltabida. 
Operón formado por 5 genes y un regulador transcripcional que parecieran ser 
responsables de la entrada y degradación del PEG. El operón está regulado por 
la misma molécula que degrada. Glutatión-S-transferasa (GST), Polietilenglicol-
alcohol deshidrogenasa (PEGDH), Polietilenglicol-aldehído deshidrogenasa 
(PEG-AIDH) (Kawai, 2010). 
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Con base en esta vía de degradación de polietilenglicol (PEG) podría proponerse 

que, para la degradación de PE-PUs, sería necesaria la participación de 

deshidrogenasas que se encargarían de oxidar al polímero y convertirlo en un 

carboxilato el cual podría posteriormente ser fijado como PE-PU-carboxil-CoA 

mediante la acción de una acil-CoA sintetasa, para luego ser procesado por el 

metabolismo de la beta carboxilación. 
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3. Antecedentes 

En 2002, nuestro laboratorio, en colaboración con el Dr. M. Javier Cruz Gómez del 

Departamento de Ingeniería Química, de la Facultad de Química, UNAM, se 

comenzó un proyecto en el que se lograron aislar tres cepas bacterianas capaces 

de utilizar un barniz de PU comercial, Hydroform®, como única fuente de carbono. 

Las tres cepas fueron identificadas, por medio de un análisis del gen 16S 

ribosomal, como miembros del género Alicycliphilus perteneciente a la familia 

Comamonadaceae dentro del grupo de las β-proteobacterias (Oceguera-

Cervantes et al., 2007, Solís González, 2008). La cepa BQ1 fue la que mejor 

crecía en el medio con el PU, por lo que se ha trabajado desde entonces con ella. 

Asimismo, se determinó que el barniz Hydroform® contenía otros compuestos 

además del PU, entre ellos la N-metil-2-pirrolidona (NMP) que actúa como 

disolvente y se demostró que BQ1 era capaz de crecer en NMP como única fuente 

de carbono. En ese estudio también se demostró que BQ1 atacaba los enlaces 

éster del PU y producía una actividad esterasa en el sobrenadante, la cual fue 

sugerida como responsable del ataque a esos enlaces en el PU (Oceguera-

Cervantes et al., 2007).  

Hasta el momento, sólo se ha reportado la especie Alicycliphilus denitrificans 

perteneciente a este género. Esta bacteria es anaerobia facultativa capaz de 

degradar grandes cadenas de hidrocarburos y compuestos aromáticos tanto en 

condiciones óxicas como anóxicas. La cepa K601T es conocida principalmente por 

su capacidad para utilizar el ciclohexanol como única fuente de carbono y nitrato 

como aceptor de electrones (Mechichi et al., 2003). En esta especie se han 

reportado además, a la cepa BC (Weelink et al., 2008) y a la cepa B1 (Okutsu et 

al., 2015). Los genomas de BC (GCA_000179015.2) y K601T (GCA_000204645.1) 

han sido secuenciados y se ha realizado un análisis comparativo de los genes 

presentes en ambos genomas (Oosterkamp et al., 2013). También se ha liberado 

un genoma parcial de la cepa B1 (GCA_000974645.1). La cepa BC se caracteriza 

por degradar el benceno con clorato como aceptor de electrones, la cepa K601T 

no es capaz de utilizar el clorato como aceptor de electrones, en cambio utiliza el 

nitrato para realizar esta función. Por otra parte la cepa BC no es capaz de utilizar 
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el ciclohexanol como fuente de carbono mientras que K601T sí. A pesar de esto, 

las secuencias del gen del 16S ribosomal son idénticas, por lo que se agruparon 

como dos cepas de la misma especie (Oosterkamp et al., 2013). La cepa B1 es 

una bacteria productora de N-acilhomoserina lactona que sirve como molécula 

señalizadora involucrada en quorum sensing. Se ha reportado que algunas 

bacterias Gram negativas que se encuentran en aguas residuales utilizan esta 

molécula de quorum sensing para regular el crecimiento de la población en estos 

ambientes (Okutsu et al., 2015). En nuestro laboratorio se ha encontrado que la 

cepa BQ1 es capaz de crecer en barnices de PU y NMP, mientras que las cepas 

K601T y BC no poseen esa capacidad (Moreno-González, 2012). La secuenciación 

masiva de la cepa BQ1 está en proceso y hasta el momento se posee un genoma 

parcial organizado en 15 contigs. 

Para identificar los genes de BQ1 que podrían estar implicados en la degradación 

del PU, en 2011 se adaptó el protocolo de mutagénesis al azar mediante la 

inserción del transposón Mariner Himar1:GmR empleando el plásmido suicida 

pFac (Wong y Mekalanos, 2000) para BQ1 (Solís-González, 2011). Este protocolo 

sirvió para comenzar el desarrollo de un banco de mutantes de la cepa BQ1 

generando 800 mutantes de novo. Posteriormente se modificó este protocolo 

utilizando un transposón miniTn5 SmR:KmR insertado en un plásmido suicida pUT 

(De Lorenzo et al., 1990) (Fig. 5). Esto permitió la adición de otras 1500 mutantes 

al banco por parte de la M. en C. Julieta Solís González y el Dr. José Alberto 

Hernández Eligio.  
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Mientras se realizaban estos experimentos, el Hydroform® fue retirado del 

mercado y en nuestro laboratorio se comenzó a utilizar otro barniz de PU marca 

Poly Lack® de la compañía Sayer Lack® para continuar con esta línea de 

investigación. El Poly Lack es un PU en el que también crece BQ1 y que está 

compuesto por un copolímero acrílico con enlaces uretano además de otros 

compuestos en menor proporción (Tabla 1).  

 

 

 

 

 

Figura 5. Mutagénesis por transposición. Conjugación de  Escherichia coli S17-1 con 
Alicycliphilus sp. BQ1 con resistencia a ácido nalidíxico (Nal). E. coli S17-1 transfiere el 
plásmido suicida pUT con el miniTn5 con resistencia a kanamicina (Km) a BQ1 y se realiza 
la mutación aleatoria en el genoma (Solís-González, 2011). 



	 29	

Tabla 1. Ficha técnica del barniz Poly Lack obtenida del fabricante 

 

En nuestro laboratorio se demostró, por espectrometría de infrarrojo acoplada a 

transformada de Fourier (FTIR-S), que el Poly Lack es un PU de tipo poliéter a 

diferencia del Hydroform que era un PU de tipo poliéster, por la presencia de señal 

del grupo éter en la longitud de onda de 1110 cm-1 (Savín-Gámez, 2016). Se ha 

demostrado que BQ1 es capaz de atacar al Poly Lack al observar por FTIR-S los 

cambios en las señales del PU que se afectan después de haber sido incubado 

por 21 días con esta bacteria, siendo los grupos amida, metilos y metilenos, 

carbonilo, benceno y éter los más afectados por la actividad de la bacteria (Savín-

Gámez, 2016). Dado que el Poly Lack es un poliéter-PU, el análisis de su 

degradación por BQ1 permitirá ampliar las posibilidades de estudio en gran 

medida ya que los enlaces éter son mucho más difíciles de atacar debido a su 

gran estabilidad. Así, el hecho de que BQ1 sea capaz de atacar al Poly Lack, 

permite explorar la posibilidad de identificar enzimas capaces de atacar los 

enlaces éter. Este trabajo se centra en la identificación de algunos de los genes 

que le permiten a Alicycliphilus sp. BQ1 crecer en medio con Poly Lack, es decir, 

en un barniz de poliéter poliuretano comercial, como única fuente de carbono. 

  

Compuesto Porcentaje en la mezcla 
(%) 

Copolímero acrílico/uretano ≤ 30 

N-metil-2-pirrolidona ≤ 6 

2-Butoxietanol ≤ 5 

Dipropilenglicol butil éter ≤ 2 

Dipropilenglicol monometil éter ≤ 1 

Isopropanol ≤ 3 

Sílica ≤ 3 
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4. Hipótesis y objetivos  

4.1 Hipótesis  
La bacteria Alicycliphilus sp. cepa BQ1 mutada por el miniTn5 en alguno de sus 

genes podrá ser complementada con los mismos genes silvestres clonados en un 

plásmido, indicando de esta forma que los genes mutados están involucrados en 

la capacidad de BQ1 de degradar el Poly Lack y utilizarlo como única fuente de 

carbono. Además, estos genes tendrán una mayor expresión cuando la cepa sea 

crecida en presencia del Poly Lack que en presencia del medio basal LB. 

 

4.2 Objetivo general del proyecto 

Identificar algunos de los genes involucrados en la capacidad de Alicycliphilus sp. 

cepa BQ1 de crecer en un medio con un barniz de PU de tipo poliéter como fuente 

de carbono. 

4.3 Objetivos particulares 

1. Generar una biblioteca de mutantes de Alicycliphilus sp. cepa BQ1 

empleando mutagénesis por transposición. 

2. Aislar clonas incapaces de crecer en medio con Poly Lack como fuente de 

carbono. 

3. Identificar las clonas mutantes con una sola inserción del transposón. 

4. Identificar los genes que fueron afectados por la inserción del transposón. 

5. Analizar bioinformáticamente el contexto genómico de las mutantes 

identificadas en BQ1 y compararlo con las secuencias de los genomas de 

las cepas K601T y BC de Alicycliphilus denitrificans. 

6. Demostrar que los genes mutados son los responsables de la incapacidad 

de la mutante de crecer en Poly Lack, realizando las complementaciones 

génicas correspondientes. 

7. Realizar un análisis de la expresión de los genes identificados en medio 

con Poly Lack, para determinar si son inducibles.  



	 31	

5. Estrategia Experimental 
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6. Metodología  

6.1 Cultivos 

 Se utilizaron los medios de cultivo LB con antibiótico, MM-Poly Lack (0.3% y 

0.15%), MM-malato (10 mM) y MM-NMP (2.5 mg/mL) (Anexo I). La cepa BQ1 fue 

tomada del stock que existe en el laboratorio. Esta cepa fue aislada de espumas 

de PU en descomposición colectadas en un basurero y seleccionándolas en medio 

con Hydroform, un barniz de PS-PU. Posteriormente fueron cultivadas en Poly 

Lack, un barniz de PE-PU y de allí se generaron gliceroles para almacenar a -70 

ºC (Anexo II) Para producir los cultivos bacterianos se agregaron 5 µL del stock en 

un tubo con 5 mL de medio LB y se cultivó a 37 ºC durante toda la noche. Al día 

siguiente se tomó una azada del cultivo y se sembró en medio LB sólido para 

obtener colonias aisladas. Este protocolo se utilizó siempre que fue requerida una 

colonia aislada para cultivo. 

 

6.2 Mutagénesis por transposición 

 Se utilizó el protocolo de mutagénesis por transposición desarrollado en el 

laboratorio (Solís-González J. y Hernández-Eligio J. A., 2013, no publicado). Para 

ello se realizó una conjugación entre una cepa S17-1 de E. coli conteniendo el 

plásmido pUT que a su vez contiene el minitransposón Tn5 con resistencia a 

kanamicina (Km 30 mg/mL), y una cepa de Alicycliphilus sp. BQ1 con resistencia a 

ácido nalidíxico (Nal 20 mg/ mL), desarrollada en el laboratorio por Julieta Solís-

González. 

1.  Se inocularon cada una de las cepas que se emplearían para la 

conjugación en tubos individuales con 5 mL de LB conteniendo el respectivo 

antibiótico. Se incubó durante toda la noche a 37 °C. 

2.  Al día siguiente se transfirieron los 5 mL de cada cultivo a un matraz 

conteniendo 20 mL de LB con el antibiótico apropiado y se incubaron nuevamente 

a 37 °C hasta que los cultivos alcanzaran una densidad óptica a 600 nm de 1.0. 

3.  Una vez alcanzada esta densidad óptica, se transfirió el contenido de cada 

matraz a un tubo de centrifuga estéril y se centrifugó a 7,000 x g durante 7 min. 
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4.  Se desechó el sobrenadante y se lavó cada paquete celular dos veces con 

10 mL de MgSO4 10 mM. 

5.  Después del último lavado, se desechó el sobrenadante y se resuspendió 

cada pastilla en 1 mL de MgSO4 10 mM. 

6.  Se mezclaron los cultivos en una proporción 1:3 (donadora:receptora) sobre 

una caja con LB sólido y se distribuyeron con perlas de vidrio estériles. Se incubó 

la caja a 30 °C por 24 h. 

7.  Al día siguiente se cosecharon las células con 1 mL de MgSO4 10 mM, 

empleando una varilla de vidrio flameada al mechero. 

8.  Se plaquearon alícuotas de 200 µL sobre cajas de LB Km30 Nal20 y se 

incubaron a 30 °C por 48 h. 

9.  Se recuperaron las colonias exconjugantes de BQ1 con palillos estériles en 

una caja nueva de LB Km30 Nal20 y se incubaron a 37 °C por 48 h. 

10.  Después de la incubación se probaron las colonias en MM-Poly Lack. Se 

sembró una réplica en MM-malato, una en MM-NMP y una en LB Km30 Nal20 y se 

incubaron a 37 °C por 48 h. 

11.  Se seleccionaron las clonas que resultaron capaces de crecer en MM-NMP, 

en MM-malato y en LB Km30 Nal20, pero que no crecieran en MM-Poly Lack. Se 

almacenaron en LB con 20% de glicerol a -70 °C.  

 

6.3 Identificación del sitio de inserción del trasposón  

Para identificar el sitio de inserción del transposón en las mutantes se 

realizó la extracción del DNA genómico de las bacterias para después ser digerido 

con PstI. Esta enzima se utilizó ya que el miniTn5 no posee la secuencia de 

reconocimiento de esta enzima, por lo que, al digerir el genoma de BQ1 de las 

mutantes, se pudo rastrear el transposón completo con la secuencia del genoma 

unida. Los fragmentos fueron clonados en el plásmido pBluescript que permite la 

α-complementación para llevar a cabo la selección de clonas con inserto. La clona 

conteniendo el fragmento con el trasposón fue seleccionada por la resistencia a 
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kanamicina presente en el transposón. Una vez obtenidas las clonas con los 

fragmentos donde se insertó el transposón, se secuenciaron utilizando un oligo 

que amplifica a partir de una región interna del miniTn5 hacia la región externa del 

mismo. 

 

6.3.1 Extracción de DNA genómico 

Se utilizó un protocolo modificado en nuestro laboratorio (Ausubel et al., 

1997).  

1. Se inoculó una colonia grande de la cepa BQ1 en 5 mL de medio LB en un 

tubo de ensayo grande. Se cultivaron durante la noche a 37 °C con agitación 

vigorosa. Al día siguiente se inocularon los 5 mL en 20 mL de medio LB. Se 

incubaron durante 4 h a 37 °C con agitación vigorosa (Abs660 aprox.1.7-1.9).  

2. Se centrifugó el cultivo en 4 tubos eppendorf de 2 mL en una 

microcentrífuga (2 mL cada vez, tres veces) a 10,000 x g a 4 °C durante 3 min 

cada vez. Se resuspendió completamente el pellet con 1 mL de buffer TE (Tris 50 

mM y EDTA 20 mM, pH 8.0) estéril para cada tubo eppendorf. Se volvió a 

centrifugar y se desechó el sobrenadante. 

3. Se adicionaron 504 µL de TE a cada tubo y se resuspendieron con vórtex 

para incorporar el pellet completamente. Se agregaron 40 µL de lisozima (50 

mg/mL, recién preparada) y 9 µL de RNasa libre de DNasa (25 mg/mL SIGMA R-

4642) y se incubaron a 37 °C por 60 min, agitando regularmente (concentraciones 

finales aprox: lisozima=1.7 µg/µL, RNAsa=1 µg/µL). 

4. Se agregaron 30 µL de SDS al 10% y se incubaron a 37 °C por 30 min 

agitando regularmente. Se observó la formación de un agregado viscoso blanco 

que indicaba que las células se habían lisado. 

5. Se agregaron 6 µL de proteinasa K (20 mg/mL) y se incubaron 30 min a 37 

°C, agitando regularmente (concentraciones finales: SDS 0.5%; proteinasa K 0.2 

µg/µL). Se puso a calentar el CTAB/NaCl (CTAB 10% en NaCl 0.7 M) a baño 

María a una temperatura de 65 °C. 
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6. Se adicionaron 100 µL de NaCl 5 M, se agitó exhaustivamente por 30 s y se 

incubaron a 65 °C por 10 min. 

7. Se agregaron 80 µL de la solución CTAB/NaCl pre-calentada y se incubaron 

por 20 min hasta que se observó la formación de un precipitado blanco. Se tomó el 

sobrenadante cuidadosamente, se midió y se pasó a tubos limpios.  

8. Se adicionó 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamílico (25:24:1) (780 

µL). Se agitó en vórtex por 5 min y se centrifugó 5 min a 14,000 x g a 4 °C. 

9.  Se agregó 1 volumen (780 µL) de cloroformo:alcohol isoamílico (24:1). Se 

agitó vigorosamente en vórtex por 2 min y se centrifugó por 10 min en una 

microcentrífuga a 10,000 x g  a temperatura ambiente.  

10.  Se tomó la fase acuosa cuidadosamente y se pasó a un tubo nuevo. Se 

adicionaron 0.6 volúmenes de isopropanol. Se agitó el tubo por inversión (incubar 

unos minutos a temperatura ambiente). Se centrifugó a 10,000 x g durante 10 min 

a temperatura ambiente. 

11. Se retiró el sobrenadante sin perder el pellet. Se lavó el pellet dos veces 

con 500 µL de etanol al 70% frío. Se centrifugó 5 min a 14,000 x g entre cada 

lavado y se decantó completamente. Se dejó abierto el tubo y se invirtió sobre un 

papel absorbente o se colocó frente al mechero para que se secara. Se 

resuspendió en 100 µL de agua inyectable estéril. 

12.  Se corrió una alícuota en un gel de agarosa al 1% para confirmar la 

presencia de DNA genómico y la calidad del mismo.  

13.  Se leyó la absorbancia de una alícuota a 230, 260 y 280 nm. La relación 

A260/A280 debió ser de 1.7-2.0 y la relación A260/A230 debió ser mayor de 1.5.  

 

6.3.2. Digestión de DNA genómico y clonación los fragmentos  

1. Una vez extraído el DNA se digirió con la enzima PstI. Se montaron 

reacciones de 40 µL con 4 µL de buffer para la enzima de restricción 10X y 0.5 µL 

de enzima (5 U/µL) para digerir aproximadamente 1 µg de DNA genómico 

incubando durante 5 h a 37 °C. Se corrieron alícuotas de las digestiones en geles 
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de agarosa al 1 % con BrEt para comprobar que la digestión ocurriera de manera 

adecuada. 

2.  Se llevó a cabo la ligación de los fragmentos en pBluescript (Anexo III), 

probando varias relaciones plásmido:inserto 1:1, 1:3 y 1:5 para determinar cuál era 

la mejor. Se emplearon 100 ng de plásmido con las cantidades de DNA genómico 

digerido correspondiente para las relaciones plásmido:inserto. Esta reacción se 

llevó a cabo en un total de 10 µL conteniendo 1 µL de buffer 10X y 0.5 de enzima 

DNA ligasa T4. Se realizó a 16 °C durante toda la noche. Todo el volumen de 

reacción fue utilizado para la transformación de células competentes de E. coli 

DH5α (Anexo IV). Después el plásmido fue extraído por miniprep (Anexo V) y 

secuenciado. 

 

6.3.3 Secuenciación de las muestras 

 Las muestras de DNA plasmídico con el inserto de interés se secuenciaron 

en la Unidad de síntesis y secuenciación de DNA del Instituto de Biotecnología 

(IBT) de la UNAM. Para ello se empleó el primer Tn51rev 

(CTCTTGATCAGATCTGGCC) que amplifica a partir de una región interna del 

miniTn5 hacia la región externa del mismo. 

 

6.4 Determinación del número de inserciones del transposón en el genoma 
de las mutantes 

6.4.1 Electroforesis del DNA en gel y transferencia a membrana 

1.  Para realizar el ensayo tipo Southern Blot se utilizó el DNA extraído de las 

mutantes confirmadas en los distintos medios de cultivo y el DNA de la cepa BQ1 

silvestre. Se tomaron 5 µg de DNA de cada una de ellas y se digirieron con PstI 

durante toda la noche de acuerdo a lo descrito en el punto 6.3.2. Al día siguiente 

se corrió un gel de agarosa al 1% con BrEt durante 10 h (100 V) con DNA digerido 

e incluyendo la sonda amplificada no marcada como control positivo y el DNA de 

BQ1 silvestre digerido con PstI como control negativo. 
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2. Después de la electroforesis el gel se enjuagó con agua destilada en una 

bandeja. Se retiró el agua y se agregó la solución desnaturalizante (1.5 M 

NaCl/0.5 M NaOH) hasta cubrir el gel, se dejó en agitación leve durante 30 min a 

temperatura ambiente. 

3. Pasado el tiempo, la solución se retiró y el gel se volvió a enjuagar con 

agua destilada. Se agregó la solución neutralizante (1.5 M NaCl/0.5 M Tris-HCL 

pH 7.2/ 1 mM EDTA) hasta cubrir el gel, se dejó en agitación leve durante 15 min a 

temperatura ambiente. Este paso se repitió una vez más. 

4. El gel se depositó sobre un soporte colocado dentro de un refractario de 

vidrio el cual contenía solución de transferencia SSC 20X. Entre el gel y el soporte 

se colocó un puente de papel Wathman 3MM® humedecido con SSC 20X. Sobre 

el gel se colocó la membrana de nylon cargada positivamente (Hybond™ -N+ de 

Amersham LIFE SCIENCES®) con las mismas dimensiones que el gel, 

asegurándose de que no quedaran burbujas.  

5. Sobre la membrana se colocaron tres láminas de papel Whatman 3MM de 

las mismas dimensiones del gel y humedecidas con la solución de transferencia. 

Se colocó una torre de papel periódico de aproximadamente 12 cm de altura y 

sobre ésta se colocó una placa de vidrio y un peso de más de medio kilo. La 

transferencia se dejó toda la noche a temperatura ambiente. 

6. Terminada la transferencia se retiraron los componentes con cuidado. La 

membrana se enjuagó con 50 mL de SSC 2X para eliminar cualquier rastro de 

agarosa. Finalmente la membrana se colocó en papel absorbente humedecido con 

NaOH 0.4 M para fijar el DNA durante 20 min a temperatura ambiente. Terminado 

este tiempo se enjuagó en 50 mL de SSC 5X por 40 s. 

 

6.4.2 Síntesis y marcaje de la sonda 

1. Se realizó un PCR, previamente optimizado, de la región del transposón 

(Solís-González, 2011) flanqueada por los primers 

Tn50(GGCCGCACTTGTGTATAAG) y Tn51(GGCCAGATCTGATCAAGAG) y 

empleando como molde el plásmido pUT-miniTn5 (De Lorenzo et al., 1990). La 
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reacción de PCR se realizó con un nucleótido marcado radioactivamente con 32P 

([α-32P]-dCTP 10 mCi/mL) empleando las cantidades para cada componente 

indicadas  en la Tabla 2 y las condiciones descritas en la Tabla 3. 

 

Tabla 2. Mezcla de reacción de PCR para amplificación de la sonda  

Reactivo Cantidad de reactivo 

Buffer de la enzima 5X 3 µL 

Mix dNTP’s 10 mM 0.75 µL 

([α-32P]-dCTP 10 mCi/mL 0.25 µL 

Primer Forward 10 µM 1 µL 

Primer Reverse 10 µM 1 µL 

DNA molde (200 ng/µL) 1 µL 

Enzima Phusion 5U/µL 0.2 µL 

H20 7.8 µL 

Volumen final 15 µL 
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Tabla 3. Programa de la PCR para la amplificación de la sonda  

No. de ciclos Etapa Temperatura Tiempo 

1 Inicio de la reacción 98 ºC 1 min 

35 

Desnaturalización 98 ºC 30 s 

Alineamiento 60 ºC 30 s 

Extensión 72 ºC 1 min 

1 Extensión final 72 ºC 5 min 

 

6.4.3 Hibridación tipo Southern  Blot 

1. La membrana se colocó enrollada cuidadosamente dentro de una botella de 

hibridación y se agregaron 0.1 mL de solución de prehibridación (fosfato de sodio 

0.5 M pH 7.2, EDTA 1 mM pH 8.0, SDS 7% p/v, BSA 1% p/v) por cada cm2 de la 

membrana. La botella se cerró perfectamente y se colocó dentro de un horno de 

hibridación (Robbins Scientific Modelo 4000) por 2 h a 60 °C. 

2. Transcurridas las 2 h las sondas marcadas se calentaron a 94 °C por 5 min 

y se colocaron en hielo por 5 min más. Posteriormente se le agregó al tubo de 

hibridación todo el volumen de reacción de PCR de la sonda desnaturalizada 

convirtiendo la solución de prehibridación en solución de hibridación. La botella se 

colocó nuevamente dentro del horno durante toda la noche a 60 °C. 

3. Después de este tiempo de incubación, la solución de hibridación 

conteniendo la sonda radioactiva se retiró cuidadosamente y se colocó en un tubo 

Falcon de 50 mL. El tubo cerrado y sin fugas se guardó en el congelador dentro de 

una caja de acrílico. La membrana se lavó con 15 mL de la solución de lavado 1 
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(SSC 2X/SDS 0.5%). Se volvió a colocar en el horno de hibridación incubando con 

rotación durante 20 min a temperatura ambiente.  

4. Después de este tiempo la solución del primer lavado se desechó en un 

contenedor para material radioactivo y se agregaron 15 mL de la solución de 

lavado 2 (SSC 2X/SDS 0.1 %). Nuevamente se colocó en el horno incubando con 

rotación durante 20 min a temperatura ambiente. 

5. Terminado el segundo lavado la membrana se retiró del tubo y se colocó 

sobre una hoja de acetato para monitorear la cantidad de radioactividad presente y 

buscar señales correspondientes a hibridaciones específicas. Si la membrana aún 

contenía demasiada radioactividad, lavar nuevamente en el tubo de hibridación 

agregando 15 mL de la solución de lavado 3 (SSC 0.1 X/ SDS 0.1%) e incubando 

con rotación en el horno de hibridación otros 20 min a temperatura ambiente. 

6. Finalmente la membrana se cubrió con un trozo de Kleen Pack y se expuso 

a una pantalla intensificadora (BioRad®) durante toda la noche. Al día siguiente la 

pantalla se colocó en el equipo Phosphor Imager (BioRad®) utilizando el software 

Quantity One y la aplicación Personal FX para visualizar el resultado. Las 

membranas, después de exponerse, fueron guardadas en el congelador dentro de 

una caja de acrílico hasta que la actividad decayera para luego ser eliminadas. 

 

6.5 Análisis bioinformático de las clonas mutantes 

 Las secuencias fueron transformadas a formato FASTA y analizadas con el 

programa A plasmid Editor (ApE). Con este programa se pudieron ubicar los sitios 

de corte para PstI y la secuencia correspondiente a cada una de las regiones del 

DNA genómico donde se insertó el transposón, para cada mutante. La 

identificación de los genes donde se insertó el transposón se realizó en dos 

partes. Primero se hizo una búsqueda en la base de datos del NCBI 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov) con un tBLASTx en donde se encontró el gen 

correspondiente a la secuencia en los genomas de Alicycliphilus denitrificans BC y 

K601T. Una vez identificado el gen donde cayó el transposón, se empleó esa 

secuencia para identificar el contig del genoma de BQ1 que lo contenía. Esto fue 
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realizado por el Dr. Miguel Ángel Cevallos y el Dr. Luis Lozano del Centro de 

Ciencias Genómicas (CCG) de la UNAM quienes estaban a cargo de la 

secuenciación del genoma de BQ1. Los contigs donde se localizaron cada uno de 

los genes mutados nos fueron proporcionados y en cada uno de ellos se analizó el 

contexto genómico, identificando con el programa ApE, los posibles ORFs. Con 

esta información se buscó, en la base de datos del KEGG (www.genome.jp/kegg), 

la función enzimática y la ruta metabólica a la que pertenecían las proteínas 

codificadas por los genes mutados. 

Para identificar los posibles promotores y terminadores transcripcionales en las 

secuencias de interés se utilizaron herramientas bioinformáticas. Para la 

identificación de promotores se utilizó el programa Neural Network Promoter 

Predictor de la Universidad de California en Berkeley 

(http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) y para la identificación de  

terminadores se utilizó el programa Arnold de la Universidad de París-Sud 

(http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/). 

 

6.6 Complementación génica de las mutantes.  

A partir del análisis bioinformático de las clonas mutantes aisladas 

incapaces de crecer en medio MM-Poly Lack, se determinaron los contextos 

genómicos de las mismas para poder diseñar la estrategia a desarrollar para la 

complementación génica y el análisis cuantitativo de su expresión. Con ello fue 

posible la amplificación de los fragmentos de DNA necesarios para complementar 

a las mutantes. Estos fragmentos se clonaron en el plásmido pBBR1MCS-5. 

 

6.6.1 Características del plásmido pBBR1MCS-5  

 El plásmido pBBR1MCS-5 es un vector que permite la clonación de 

fragmentos en β-proteobacterias y puede transferirse por conjugación. Tiene un 

tamaño de 4,768 pb y contiene el gen de resistencia a gentamicina como 

marcador de selección. Además de esto posee un sitio múltiple de clonación 

(MCS) con secuencias para diversas enzimas de restricción y el promotor lac para 
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controlar la expresión del fragmento clonado. Contiene también la secuencia que 

codifica el fragmento del péptido α que permite la α-complementación de la cepa 

ΔM15, un gen que permite la formación del canal de conjugación (mob) y otro que 

potencia la transcripción del gen mob (rep) (Kovach et al., 1995). Para que la 

conjugación se lleve a cabo es necesario que el plásmido se encuentre en una 

bacteria que contenga las funciones RP4 de transferencia, en este caso en 

particular, se empleó la cepa S17-1 de E. coli (Revisado en Simon et al., 1986). 

 

 

El gen clonado en el MCS puede ser expresado siempre y cuando la bacteria 

receptora sea capaz de reconocer al promotor lac. Después de realizar una 

búsqueda de la secuencia del promotor lac en Alicycliphilus denitrificans cepa BC 

Figura 6. Mapa genético del plásmido conjugativo pBBR1MCS-5. 
Se observa el gen de resistencia a gentamicina (GmR), un gen que 
permite la formación del canal de conjugación (mob), otro que potencia 
la transcripción del gen mob (rep) y el MCS con las secuencias para 
diversas enzimas de restricción. El promotor lac, que no se muestra en 
esta imagen, se localiza en la región 5’ upstream al MCS (Kovach et al., 
1995). 
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y K601T, no se encontró una secuencia de promotor con valores de identidad 

superiores al 30%, por lo que supusimos que el Plac quizá no sería reconocido por 

Alicycliphilus sp. BQ1, por lo que se decidió realizar la clonación de los genes para 

las complementaciones con sus propios promotores con el fin de garantizar la 

expresión de los mismos. El pBBR1MCS-5 con su respectiva construcción fue 

transferido por conjugación en las mutantes de Alicycliphilius sp. BQ1 

correspondientes para lograr su complementación génica (6.6.5). 

 

6.6.2 Diseño de oligos y amplificación de las secuencias a clonar para las 
complementaciones  

 Todos los oligos que se emplearon en este trabajo se diseñaron analizando 

el contexto genómico de los genes mutados en BQ1. Se utilizó el programa ApE 

para encontrar las secuencias de interés y el programa Oligo Calc: Oligonucleotide 

Properties Calculator (http://www.basic.northwestern.edu/biotools/oligocalc.html) 

para calcular la Tm de cada uno de los oligos.  Los oligos se probaron in silico en 

los genomas de BC y K601T para asegurar que fueran específicos de la región 

génica que se requería amplificar. Fueron sintetizados con los sitios de restricción 

correspondientes a las enzimas que se requerían para realizar las construcciones. 

Además se agregaron el número de pares de bases que Promega® 

(https://worldwide.promega.com) recomienda que contengan los fragmentos 

obtenidos por PCR para poderse digerir correctamente. Los oligos diseñados para 

amplificar los diferentes genes de interés se presentan en la Tabla 4.  
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Tabla 4. Oligos diseñados para la amplificación de los diversos genes a 
complementar en las mutantes de BQ1 incapaces de crecer en Poly Lack 

Oligo 

Enzima 
de 

restri-
cción 

Secuencia  Tm 

CoA-
prom-fwd 

XhoI 
AAA-CTCGAG-

ACTGCTCCTCCACCAGGCACGACAGAA 
64 ºC 

CoA-
prom-rev 

HindIII 
AA-AAGCTT-

GGTCTGTGGGCAGTCTAGACTTGCAAATTC 
63 ºC 

CoA-gen-
fwd 

HindIII 
AA-AAGCTT-

GCGGATTGACTTCCCCCACCTCCCGAGGGA 
64 ºC 

CoA-op-
rev 

SpeI 
AA-ACTAGT-

GATTGCGGTTGCCACATGGCGGTTTTCGGC 
64 ºC 

Fwd-
ACAD-

PromHip 
HindIII 

AAA-AAGCTT-

AACAAGCGACTGGGCCAGCCCGTGATC 
64 ºC 

Ind-prom-
fwd 

XhoI 
AAA-CTCGAG-

AGCCTTGCGAAAGTTCAGCATGTAGAAT 
62 ºC 

Ind-prom-
rev 

HindIII 
AA-AAGCTT-

GGATTTTTCCATTTCCAGCCACACTCCG 
61 ºC 

Ind-gen-
fwd 

HindIII 
AA-AAGCTT-

GACCCATCTTCCAGGGACTGAGAAGCC 
62 ºC 

Ind-op-rev SpeI 
AA-ACTAGT- 

GCATTCCTTGCCTTGCTGTGCGAGA 
64 ºC 
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Indol 
s/prom 

HindIII 
AAA-AAGCTT-

TGGCGTGAAGGCCGAGGAAGTGGCC 
64 ºC 

Glu-op-
fwd 

XhoI 
AAA-CTCGAG-

CAACGTAGGCTTCCAGAATCGGTGTTGGT 
63 ºC 

Glu-op-
rev 

HindIII 
AA-AAGCTT-

GAGACGCGCTGATGCTCACAAAAATAGA 
63 ºC 

 

Se llevaron a cabo reacciones de PCR para amplificar cada uno de los 

fragmentos a clonar para la complementación (Tabla 5). La temperatura de 

alineamiento para estos oligos varió entre 61 °C y 64 °C de acuerdo a su valor de 

Tm y los tiempos de extensión se variaron de acuerdo al tamaño esperado del 

amplicón (Tabla 6).  

 

Tabla 5. Mezcla de reacción de PCR para amplificación de los 
fragmentos a clonar 

Reactivo Cantidad de reactivo 

Buffer de la enzima 5X 2 µL 

MgCl2  50 mM 0.2 µL 

Mix dNTP’s 10 mM 0.5 µL 

Primer Forward 10 µM 0.5 µL 

Primer Reverse 10 µM 0.5 µL 

DNA genómico (200 ng/µL) 0.5 µL 



	 46	

Enzima Phusion 5U/µL 0.2 µL 

DMSO 0.3 µL 

H20 5.3 µL 

Volumen final 10 µL 

 

Tabla 6. Programa de la PCR para la amplificación de los  

fragmentos a clonar 

No. de ciclos Etapa Temperatura Tiempo 

1 Inicio de la reacción 98 ºC 1 min 

35 

Desnaturalización 98 ºC 30 s 

Alineamiento 58, 61 y 64 ºC 30 s 

Extensión 72 ºC 1 a 3:30 min 

1 Extensión final 72 ºC 10 min 

 

6.6.3 Clonación de los amplicones en el plásmido pBBR1MCS-5 para la 
complementación 

 Se realizó el mismo protocolo de minipreparación que aquel usado para 

pBluescript en el inciso 6.3.2 (Anexo V). Pero para pBBR1MCS-5 se utilizó la 

gentamicina (Gm 20 mg/mL) como antibiótico de selección. Una vez extraído el 

plásmido pBBR1MCS-5 y, por otro lado, habiendo purificado los amplicones de 
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interés con el kit de purificación de PCR de la marca Thermo Scientific®, se 

digirieron con las enzimas XhoI, HindIII y SpeI de acuerdo al fragmento que se 

necesitara digerir. Estas reacciones se llevaron a cabo en 10 µL conteniendo 1 µL 

de buffer 10X y 0.2 µL de la enzima correspondiente (10 U/µL), para digerir 500 ng 

de DNA. Las digestiones se realizaron durante 5 h a una temperatura de 37 °C. 

 

6.6.4 Ligación de los fragmentos amplificados en pBBR1MCS-5 

 La ligación de los fragmentos se llevó a cabo con una relación 

plásmido:inserto 1:3 en concentración molar utilizando 100 ng de DNA plasmídico 

con la relación en ng de inserto correspondiente dependiendo del tamaño del 

fragmento que se requería ligar. Estas reacciones se llevaron a cabo en 10 µL de 

reacción final conteniendo 1 µL de buffer 10X y 0.2 µL de DNA ligasa T4 (5 U/µL). 

Se realizó a 22 °C durante una hora o a 16 ºC durante toda la noche para tener 

una mejor eficiencia de ligación. 

 Después de la ligación se llevó a cabo la  transformación (Anexo IV) en una 

cepa de E. coli DH5α. Se comprobó que el plásmido pBBR1MCS-5 contenía 

inserto al observar la coloración blanca de las colonias. Esta coloración implica 

que el péptido alfa, que se encuentra en el plásmido, no pudo complementar la β-

galactosidasa de E. coli DH5α que no tiene el fragmento del péptido alfa. Al no 

producirse la formación de la β-galactosidasa no se lleva a cabo la hidrólisis del X-

gal, que es un análogo de la lactosa, pero que al hidrolizarse produce una 

coloración azul en las bacterias. Al encontrarse interrumpida la secuencia del 

péptido alfa en el plásmido por el fragmento de DNA de interés las bacterias se 

mantienen de color blanco. De esta forma se infiere que el fragmento fue clonado 

en el plásmido y transformado en la bacteria. Además, para asegurar la clonación 

correcta de los fragmentos, en todas las clonaciones se analizaron las 

construcciones conteniendo los genes de interés digiriéndolas con las enzimas de 

restricción correspondientes para liberar el fragmento clonado. Esto permitió 

asegurar que el plásmido contenía el fragmento de interés. Estas construcciones 

se emplearon para transformar (Anexo IV) a E. coli S17-1 que posteriormente fue 

utilizada en la conjugación. 
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6.6.5 Conjugación de las células S17-1 con los plásmidos conteniendo los 
genes para la complementación de las mutantes de BQ1 

1. Se inocularon cada una de las cepas mutantes y cada una de las colonias 

de E. coli S17-1, que tenían los plásmidos con las construcciones conteniendo los 

genes para complementar a las mutantes, en tubos individuales con 5 mL de LB 

conteniendo el respectivo antibiótico (Km30 para las mutantes y Gm20 para E. coli 

S17-1 con el plásmido). Se incubaron durante toda la noche a 37 °C. 

2.  Al día siguiente se transfirieron los 5 mL de cada cultivo a un matraz de 125 

mL conteniendo 20 mL de LB con el antibiótico apropiado y se incubaron 

nuevamente a 37 °C hasta que los cultivos alcanzaron una densidad óptica de 1.0 

(aproximadamente 2 h para E. coli y 4 h para las mutantes de BQ1). Los cultivos 

de las mutantes y de las células S17-1 conteniendo las construcciones se 

sembraban desfasados para que alcanzaran la misma densidad óptica 

simultáneamente. 

3.  Una vez alcanzada esta densidad óptica, se transfirió el contenido de cada 

matraz a un tubo de centrifuga estéril y se centrifugó a 7,000 x g durante 7 min. 

4.  Se desechó el sobrenadante y se lavó cada paquete celular dos veces con 

MgSO4 10 mM. 

5.  Después del último lavado, cada pastilla se resuspendió en 1 mL de MgSO4 

10 mM. 

6.  Se mezclaron los cultivos en una proporción 1:3 (donadora:receptora) sobre 

una caja con LB sólido y se distribuyeron con perlas de vidrio estériles. Se incubó 

la caja a 30 °C por 24 h. 

7.  Al día siguiente se cosecharon las células con 1 mL de MgSO4 10 mM, 

empleando una varilla de vidrio estéril, flameada al mechero. 

8.  Se plaquearon alícuotas de 200 µL sobre cajas de LB Km30 Gm20 y se 

incubaron a 30 °C por 48 h. 
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9.  Se recuperaron las colonias exconjugantes de BQ1 con palillos estériles en 

una caja nueva de LB Km30 Gm20 y se incubaron a 37 °C por 48 h. 

10.  Después de la incubación se probaron las colonias en MM-Poly Lack, 

sembrando réplicas en MM-malato y LB Km30 Gm20 y se incubaron a 37 °C por 48 

h. 

11. Las clonas que fueron capaces de crecer en los tres medios se 

almacenaron con 20% de glicerol a -70 °C. 

 

6.7 Cuantificación del crecimiento bacteriano por oximetría 

 El medio mínimo líquido con Poly Lack como fuente de carbono no permite 

la transmitancia de luz a través de él por lo que es imposible realizar mediciones 

de crecimiento bacteriano por densidad óptica. Por lo tanto, se empleó una técnica 

para medir el consumo de oxígeno del cultivo a través del tiempo lo cual está 

correlacionado con el crecimiento bacteriano. Para esto se desarrolló el siguiente 

protocolo: 

1.  Se tomó una colonia de BQ1 silvestre y se inoculó en 5 mL de LB, 

cultivándose a 37 °C, con agitación, durante toda la noche. 

2.  Al día siguiente se transfirieron 0.4 mL de este cultivo a un tubo de ensayo 

conteniendo 5 mL de LB con el antibiótico apropiado y se incubaron nuevamente a 

37 °C hasta que los cultivos alcanzaron una densidad óptica de 0.6. 

3.  Una vez alcanzada esta densidad óptica se inoculó la cantidad de cultivo 

necesaria para tener una densidad óptica de 0.1 en un matraz conteniendo 30 mL 

del medio en el que se quería analizar el crecimiento de determinada clona. Se 

probaron diversas concentraciones del medio rico LB y del MM-Poly Lack para 

encontrar las condiciones de desarrollo del cultivo que fueran equiparables. 

4.  Para tomar la medida de consumo de oxígeno por unidad de tiempo se 

colocó 1 mL de la muestra en la cubeta que está en contacto con el electrodo del 

equipo (YSI MODEL 5300, Biological Oxygen Monitor y Oxygen Probe Service Kit) 
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incubándose con agitación de 40 rpm y temperatura constante de  37 °C durante 5 

min. 

5.  En este tiempo se obtuvo una pendiente que corresponde al consumo de 

oxígeno (nanoátomos) de la muestra por unidad de tiempo (minutos). Los 

nanoátomos corresponden a nanogramos de oxígeno molecular. 

6.  Se realizaron los cálculos necesarios para obtener una medida de 

nanoátomos de oxígeno consumidos por min considerando el consumo de durante 

5 min. Siguiendo la misma metodología se observó el consumo de oxígeno basal 

de un medio sin inocular, como control negativo. 

7.  Se tomaron las mediciones a cada determinado tiempo para observar el 

cambio de consumo de oxígeno a través del tiempo en cada uno de los cultivos. 

 

6.8 Análisis de la transcripción de los genes involucrados en la degradación 
del PU y genes aledaños 

6.8.1 Extracción de RNA 

 Se utilizó un protocolo basado en la purificación del RNA por reactivo 

TRIzol® de la marca Life Technologies®.  

1. Se incubaron durante la noche células de BQ1 silvestres.  

2. Al día siguiente se transfirieron 0.4 mL de este cultivo a cuatro tubos de 

ensayo conteniendo 5 mL de LB y se incubaron nuevamente a 37 °C. 

3. Tras alcanzar una densidad óptica de 0.6, los cultivos se transfirieron a dos 

matraces con medio de cultivo LB al 20% y dos matraces con medio de cultivo 

Poly Lack al 0.15 %, que corresponden a las condiciones de crecimiento 

equiparables para estos medios de cultivo.   

4. Los matraces se incubaron a 37 ºC durante diferentes tiempos. Un matraz 

de LB al 20 % se incubó durante 8 horas (fase logarítmica) y el otro durante 18 

horas (fase estacionaria). Un matraz de Poly Lack al 0.15% se incubó durante 9 

horas (fase logarítmica) y el otro durante 19 horas (fase estacionaria). El 

desfasamiento de una hora se realizó para obtener una fase de crecimiento similar 
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entre los cultivos de LB al 20% y de Poly Lack al 0.15% ya que en experimentos 

preliminares se observó que en el medio con Poly Lack el crecimiento tardaba una 

hora más para alcanzar los mismos valores que el que se presentaba con LB al 

20%. 

5. Una vez alcanzado el crecimiento deseado se centrifugaron los cultivos a 

7,000 x g durante 5 min y se resuspendieron en 1 mL de agua destilada estéril 

libre de nucleasas. Las células resuspendidas se dividieron en cuatro tubos, cada 

uno con 0.25 mL. 

6. Se añadieron 0.75 mL de reactivo TRIzol® a cada tubo. Se lisaron las 

células por pipeteo durante 1 min. 

7. Se centrifugó a 12,000 x g por 10 min a 4 ºC. Se removió la capa que quedó 

por encima del sobrenadante y éste se transfirió a un tubo nuevo. 

8. Se incubó la muestra homogeneizada por 5 min a temperatura ambiente 

para permitir la completa disociación de los complejos nucleoproteicos. 

9. Se añadieron 0.2 mL de cloroformo por cada mL de reactivo TRIzol®. Se 

mezcló el tubo vigorosamente durante 1 min y se incubó durante 3 min más a 

temperatura ambiente. 

10. Después se centrifugó a 12,000 x g por 15 min a 4 ºC. Se removió la fase 

acuosa de la muestra y se colocó en un tubo nuevo. 

11. Se añadieron 0.5 mL de isopropanol por cada mL de TRIzol® usado en la 

homogeneización. Se incubó a temperatura ambiente por 10 min y se centrifugó a 

12,000 x g por 10 min a 4 ºC. 

12. Se removió el sobrenadante, se lavó el pellet con 1 mL de etanol al 70% y 

se centrifugó a 7,500 x g por 5 min a temperatura 4 ºC. Se descartó el 

sobrenadante. 

13. Se dejó secar durante 10 min en la campana y se resuspendió el pellet en 1 

mL de agua destilada estéril libre de nucleasas y se alicuotaron en muestras de 50 

µL. 
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 Para eliminar posible DNA contaminante, todas las muestras de RNA se 

trataron con RQ1 DNasa libre de RNasa de la marca PROMEGA®. Para esto, para 

cada una de las diferentes muestras, se tomó una alícuota de 50 µL con 5 µg de 

RNA y se les añadieron 5 U de DNAsa diluída en 5 µL de buffer de la enzima 10X 

(40 mM Tris-HCl, 6 mM MgCl2, 10 mM NaCl, 2 mM espermidina y 10 mM DTT). Se 

incubaron a 37 ºC durante 15 min exactos. Para inactivar la DNAsa se colocaron 

las muestras a 65 ºC durante 10 min más. Se corrió un gel de agarosa para checar 

la preparación de RNA (Anexo V). Una vez observada la calidad del RNA se 

realizó la síntesis de cDNA inmediatamente para evitar la degradación de las 

muestras. 

 

6.8.2 Síntesis de cDNA  

 Para realizar la síntesis de cDNA se utilizó el protocolo del kit de Thermo 

Scientific® que se describe a continuación. Se obtuvo cDNA a partir del RNA 

extraído de tres cultivos biológicos independientes de BQ1. 

1. Se añadió 1 µL de primers aleatorios (100 µM) y agua estéril libre de 

nucleasas por cada 5 µg de RNA de muestra para alcanzar 12 µL totales.  

2. Como el RNA de Alicyliphilus sp. BQ1 es rico en GC, se mezcló 

suavemente, se centrifugó brevemente y se incubó a 65 ºC durante 5 min. Se 

enfrió en hielo, se hizo un spin rápido para bajar la muestra y se volvió a colocar 

en el hielo. 

3. Después se añadieron 4 µL de buffer de reacción 5X, 1 µL de inhibidor de 

RNasa RiboLock (20 U/µL), 2 µL del mix de dNTP (10 mM) y 1 µL de transcriptasa 

reversa RevertAid H Minus M-MuLV (200 U/µL) para obtener un volumen final de 

reacción de 20 µL. 

4. Se mezcló suavemente y se centrifugó. Se incubó por 5 min a 25 ºC 

seguido por una incubación de 60 min a 45 ºC. 

5. Se terminó la reacción calentando a 70 ºC por 5 min y se guardaron las 

muestras a -20 o -70 ºC dependiendo del tiempo de almacenamiento que se 

requería.  
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6.8.3 RT-PCR de las regiones intergénicas e intragénicas de los genes  

 Se realizó la reacción de PCR para amplificar las regiones intergénicas e 

intragénicas de todos los genes que se encontraban en la misma dirección y 

adyacentes a los genes que fueron mutados por el miniTn5. Se utilizó como molde 

el cDNA sintetizado previamente para determinar si los genes se estaban 

expresando y definir las unidades transcripcionales, es decir, para saber si los 

genes mutados se transcribían como policistrones o monocistrónicamente.  

 La temperatura de alineamiento de todos los oligos fue de 62.5°C de 

acuerdo a la Tm calculada. Los tiempos de extensión se variaron de acuerdo al 

tamaño esperado del amplicón. La mezcla de reacción se describe en la Tabla 7. 

 

Tabla 7. Mezcla de reacción de PCR para amplificación de los fragmentos 
intergénicos e intragénicos con cDNA como molde 

Reactivo Cantidad de reactivo 

Buffer de la enzima 10X 1 µL 

MgCl2  25 mM 1 µL 

Mix dNTP’s 10 mM 0.5 µL 

Oligo Forward 10 µM 0.5 µL 

Oligo Reverse 10 µM 0.5 µL 

cDNA molde (200 ng/µL) 0.2 µL 
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Tabla 8. Programa de la PCR para la amplificación de los fragmentos 
intergénicos e intragénicos con cDNA como molde 

No. de ciclos Etapa Temperatura Tiempo 

1 Inicio de la reacción 94 ºC 1 min 

35 - 40 

Desnaturalización 94 ºC 30 s 

Alineamiento 62.5 ºC 30 s 

Extensión 72 ºC 20 s a 2 min 

1 Extensión final 72 ºC 10 min 

 

Los oligos diseñados para amplificar regiones de los diferentes genes y que fueron 

utilizados en las distintas reacciones, se encuentran descritos en la Tabla 9. 

 

 

 

 

Enzima Taq 10 U/µL 0.25 µL 

DMSO 1 µL 

H20 4.45 µL 

Volumen final 10 µL 
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Tabla 9. Oligos diseñados para el análisis de RT-PCR y RT-qPCR 

Oligo 
Gen que 

amplifican 
Secuencia Tm 

ACAD-1Fwd 
A1 

AGGAACTGCGCTACTTCGACTATT 56 ºC 

ACAD-1Rev GGAAAAATACGCCGACTCGC 55 ºC 

ACAD-2.1Fwd 
A2 

ACCGCCTGGAATCACTGTTGAA 56 ºC 

ACAD-2.1Rev AACACTTCCTCGTACTTGGGGTT 55 ºC 

ACAD-3.1Fwd 
A3 

ATGATCAAGCAACTGATGGCGGGC 58 ºC 

ACAD-3.1Rev GTAGTTCTGGGCCTGGGCAGG 57 ºC 

ACAD-4Fwd 
A4 

ATGGTTCGAGACCCATTACCC 55 ºC 

ACAD-4Rev GCCTGCTCCTCGTGGAAGATGG 58 ºC 

ACAD-6Fwd 
A5 

TTCGCATTGAACGAAGAGCA 55 ºC 

ACAD-6Rev CGCCATTTCCTTCCACAGCCG 58 ºC 

IGPS-1Fwd 
I1 

AACTCATGCACGGCAAGACC 55 ºC 

IGPS-1Rev ATGGAAAGCGAGTGGTAGCGGTT 58 ºC 

IGPS-2Fwd 
I2 

GAGCACCGCGAGATATTCCAT 56 ºC 

IGPS-2Rev TCGCCGATGGTCTCCTTCTTCA 58 ºC 

IGPS-3Fwd 
I3 

AGGAACTGCGCTACTTCGACTATT 58 ºC 

IGPS-3Rev GGAAAAATACGCCGACTCGC 55 ºC 

IGPS-4.1Fwd 
I4 

ACCGCCTGGAATCACTGTTGAA 56 ºC 

IGPS-4.1Rev AACACTTCCTCGTACTTGGGGTT 55 ºC 

IGPS-5Fwd 
I5 

CCGTCATCTTTCCCCCGAAGC 57 ºC 

IGPS-5Rev CTTGAAGATGTTCTGCAGCGACGG 58 ºC 

GGT-1Fwd 
G1 

GCGTCAGCAAGGCCTTCACCAAG 58 ºC 

GGT-1Rev ACTCCAGGGAGATCTTGTGCT 55 ºC 

GGT-2Fwd 
G2 

TACAACGCCGACATCGATCACAT 57 ºC 

GGT-2Rev GTTGGACTGGATGAACGAGACCA 56 ºC 
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6.8.4 RT-qPCR de los genes mutados por el miniTn5  

 Una vez comprobada la calidad del cDNA y de los oligos a partir de la 

amplificación primero de los fragmentos intragénicos y posteriormente de los 

intergénicos, se realizó el análisis cuantitativo de la expresión de los genes. Para 

esto se utilizó el protocolo del kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2X 

de Thermo Scientific®. 

1. Se preparó un mix que contuviera 12.5 µL de Maxima SYBR Green/ROX 

Master Mix 2X, 0.5 µL del primer Forward (10 µM), 0.5 µL del primer Reverse (10 

µM), 0.5 µL del molde de cDNA y 16 µL de agua destilada estéril libre de 

nucleasas para alcanzar un volumen total de 25 µL.  

2. Se mezclaron cada una de las reacciones con vórtex. Cada reacción se 

colocó en uno de los pozos de las placas de 96 pozos MicroAmp® siempre 

procurando mantener las reacciones en hielo.  

3. Se realizaron 3 reacciones para cada gen, con cada uno de los cDNAs 

sintetizados. Se realizó el experimento con tres muestras biológicas distintas.  

4.  Se colocó la placa en el 7500 Fast & 7500 Real-Time PCR System y se 

programó el software para la amplificación de los fragmentos deseados con las 

condiciones mencionadas en 6.7.4 utilizando 20 s de extensión en todos los 

casos. 

5.  Con el software 7500 Fast & 7500 Real-Time PCR System se realizó el 

análisis de los datos y se obtuvieron las gráficas correspondientes. 
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7. Resultados y Discusión 

7.1 Selección de mutantes a partir de mutagénesis por transposición 

Nuestro primer objetivo fue generar un banco de mutantes que tuviera una 

cobertura suficiente considerando que las bacterias tienen en promedio 4000 

genes (Hou et al., 2009) y sabiendo que los genomas de Alicycliphilus denitrificans 

BC y K601 presentan 4545 y 4698 genes respectivamente (Oosterkamp et al, 

2011). De esta forma, se agregaron 4836 clonas a la biblioteca de mutantes por 

transposición que ya se había iniciado y que contaba con 2300 mutantes hasta 

ese momento, alcanzando así un total de 7136 mutantes de Alicycliphilus sp. cepa 

BQ1. Con base en el escrutinio, se identificaron 15 cepas incapaces de crecer en 

MM-Poly Lack. Debido a que el Poly Lack contiene NMP (Tabla 1) y conociendo 

que Alicycliphilus sp. BQ1 es capaz de crecer en este compuesto (Oceguera et al., 

2007) todas las cepas seleccionadas incapaces de crecer en Poly Lack fueron 

cultivadas en MM-NMP con el objetivo de descartar posibles mutantes incapaces 

de crecer en este compuesto. Asimismo, para descartar mutantes auxótrofas, 

también se cultivaron en MM-malato. La cepa BQ1 silvestre y E. coli DH5α son los 

controles positivo y negativo respectivamente. Para confirmar los fenotipos, las 

mutantes seleccionadas se sembraron en cajas con MM-Poly Lack, MM-NMP y 

MM-malato. Las clonas seleccionadas para este estudio fueron las que crecieron 

en MM-malato y MM-NMP y que no crecieron en MM-Poly Lack. Después de 

repetir el cultivo en los medios selectivos en tres ocasiones, algunas mutantes no 

presentaron el fenotipo inicial, por lo que se descartaron, quedándonos sólo con 

aquellas que mantuvieron el fenotipo constante después de tres repeticiones (Fig. 

7). 
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Las clonas E.V.68, I.XI.92 y J.XVII.55 fueron auxótrofas para malato y no crecieron 

en MM-NMP, por lo que fueron descartadas. Las clonas A.IV.62, E.V.19, H.II.65 y 

J.XVII.20 crecieron en MM-malato y MM-NMP pero no crecieron en MM-Poly Lack, 

por lo que  fueron seleccionadas para su análisis. 

 

7.2 Confirmación de la inserción del transposón en un solo sitio del genoma 

Para confirmar la inserción del miniTn5 en un solo sitio del genoma de las 

mutantes se realizó un ensayo tipo Southern Blot, empleando como sonda la 

secuencia del transposón. Las señales de hibridación indican la presencia del 

miniTn5 en el genoma de BQ1. Se observó la presencia de una sola banda en las 

clonas A.IV.62, E.V.68, H.II.65, I.IX.92, J.XVII.20 y J.XVII.55 por lo que se 

Figura 7. Crecimiento de mutantes en medios selectivos. Se seleccionaron para el 
estudio sólo las cepas que fueron incapaces de crecer en MM-Poly Lack, pero que sí 
fueron capaces de crecer en MM-NMP y MM-malato. Se utilizó la cepa BQ1 como 
control positivo y E. coli como control negativo. El escrutinio se realizó por triplicado. 
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concluyó que el transposón se insertó en un solo sitio del genoma de BQ1. Por 

otro lado, se observó la presencia de dos bandas en el genoma de la clona 

E.V.19, lo cual hace complicado analizar esta clona y realizar la complementación 

génica ya que podríamos encontrarnos con una doble mutación de la cuál sea 

difícil rastrear la que produce el efecto de no crecimiento en Poly Lack, por lo que 

fue descartada (Fig. 8). Con base en los resultados anteriores, se continuó el 

trabajo de este proyecto sólo con las clonas A.IV.62, H.II.65 y J.XVII.20. Estas 

clonas fueron las que mantuvieron el fenotipo de crecimiento en MM-malato y MM-

NMP, no presentaron crecimiento en MM-Poly Lack, y sólo presentaron una 

inserción del transposón en el genoma.  

 

Figura 8. Ensayo Southern Blot. Autorradiografía que muestra la inserción del 
miniTn5 en los genomas de las mutantes. Se utilizó la sonda marcada 
radioactivamente como control positivo (C+) y la hibridación con el genoma de la cepa 
BQ1 como control negativo (C-). En C- se observa una banda que corresponde a una 
hibridación inespecífica y se presenta también en los DNAs analizados. 
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7.3 Identificación del sitio de inserción del transposón en las mutantes 

Se obtuvieron 300 ng/µL de DNAg por cada 25 mL de cultivo de cada una de las 

mutantes previamente seleccionadas con una relación de Absorbancia 260/280 

cercana a 1.9 y una relación de Absorbancia 260/230 cercana a 2.4 para todas las 

mutantes. Luego de digerir con PstI (Fig. 9A) los fragmentos se clonaron en pBS, 

se seleccionaron las transformantes por la resistencia a Km presente en el 

transposón y se confirmó la presencia del inserto digiriendo el plásmido purificado 

con PstI durante cinco horas para observar la liberación del fragmento 

conteniendo el transposón (Fig. 9B). 
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Figura 9. Clonación de los fragmentos de DNAg de las mutantes conteniendo el 
transposón. A) DNAg extraído de las mutantes A.IV.62, H.II.65 y J.XVII.20 (izquierda) 
y digestión con PstI del DNAg de cada una de las clonas (derecha). B) pBS con los 
fragmentos de DNAg de las distintas clonas, que fueron seleccionadas por la 
resistencia a Km presente en el transposón, liberados después de la digestión con 
PstI. Se muestra el plásmido pBS vacío linearizado como referencia. El carril M 
corresponde al marcador de peso molecular. 
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En la Fig. 9B se observa al menos una banda de DNA correspondiente al 

fragmento de DNAg en cada una de las mutantes conteniendo el transposón. En 

A.IV.62 y en H.II.65 se observan más de dos bandas, esto podría deberse a la 

ligación en el plásmido de varios fragmentos del DNAg flanqueados con sitios de 

restricción PstI formando quimeras o que existiera una digestión parcial del 

plásmido. Debido a que el tamaño del miniTn5 es de 1800 pb, ninguno de los 

fragmentos con tamaños menores corresponde al fragmento de DNAg 

conteniendo el miniTn5 insertado en el gen mutado. Como el oligo que se utilizó 

para secuenciar estos plásmidos está dirigido contra el miniTn5 y permite 

secuenciar hacia afuera del transposón, se obtuvo la secuencia del DNAg en 

donde se insertó el transposón, es decir, nos permite conocer el gen que fue 

mutado. En la secuencia resultante se identificaron los sitios de restricción para 

PstI por lo que se pudo inferir que ese gen mutado era el que podría estar 

implicado en la capacidad de BQ1 de utilizar al Poly Lack como fuente de carbono. 

 

7.4 Contexto genómico de los genes mutados  

El análisis bioinformático de las secuencias aledañas al sitio de inserción del 

transposón en las diferentes clonas mutadas, permitió hacer un análisis del 

contexto genómico de cada uno de los genes mutados. En la clona A.IV.62 el 

transposón se insertó en el gen que codifica a la enzima gamma-glutamil 

transferasa (GGT), por lo que a partir de este momento la nombraremos 

A.IV.62(GGT). Este gen se encuentra conservado en las cepas BC y K601T 

localizándose casi al final del genoma y corresponde al Alide_3986 en la cepa BC 

y al Alide2_4381 en la cepa K601T (Fig. 10). Por otro lado en la mutante J.XVII.20, 

el transposón se insertó en un gen que codifica a la enzima indol-3-glicerol fosfato 

sintasa (IGPS), nombrándose J.XVII.20(IGPS). Este gen corresponde al 

Alide_3990 en la cepa BC y al Alide2_4385 en la cepa K601T (Fig. 10). De manera 

interesante los genes afectados por el transposón en estas clonas se encuentran a 

tres genes de distancia entre ellos, lo cual sugiere que quizá esta zona podría 

estar albergando operones que pudieran participar en el metabolismo relacionado 

con la utilización del Poly Lack como fuente de carbono. 
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En la clona H.II.65, el miniTn5 se insertó en un gen que codifica a la enzima acil-

CoA deshidrogenasa (ACAD) nombrándose H.II.65(ACAD). Este gen se encuentra 

conservado en las cepas BC y K601T y corresponde al Alide_0024 en la cepa BC y 

al Alide2_0029 en la cepa K601T (Fig. 11). 

Figura 11. Contexto genómico de la zona de inserción del transposón en la mutante 
H.II.65 de Alicycliphilus sp. BQ1 (arriba) comparado con el genoma de 
Alicycliphilus denitrificans cepa BC (abajo). El triángulo negro indica el sitio de 
inserción del miniTn5. Se muestra el número de Alide al que corresponden los genes en 
la cepa BC. La cepa K601T tiene la misma organización genómica que la cepa BC. La 
cepa BQ1 tiene una región que contiene cinco genes que no están presentes en BC y 
K601T (triángulo verde). 
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Figura 10. Contexto genómico de la zona de inserción del transposón en las 
mutantes A.IV.62 y J.XVII.20 de Alicycliphilus sp. BQ1 (arriba) comparado con el 
genoma de Alicycliphilus denitrificans cepa BC (abajo). Los triángulos negros 
indican los sitios de inserción del miniTn5. Se muestra el número de Alide al que 
corresponden los genes en la cepa BC. La cepa K601T tiene la misma organización 
genómica que la cepa BC. 
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7.5 Complementación de las mutantes 

Para comprobar que cada uno de los genes afectados por la inserción del 

transposón estaban realmente implicados en la utilización del Poly Lack es 

necesario realizar la complementación génica con las secuencias de cada uno de 

los genes silvestres que fueron afectados. Para esto, es necesario transformar a 

las cepas mutantes con un plásmido que tenga clonados cada uno de los genes 

afectados y que puedan ser expresados por la bacteria. Por otro lado, debido a 

que el miniTn5 tiene efectos polares, es decir que los genes de un mismo operón 

que se encuentran río abajo al sitio donde se insertó el transposón, también 

pueden ser afectados, es necesario clonar tanto el gen donde cayó el transposón 

como los genes que se encuentran río abajo. Si la complementación génica 

resultaba exitosa, regeneraría el fenotipo silvestre, lo que permitiría inferir que los 

genes con los que se complementó la mutante están implicados en algún proceso 

metabólico en la utilización del PU como fuente de carbono. Asimismo, es 

necesario clonar los genes silvestres de BQ1 con su propio promotor para 

asegurar su expresión ya que no se conoce si los promotores de otras bacterias 

como E. coli podrían ser reconocidos por BQ1. 

El análisis bioinformático mostró que los genes mutados J.XVII.20 y H.II.65 

podrían encontrarse en operones de cinco genes y el gen A.IV.62 en un operón de 

dos genes. El operón hipotético bicistrónico en A.IV.62 se encuentra separado del 

operón hipotético policistrónico J.XVII.20 por un gen regulador tipo lysR, que 

presenta una dirección de transcripción contraria a los dos genes que codifican 

proteínas enzimáticas, esta es la organización típica de un operón con su gen 

regulador. Por otro lado, en la mutante H.II.65 se observó una región aledaña al 

operón hipotético donde cayó la mutación, que presenta cinco genes, uno de ellos 

codifica un regulador transcripcional, que no se encuentran en las cepas BC y 

K601T de Alicycliphilus denitrificans. Analizando los contextos genómicos de los 

genes mutados se encontraron promotores y terminadores que podrían estar 

regulando la expresión de los genes mutados y los genes aledaños. Los 

programas bioinformáticos utilizan promotores y terminadores de E. coli como 

referencia para identificar estos elementos en cualquier otra  secuencia de DNA. 

De esta forma, en las secuencias de BQ1, se identificaron promotores y 
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terminadores hipotéticos con una astringencia de 0.8 de probabilidad (P0.8) con 

respecto al genoma de E. coli, es decir, que son un 80% probables para este 

organismo. Los operones propuestos de H.II.65(ACAD) y de J.XVII.20(IGPS) que 

se requerían clonar para llevar a cabo la complementación de las mutantes eran 

demasiado largos (6400 y 3800 pb respectivamente), por lo que se decidió 

amplificar por separado los promotores hipotéticos de los operones 

correspondientes y clonarlos en fase con los genes nativos y los genes río abajo 

de estos. Con esta estrategia se espera que se expresen los genes clonados en el 

plásmido dentro de la mutante de Alicycliphilus sp. BQ1 transformada. Para llevar 

a cabo estas construcciones se diseñaron oligos con sitios de corte de enzimas de 

restricción presentes en el MCS de pBBR1MCS-5. Los sitios de corte se diseñaron 

de modo que el final de un promotor se pudiera ligar al inicio de los genes de 

interés (Fig. 12). En el caso de la construcción para complementar a la mutante 

A.IV.62(GGT), el operón hipotético es de 2739 pb, por lo que fue posible 

amplificarlo y clonarlo como un solo fragmento. Los fragmentos que contenían los 

genes IGPS y ACAD y los posibles promotores de los operones hipotéticos se 

amplificaron por separado. La región promotora del operón hipotético donde se 

encontraba IGPS fue de 396 pb y la de ACAD fue de 242 pb, mientras que la 

región génica amplificada para IGPS fue de 1656 pb y para ACAD 2381 pb, las 

cuales, en ambos casos, correspondían al gen donde cayó el transposón y un gen 

río abajo. Los amplicones que contenían el gen de la GGT y los de las regiones 

promotoras de ACAD y de IGPS contenían las secuencias de reconocimiento de la 

enzima XhoI al inicio y de HindIII al final. Los amplicones que contenían los genes 

ACAD e IGPS contenían las secuencias de reconocimiento de la enzima HindIII al 

inicio y de SpeI al final (Fig. 12). De esta manera se pudieron realizar las 

construcciones génicas y ligarlas de manera adecuada en el plásmido 

pBBR1MCS-5. 
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Para complementar la mutante A.IV.62(GGT) se amplificó por PCR un fragmento 

donde se encontraba el promotor P0.8, el gen del transportador de tipo TctC 

localizado río arriba y el gen para GGT que fue donde cayó el transposón. Para la 

mutante J.XVII.20(IGPS) se amplificó el promotor P0.8 y por separado un 

fragmento correspondiente al gen de la IGPS y el gen de la uracil-DNA glicosilasa. 

Para la mutante H.II.65(ACAD), se amplificó el promotor P0.8 y por separado un 

fragmento correspondiente a los dos genes de ACAD (Fig. 13). 

 

 

 

Figura 12. Esquema representando los fragmentos que se amplificaron de cada gen 
a complementar.  Para identificar las posibles unidades transcripcionales se predijeron 
los promotores (flechas en ángulo) (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) con 
una P0.8 y terminadores (tallos-asa) (http://rna.igmors.upsud.fr/toolbox/arnold/) en el 
contexto genómico de cada gen interrumpido por el Tn5 correspondiente. Los distintos 
rectángulos representan las regiones a amplificar.  
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Se realizaron las dobles digestiones de los fragmentos obtenidos por PCR y del 

plásmido pBBR1MCS-5 con las enzimas correspondientes. Para las regiones 

génicas de IGPS y ACAD fue necesario ligar en primera instancia el fragmento de 

la región promotora P0.8 con el fragmento génico correspondiente para después 

ligar estos fragmentos previamente ligados en el plásmido conjugativo y 

posteriormente realizar la transformación en E. coli DH5α. Una vez realizada la 

clonación en E. coli DH5α se tomaron las colonias blancas para nuevamente 

extraer el plásmido y confirmar, por digestión con XhoI y SpeI que los fragmentos 

habían sido ligados correctamente. En el caso de GGT y debido a que sólo se 

realizó una ligación, se confirmó la inserción del fragmento por digestión con XhoI 

y HindIII. Después de confirmar que las construcciones contenidas en DH5α 

contenían los fragmentos deseados ligados, fueron transformadas en la cepa 

conjugativa S17-1 para luego realizar las conjugaciones con las mutantes 

correspondientes. Para comprobar si las mutantes fueron complementadas con las 

construcciones, varias exconjugantes se probaron en los distintos medios 

selectivos y se observó si las mutantes recuperaban el fenotipo de crecimiento en 

el medio Poly Lack (Fig. 14). 

Figura 13. Amplicones correspondientes a los genes y sus promotores que se 
clonaron para la complementación. A) Región génica de GGT y su región 
promotora P0.8 B) Regiones génicas de IGPS y ACAD y sus regiones promotoras 
P0.8. Se probaron distintas temperaturas de alineamiento para cada PCR, se indican 
arriba de  cada carril. Los tamaños en pb, indicados sobre las bandas, representan el 
tamaño predicho para cada amplicón. 
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Figura 14. Complementación génica de las mutantes A) J.XVII.20(IGPS), B) 
H.II.65(ACAD) y C) A.IV.62(GGT) con la región génica y el promotor P0.8. Cajas 
de MM-Malato y MM-Poly Lack donde se muestra el crecimiento de clonas 
exconjugantes. Los controles negativos son la mutante con el plásmido vacío y E. coli 
S17-1 con los fragmentos génicos clonados en pBBR1MCS-5 (-) y el control positivo 
es BQ1. 
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La mutante J.XVII.20(IGPS) pudo ser complementada con el plásmido 

pBBR1MCS-5 conteniendo las construcciones del promotor P0.8 y los genes 

silvestres correspondientes a los genes afectados por el miniTn5. La mutante 

H.II.65(ACAD) no pudo ser complementada aunque en algunas exconjugantes se 

puede ver un pequeño crecimiento de colonias. La clona A.IV.62(GGT), en la que 

se clonó el fragmento de la GGT con su promotor P0.8, no recuperó la capacidad 

de crecer en Poly Lack, es decir, no se pudo complementar. Este resultado nos 

permite inferir que en BQ1, la enzima IGPS participa en la utilización del barniz 

Poly Lack, ya sea del PU o alguno de sus componentes, ya que permitió que la 

mutante J.XVII.20(IGPS) recuperará su fenotipo. Al analizar la secuencia del gen 

IGPS clonado para la complementación se detectó que presentaba una mutación 

puntual en el nucleótido 228 del gen, que cambió una C por una A. Esta mutación 

es silenciosa ya que el codón sigue codificando para una leucina como en la 

secuencia original.  

La ACAD, en primera instancia, pareciera ser una enzima que no es utilizada en la 

degradación del Poly Lack o en la asimilación de alguno de sus componentes 

porque, a pesar de que en algunas exconjugantes el crecimiento fue mínimo, no 

permitió a la mutante H.II.65(ACAD) recuperar su fenotipo de crecimiento en MM-

Poly Lack por completo. Al realizar el análisis de la secuencia de los genes se 

observó que ocurrió una mutación puntual en el nucleótido 270 de la ACAD de una 

C por una T que cambia un codón de glutamina por un codón de término. Es muy 

probable que esta mutación sea la causante de que el fenotipo no se recupere.  

En el caso de la mutante A.IV.62(GGT) no fue posible obtener una secuenciación 

limpia que permitiera rastrear mutaciones por lo que existe más de una posibilidad 

para explicar la falta de complementación. En principio, también podría ser que 

existiera una mutación puntual en la secuencia clonada con la que se intentó 

complementar. Otra explicación es que los promotores predichos no fueran los 

correctos por lo que no se producen mensajeros de los genes que complementen 

a la mutante y por tanto no se presenta el fenotipo de degradación de Poly Lack. 

También, es posible que exista otra mutación puntual en el genoma de esta 

mutante que sea la verdadera responsable de la incapacidad de crecer en medio 
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mínimo Poly Lack y que el gen de la GGT realmente no estuviera implicada en su 

degradación. Será necesario realizar nuevamente la secuenciación de la 

construcción para poder determinar si existen mutaciones puntuales en la 

secuencia del gen que no permitieron la correcta traducción del gen. En caso de 

que ese no fuera el problema, sería necesario llevar a cabo una secuenciación de 

todo el genoma de esta clona para poder determinar el gen mutado que pudo 

llevar a la expresión de este fenotipo. Otra posibilidad sería generar una mutación 

de bloqueo (knockout) del gen supuestamente afectado por el transposón en la 

BQ1 nativa y ver si efectivamente esto genera un fenotipo incapaz de crecer en 

Poly Lack.  

Para comprobar que las clonas exconjugantes contenían las construcciones 

correspondientes, se extrajeron los plásmidos y se realizó una amplificación por 

PCR y una digestión para liberar los fragmentos clonados previamente. Se 

realizaron PCRs del plásmido purificado con las construcciones para las 

exconjugantes H.II.65(ACAD) y J.XVII.20(IGPS). Por otra parte, el plásmido de las 

exconjugantes A.IV.62(GGT) se digirió con XhoI y HindIII. Las amplificaciones se 

corrieron en un gel de agarosa al 1% y se observó que los plásmidos contuvieran 

la región promotora P0.8, la región génica y la construcción completa de IGPS, de 

ACAD y de GGT (Fig. 15). 
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7.6 Análisis de la transcripción de los posibles operones  

Considerando que las predicciones de los programas bioinformáticos indicaban 

que en las mutantes los transposones habían caído en genes que formaban parte 

de una unidad transcripcional policistrónica, en la que había 5 genes para la 

mutante en J.XVII.20(IGPS), 5 genes para la mutante H.II.65(ACAD) y 2 genes 

para la mutante A.IV.62(GGT), decidimos determinar la forma en cómo estas 

hipotéticas unidades transcipcionales se estaban expresando en un medio con 

Poly Lack, para lo cual se realizaron diversos análisis por RT-qPCR. De esta 

forma se pretendía realizar un análisis cuantitativo de la expresión de los genes 

implicados en la utilización del Poly Lack. Para ello, primero fue necesario 

Figura 15. Amplificación y digestión del fragmento génico y el promotor P0.8. A) 
Amplificaciones por PCR de la región promotora P0.8, la región génica y la 
construcción de los dos fragmentos del plásmido purificado de la mutante 
exconjugante J.XVII.20.3 que fue complementada. B) Amplificaciones por PCR de la 
región promotora P0.8, la región génica y la construcción de los dos fragmentos del 
plásmido purificado de la mutante exconjugante H.II.65.2 que no fue complementada. 
C) Digestión con XhoI y HindIII del plásmido extraído de la mutante exconjugante 
A.IV.62.2 que no fue complementada que muestra la liberación del fragmento génico 
y la región promotora P0.8. 

P0.8 
IGPS 

Genes 
IGPS 

Genes 
y P0.8 
IGPS 

1656 pb 

396 pb 

  2052 pb 

M 

Kpb 

2381 pb 

240 pb 

2621 pb 
2 

9.4 
6.5 
4.3 

1 

0.5 

M 

Kpb 

A)	 B)	 P0.8 
ACAD 

Genes 
ACAD 

Genes 
y P0.8 
ACAD 

2 

9.4 

4.3 

Fragmento 
liberado de 

GGT M 
Kpb 

6.5 

23 

2.2 

4768 pb 

2739 pb 

C)	

2 

9.4 
6.5 
4.3 

1 

0.5 



	 72	

determinar los tiempos con crecimiento equivalente en las condiciones de cultivo 

en un medio mínimo con Poly Lack como única fuente de carbono, comparado con 

la expresión de los genes en un medio rico con crecimiento equivalente. 

 

7.6.1 Análisis de crecimiento por oximetría 

El MM-Poly Lack es un medio opaco por lo que no es posible medir el crecimiento 

bacteriano por absorbancia, por lo cual se implementó un análisis de oximetría con 

el que se puede determinar la cantidad de oxígeno consumido por minuto en un 

cultivo bacteriano. Para determinar si la medición por oximetría era comparable 

con un análisis de crecimiento por densidad óptica se realizó una curva de 

crecimiento de BQ1 en medio LB en la que el crecimiento se determinó tanto por 

densidad óptica a 660 nm (Fig. 16A), como por oximetría (Fig. 16B). Las 

mediciones de densidad óptica y de oximetría superaron los valores medibles por 

los aparatos por lo que se tuvieron que realizar diluciones en los dos casos. Las 

curvas fueron equiparables ya que presentan un comportamiento similar, teniendo 

un aproximado de 4 en densidad óptica a 660 nm correspondiente a 2400 

nanoátomos de oxígeno consumidos por minuto (Fig. 16A y B). 
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El nivel máximo de consumo de oxígeno que se alcanzó en los dos medios con 

Poly Lack es muy similar al que se logra con medio LB al 20%. A pesar de esto, el 

cultivo en medio Poly Lack al 0.3% inicia su fase exponencial más tardíamente 

que en medio LB al 20%, sin embargo en el medio mínimo con Poly Lack al 0.15% 

la fase exponencial tiene un valor de crecimiento similar al crecimiento en medio 

Figura 16. Crecimiento de BQ1 medido por consumo de oxígeno y por 
absorbancia en distintos medios. A) Crecimiento de BQ1 en medio LB medido por 
espectrometría que se equipara con B) crecimiento obtenido por oximetría. C) El 
crecimiento de BQ1 en medio LB 20%, MM-Poly Lack 0.15 % y MM-Poly Lack 0.3% 
se equiparan cuando el inicio de la fase logarítmica en medio con Poly Lack se 
retrasa una hora. Se realizaron tres repeticiones por medio (n=3). 
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LB al 20%. Por lo que, para lograr curvas equiparables, se inoculó a BQ1 en el 

medio LB al 20% una hora después que en el medio mínimo con Poly Lack al 

0.15%. El crecimiento de MM-Poly Lack 0.15% y LB 20% coinciden a las 9 horas y 

a las 19 horas, sembrándolos con ese desfase. De esta manera las curvas de 

crecimiento medidas por oximetría fueron similares y por tanto se pudieron 

encontrar tiempos que tuvieran condiciones metabólicas equivalentes (Fig. 16C). 

Se extrajo el RNA total de las células a las 9 horas (fase logarítmica) y a las 19 

horas (fase estacionaria) de cultivos en MM-Poly Lack, y sus equivalentes a 8 

horas y 18 horas de cultivos en medio LB 20%, para sintetizar cDNA de tres 

muestras biológicas para cada tratamiento. Una vez extraído el RNA se corrió en 

un gel de agarosa para comprobar la integridad del mismo. Se observan las 

bandas que corresponden a las subunidades 23S y 16S del ribosoma y a los 

RNAs de transferencia en buena cantidad y sin degradación (Fig. 17). 

Figura 17. RNA total extraído de cuatro condiciones de crecimiento de BQ1. 
muestras de RNA extraído a las 9 hrs de crecimiento en MM-Poly Lack 0.15% y a las 
8 hrs en medio LB 20% que corresponden a la fase logarítmica, y dos muestras de 
RNA extraído a las 19 hrs de crecimiento en MM-Poly Lack 0.15% y a las 18 hrs en 
medio LB 20% que corresponden a la fase estacionaria. 
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Se realizó un análisis cuantitativo de la expresión relativa de los genes de interés 

en comparación con la expresión de los genes gyrA y rpoB que se expresan de 

forma constitutiva. Se diseñaron oligos para amplificar regiones de menos de 200 

pb dentro de cada uno de los genes de interés (Tabla 9). Estos oligos se utilizaron 

tanto para el análisis de RT-qPCR como para el análisis de RT-PCR. Los oligos y 

genes fueron nombrados a partir de la primera letra del operón hipotético al que 

corresponden (G para GGT, I para IGPS y A para ACAD) y con números que 

determinan la posición que ocupan dentro de su operón hipotético. Se analizaron 

dos genes de GGT, cinco de IGPS y cinco de ACAD empleando sus respectivos 

pares de oligos forward y reverse (Fig. 18). 

 

Para poder determinar si los oligos amplificaban correctamente y eran específicos 

primeramente se realizaron amplificaciones de los fragmentos intragénicos e 

intergénicos utilizando DNA genómico como molde (datos no mostrados), 

encontrándose amplificaciones en todos los casos. Posteriormente se realizaron 

las amplificaciones de los fragmentos intragénicos utilizando el cDNA como molde 

observándose que correspondían al tamaño esperado (Fig. 19). El que exista 

amplificación de los fragmentos intragénicos también indica que el cDNA extraído 

en las cuatro condiciones se encuentra en buenas condiciones, que no ha sufrido 

Figura 18. Oligos para análisis por RT-PCR y RT-qPCR. Los oligos se diseñaron 
para que amplificaran regiones intragénicas de menos de 200 pb. Todos poseen una 
Tm de 62 ºC. 
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degradación y que todos los genes se están expresando en todas las condiciones 

analizadas. 

Figura 19. RT-PCR de las regiones intragénicas. A) Amplicones generados a 
partir  de cDNA sintetizado de RNA purificado de cultivos de Alicycliphilus sp. BQ1 
en MM-Poly Lack 0.15% en fase logarítmica y en fase estacionaria. B) Amplicones 
generados a partir de cDNA sintetizado de RNA purificado de cultivos de 
Alicycliphilus sp. BQ1 en LB 20% en fase logarítmica y fase estacionaria. Todos los 
genes fueron amplificados. El amplicón del gen gyrA y el gen rpoB son los 
controles positivos. 
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Para conocer de manera cuantitativa la expresión de cada uno de los genes se 

realizaron RT-qPCR con el cDNA previamente sintetizado de las cuatro 

condiciones antes mencionadas. Se cuantificó por valores relativos utilizando los 

genes gyrA y rpoB como genes de referencia para hacer la comparación. Para 

ello, previamente se realizaron curvas de calibración de los genes gyrA y rpoB a 

distintas concentraciones de cDNA. Se determinó el valor de 50 ng/µL como la 

concentración ideal ya que presentaba un rango de expresión entre los 15 y los 25 

ciclos para cada uno de los cDNAs de las distintas condiciones (Anexo VII). Se 

realizaron reacciones de RT-qPCR para los fragmentos intragénicos de cada uno 

de los genes de GGT, IGPS y ACAD (Fig. 20). 
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Debido a que el análisis de la expresión se realizó con valores de ΔΔCq, la escala 

es exponencial, es decir, que un cambio de uno representa un cambio de un orden 

de magnitud en la expresión de los genes analizados. Se tomó la media de 

expresión del gen de referencia y se dividió entre cada uno de los valores de 

Figura 20. RT-qPCR de los genes que se encuentran en los posibles operones de 
A) GGT, B) IGPS y C) ACAD. Se analizó la expresión en la cepa BQ1 silvestre 
cultivada en LB 20% y MM Poly Lack, en fase logarítmica y en fase estacionaria de 
crecimiento. El análisis se realizó por triplicado para cada uno de los genes. 
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expresión de los genes analizados para obtener un cociente de diferencia de 

expresión. Los valores son relativos a la expresión de los genes gyrA y rpoB 

siendo 1 el valor de expresión del gen de referencia. Los valores de ΔΔCq son 

diferentes cuando se analizan con respecto al gen gyrA que con respecto al gen 

rpoB, observándose valores más altos con base en la comparación con este último 

gen. Esto indica que a pesar de que estos dos genes son descritos como genes 

con expresión constitutiva, despliegan diferentes niveles de expresión génica. La 

expresión de los genes constitutivos, a pesar de ser constante, no necesariamente 

es la misma entre ellos por lo que el comparar la expresión de cada uno de los 

genes de interés, con más de un gen constitutivo de referencia hace el análisis 

más confiable. Las tendencias en la expresión, al comparar con los dos genes de 

referencia, son claramente semejantes para los genes del grupo GGT y los genes 

del grupo ACAD, aunque para los genes del grupo IGPS se observan ligeras 

discrepancias entre ellos.  

En los genes I1, A1, A2, A3 y G2, los valores de expresión relativos a los dos 

genes de referencia fueron más altos en la fase estacionaria que en fase 

logarítmica. Los otros genes mantuvieron una expresión relativa similar en la fase 

estacionaria y la fase logarítmica con excepción de la expresión del gen I2 en 

medio Poly Lack cuantificado con base en la expresión de gyrA, en el cual se 

observa una expresión de dos órdenes de magnitud mayor en la fase logarítmica 

que en la fase estacionaria. Este comportamiento sin embargo, no es observado 

cuando se analiza con base en rpoB, por lo que no podemos saber cuál de los dos 

casos es el real.  

Es evidente que los genes analizados no parecen formar parte de los operones 

hipotéticos en cada caso, ya que la expresión de los distintos genes de cada grupo 

es variable entre si. Por ejemplo, los dos genes del operón hipotético de GGT 

parecerían estar expresándose de forma distinta y por tanto siendo regulados por 

un promotor para cada uno de los genes. Un promotor para G1, predicho por el 

análisis bioinformático, y otro para G2 que no fue detectado (Fig. 20A). Asimismo, 

se puede observar que existe expresión diferencial entre los genes que 

constituyen el  operón hipotético de IGPS; los genes I1 e I2 en el análisis contra el 
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gen gyrA, e I1, I2, I3 e I4 en comparación con el gen rpoB tienen una expresión 

relativa mayor que los genes restantes del operón hipotético. Estos resultados 

sugieren que los genes que considerábamos pertenecían a un operón podrían no 

serlo, no transcribiéndose como un RNA policistrónico sino regulados por dos 

promotores distintos, I1 e I2 por un promotor e I3, I4 e I5 por otro promotor de 

acuerdo al resultado de gyrA o I1, I2, I3, e I4 por un promotor e I5 por otro de 

acuerdo al resultado de rpoB. Estos promotores no fueron detectados con las 

herramientas bioinformáticas utilizadas (Fig. 20B). En el caso de los genes que 

forman el operón hipotético de ACAD también se presenta una expresión 

diferencial al observar los valores de ΔΔCT, mostrando resultados más 

consistentes y claros comparando tanto con gyrA como con rpoB. Los genes A1, 

A2 y A3 parecieran estar transcribiéndose de manera similar, regulados por un 

promotor, mientras que los genes A4 y A5 estarían regulados por otro promotor 

que no fue detectado con las herramientas bioinformáticas utilizadas (Fig. 20C). A 

pesar de que las distancias entre los genes no son de más de 60 pb, pareciera 

que no todos son operones como se había planteado en un inicio. No resulta 

extraño que no se hayan identificado algunos promotores intermedios en estos 

genes si consideramos que la mayoría de los programas bioinformáticos han sido 

desarrollados basados en datos de organismos modelo como E. coli.  

 

7.7 Determinación de las unidades transcripcionales de los genes mutados 

Con base en los resultados encontrados en el análisis de RT-qPCR se propuso 

que los genes de los operones hipotético de GGT, IGPS y ACAD no funcionaban 

como una sola unidad transcripcional, sino que parecía existir más de un promotor 

regulando la expresión de los mismos. Para comprobar cuáles genes funcionan 

como un operón es importante analizar qué genes son transcritos de manera 

policistrónica generando un solo mensajero. Para observar la transcripción en 

conjunto de los genes se realizó un análisis de RT-PCR amplificando las regiones 

intergénicas utilizando el primer forward del gen upstream y el primer reverse del 

gen downstream, de esta forma si hay amplificación, implicaría que los genes se 

transcriben en un solo RNA mensajero y se considerarían mensajeros 
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policistrónicos. Esto se realizó utilizando el cDNA sintetizado previamente como 

molde. 

Se observó que los genes G1 y G2 del operón hipotético de GGT parecen 

expresarse en forma conjunta como un mensajero bicistrónico. En la condición de 

LB 20% en fase estacionaria el resultado no es concluyente ya que se observa 

una banda muy tenue que podría indicar la amplificación de la región intergénica 

de estos genes, a pesar de esto se puede observar una tendencia en las demás 

condiciones que indica que estos dos genes se expresan en conjunto como una 

sola unidad transcripcional (Fig. 21). Por otro lado, los genes I1, I2 e I3 del operón 

hipotético de IGPS se expresan de forma policistrónica en todas las condiciones 

analizadas. También, se observó que los genes I3 e I4 no se transcriben de forma 

dicistrónica mientras que los genes I4 e I5 sí lo hacen. En el caso de la región 

intergénica de los genes I3 e I4 en Poly Lack en fase estacionaria y de los genes 

I4 e I5 en LB 20% en fase estacionaria los resultados no son concluyentes ya que 

se observa una banda tenue que podría indicar una amplificación de los genes. A 

pesar de esto y tomando como tendencia las amplificaciones en las demás 

condiciones, los genes I4 e I5 parecen estar siendo regulados por un promotor 

distinto al de los genes I1, I2 e I3 (Fig. 21). Por otro lado, A1 y A2 se transcriben 

de forma dicistrónica en todas las condiciones de cultivo. Se puede observar que 

no hubo amplicones de las regiones intergénicas de A2 con A3, ni de A3 con A4 

en ninguna de las condiciones nutrimentales, lo cual sugiere que el gen A3 está 

siendo transcrito monocistrónicamente. Sin embargo, se detectaron amplificados 

intergénicos entre A4 y A5 sólo cuando se encuentran en medio con Poly Lack, 

tanto en fase logarítmica como estacionaria, lo cual indica que estos genes se 

transcriben dicistrónicamente en este medio pero no en LB 20%. Esto sugiere que 

existen promotores específicos que regulan la expresión de estos genes en 

conjunto cuando existe la presencia de Poly Lack en el medio pero no cuando el 

crecimiento se realiza en medio LB 20%. En la tabla 10 se presenta un resumen 

de estos resultados. 
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Figura 21. RT-PCR de las regiones intergénicas. A) Amplicones de las regiones 
intergénicas en LB 20% y en MM-Poly Lack 0.15% en fase logarítmica. B) Amplicones 
de las regiones intergénicas en LB 20% y en MM-Poly Lack 0.15% en fase 
estacionaria. El amplicón de una región intragénica del gen gyrA es el control positivo. 
Las amplificaciones fueron hechas con el mismo cDNA para cada condición. En este 
análisis se analizaron 3 muestras biológicas, se presenta un resultado representativo. 
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7.8 Complementación de las mutantes con los promotores P0.6 

Debido a que el software utilizado para pronosticar los posibles promotores fue 

diseñado basado en las secuencias promotoras de E. coli, cabe la posibilidad de 

que no detectara algunos de los promotores de BQ1 que tuvieran secuencias 

diferentes a las reportadas para E. coli. Esta posibilidad se ve reforzada también 

por los resultados observados en el RT-PCR. Por lo tanto, se realizó un nuevo 

análisis de promotores utilizando una menor astringencia, 0.6 de probabilidad, con 

lo cual fue posible detectar otros promotores. En IGPS se encontró un promotor en 

la región intergénica de los genes I3 e I4 que corresponden a los genes de la 

proteína hipotética y de la IGPS respectivamente, lugar donde cayó el transposón 

en la mutante. El promotor ocupa unas 5 pb del gen I3 y 34 pb del gen I4. También 

se encontraron dos promotores en la secuencia del operón hipotético de ACAD 

que no se habían descrito previamente en el análisis de mayor astringencia. Uno 

Tabla 10. Análisis de la transcripción de las regiones intergénicas. Se 
muestra con una cruz aquellos genes que no se transcriben en conjunto y con una 
paloma los que sí se transcriben en conjunto. Se colocó un símbolo de 
interrogación a las regiones intergénicas que presentan una banda tenue o difícil 
de determinar. 
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de los promotores de ACAD se encontró dentro del gen A3 mientras que el otro se 

encontró al final del gen A4. Se esperaría que el promotor detectado en el gen A3 

regulara al gen A4, que fue donde cayó la mutación y que el promotor que se 

encuentra dentro de la secuencia del gen A4 esté regulando al gen A5 en ciertas 

condiciones y esto reforzaría el resultado de que exista transcripción en conjunto 

sólo en presencia de Poly Lack. Por esta razón, se decidió realizar otras dos 

construcciones génicas conteniendo estos promotores (P0.6) y los genes que 

controlan, correspondientes uno de ellos al gen donde cayó el transposón en las 

mutantes, con el propósito de demostrar si efectivamente estas construcciones 

podrían complementar a las mutantes (Fig. 22). 

 

Figura 22. Identificación de otros posibles promotores y construcciones 
génicas para complementar a las mutantes J.XVII.20(IGPS) y H.II.65(ACAD). Las 
flechas en color rojo muestran los promotores que se detectaron con una probabilidad 
menor de 0.8 y mayor a 0.6 (P0.6), las flechas en negro corresponden a promotores 
detectados con probabilidades mayores a 0.8. Los fragmentos amplificados están 
flanqueados por sitios de restricción para HindIII y SpeI de manera que puedan ser 
clonados en pBBR1MCS-5 

Tn5 
A.IV.62 

Tn5  
J.XVII.20  

1 Kb 

Regulador 
transcripcional 
de la familia 

Lys R 

Gamma-
glutamil 

transferasa 

Proteína 
hipotética 

Uracil-
DNA 

glicosi-
lasa 

Indol-3-
glicerol 
fosfato 
sintasa 

Proteína 
hipoté-

tica 

Antranilato 
fosforribosil 
transferasa 

Glutamín 
amidotransfera-

sa de la 
antranilato 

sintasa 

Proteína 
hipotética 

tipo 
receptor 

TctC 

Proteína 
receptora 
de tirosina 
quinasa 

1656 pb 

3126 pb 

HindIII 

HindIII 

SpeI 

SpeI 

Proteína 
secretada 

TctC 

Acil-CoA 
Sintasa 

Enoil-CoA 
hidratasa 

Proteína 
reguladora 

IclR 

Acil-CoA 
deshidro-
genasa 

Proteína 
regula-

dora IclR 

Tn5 
H.II.65 

Acil-CoA 
deshidro-
genasa 

G1	G2	 I1	I2	I4	I5	 I3	

A1 A2 A3 A4 A5 



	 85	

7.8.1 Complementación de la mutante H.II.65(ACAD) con la región génica y el 
P0.6 
Los dos promotores de ACAD P0.6 fueron predichos tanto en la secuencia de BQ1 

como en la secuencia de BC y K601T. Se amplificó la región correspondiente al 

promotor identificado en el gen A3, antes del gen A4, y las regiones codificadoras 

de A4 y A5 (Fig. 23). 

 

La mutante H.II.65(ACAD) fue transformada con el plásmido pBBR1MCS-5 con la 

construcción. Las exconjugantes se cultivaron en MM-malato y MM-Poly Lack para 

observar el fenotipo. Las mutantes fueron complementadas con los fragmentos 

génicos amplificados en conjunto con los promotores P0.6. Las exconjugantes de 

la mutante H.II.65(ACAD) complementada presentan un crecimiento con el 

promotor P0.6 que no se presentaba con el promotor P0.8. Esto sugiere que el 

Figura 23. Amplificación de la región promotora P0.6 y de la región 
génica de ACAD. Amplicón de la región génica de ACAD con el promotor 
P0.6 utilizando DNAg como molde. Se obtuvo el fragmento esperado de 
3126 pb. La amplificación se realizó con una temperatura de alineamiento 
de 61 ºC. 
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promotor predicho con 0.6 de probabilidad es el verdadero promotor que regula los 

genes de ACAD en MM-Poly Lack (Fig. 24). 

 

El promotor P0.6 que se encuentra río arriba del sitio donde se insertó el miniTn5 

es el encargado de regular la transcripción del gen que codifica para la ACAD. 

 

 

7.8.2 Complementación de la mutante J.XVII.20(IGPS) con la región génica y 
P0.6 

El promotor P0.6 que se encuentra río arriba del gen IGPS no fue detectado en las 

secuencias de BC ni de K601T. Este P0.6 detectado se encuentra dentro de la 

secuencia del gen que codifica para la IGPS, en el extremo 5’. Al comparar esta 

secuencia, en BQ1 se encontraron dos pares de bases diferentes con respecto a 

Figura 24. Complementación génica de la mutante H.II.65(ACAD) con la región 
génica y el promotor P0.6. Cajas de MM-malato y MM-Poly Lack donde se muestra 
el crecimiento de clonas exconjugantes de H.II.65 complementadas. Se puede 
observar que la capacidad de crecimiento en MM-Poly Lack se recupera en las 
mutantes complementadas. Los controles negativos son E. coli S17-1 con los 
fragmentos génicos clonados en pBBR1MCS-5 (-) y la mutante con el plásmido vacío 
y el control positivo es BQ1 (+). 
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los genomas de BC y K601T. Estas mutaciones se encuentran en lo que serían las 

cajas -10 y -35 del P0.6 predicho para este gen en BQ1 (Fig. 25).  

 

Estas mutaciones puntuales podrían ser las que permiten que esta región, sin una 

aparente función regulatoria en BC y K601T, tenga la capacidad de funcionar como 

un promotor de BQ1 para un gen posiblemente implicado en la degradación de 

PU. El promotor se encuentra dentro de la región codificante predicha para IGPS, 

ocupando 34 pb del inicio de la secuencia, por lo que, si esta secuencia fuera un 

promotor funcional y regulara la transcripción del gen de la IGPS, la secuencia 

codificante restante produciría una proteína de menor tamaño, lo cual podría 

generar una deficiencia en la función de esta proteína.  

Figura 25. Análisis de la secuencia del posible promotor (P0.6) de IGPS de BQ1. 
El alineamiento con las secuencias de BC y K601T muestra dos pares de bases 
distintas en BQ1 en las regiones -10 y -35.  
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Shneider et al. (2005) analizaron la cinética de la IGPS de dos organismos 

termófilos y descubrieron que existen de 24 a 25 aminoácidos en el extremo amino 

de la proteína que forman un par de α-hélices. Al ser eliminados estos 24-25 

aminoácidos no se altera la capacidad catalítica de la enzima, es decir, la kcat se 

mantiene estable, pero la afinidad de la proteína por su sustrato disminuye ya que 

la KM aumenta. Ellos sugieren que estos 24-25 aminoácidos, que corresponden a 

unas 72-75 pb, son los que permiten que la proteína pueda unirse a su sustrato 

para llevar a cabo su función enzimática. La secuencia de nucleótidos que codifica 

IGPS en BQ1 posee un AUG a 66 pb del inicio de la traducción original, y también 

presenta una región 3’-AAGAAG-5’ a 60 pb del inicio de la traducción original, que 

podría estar funcionando como el sitio de unión al ribosoma (RBS) (Fig. 26). 

 

Esta organización sugiere que la traducción de esta región podría iniciarse en el 

AUG ubicado a 66 pb, eliminando 22 aminoácidos del extremo amino, lo cual, 

basándonos en Shneider et al. (2005) no son esenciales para que esta proteína 

lleve a cabo su función. Este análisis tiene una implicación interesante 

considerando el objetivo de este trabajo. Una posibilidad es que al ser eliminados 

los 22 aa del extremo amino de esta versión de la proteína, quizá la capacitaría 

para participar en algún proceso implicado en la utilización del PU como sustrato 

Figura 26. Secuencia del posible inicio del gen de IGPS de BQ1. El promotor P0.6 
predicho (marcado con rojo) es de unas 50 pb y se encuentra en la secuencia 
codificante del gen de la proteína hipotética (azul claro) y el inicio de la secuencia de 
la IGPS (morado). En los recuadros rojos pequeños se muestra el posible RBS y el 
inicio de la traducción que podrían estar siendo utilizadas para sintetizar la proteína 
IGPS de BQ1, la cual no tendría los primeros 22 aminoácidos. 
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en vez del sustrato original. Con base en este análisis, se esperaría que la 

expresión de IGPS fuera controlada por este nuevo promotor (P0.6) identificado, 

no presente en BC y K601T, y que le permitiera ser regulada de una manera 

específica, aún no determinada, relacionada con la utilización de Poly Lack como 

fuente de carbono. 

Para tener una primera aproximación a esta hipótesis se realizó una construcción 

de la IGPS y el gen río abajo con la secuencia promotora P0.6 y otra construcción 

con los mismos genes pero sin la secuencia promotora P0.6 pero sí con la 

secuencia de unión al ribosoma y la metionina que pudiera funcionar como el inicio 

de la traducción. La primera construcción corresponde a un tamaño de 1653 pb y 

la segunda a un tamaño de 1606 pb (1653 pb de la construcción con promotor 

P0.6 menos 50 pb del promotor P0.6) (Fig. 27). 

 

Figura 27. Amplificación de las regiones génicas de IGPS. Amplicones de la 
región génica sin promotor y de la región génica de IGPS con el promotor P0.6 
utilizando DNAg como molde. Se obtuvo un fragmento de 1603 pb para el 
amplicón que no tiene promotor y de 1653 para el amplicón que sí lo tiene. Se 
realizó la amplificación con una temperatura de alineamiento de 61ºC. 
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La mutante J.XVII.20(IGPS) fue transformada con el plásmido pBBR1MCS-5 con 

las respectivas construcciones. Las exconjugantes se cultivaron en MM-malato y 

MM-Poly Lack para observar el fenotipo. La mutante fue complementada con la 

construcción que contenía los dos genes con el promotor P0.6 y no con la 

construcción que sólo contenía el fragmento génico (Fig. 28). 

 

De estos experimentos podemos concluir que los promotores P0.6 que se 

encuentran corriente arriba del sitio donde se insertó el miniTn5 son los 

encargados de regular la transcripción de los genes que codifican para la IGPS y 

la ACAD en BQ1. Asimismo, se puede sugerir que la ablación de los 22 

aminoácidos iniciales de IGPS no afectan la capacidad de esta enzima para llevar 

a cabo su función en la utilización de Poly Lack como fuente de carbono y que 

tanto el RBS como el sitio de inicio de la traducción encontrados dentro de la 

región codificante de IGPS pudieran ser utilizados para la traducción de esta 

proteína. 

Figura 28. Complementación génica de las mutantes con la región génica y el 
promotor P0.6. Cajas de MM-malato y MM-Poly Lack donde se muestra el 
crecimiento de clonas exconjugantes de J.XVII.20 complementadas. Los controles 
negativos son E. coli S17-1 con los fragmentos génicos clonados en pBBR1MCS-5 (-) 
y la mutante transformada con el plásmido vacío y el control positivo es BQ1 (+).  
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La mutante J.XVII.20(IGPS) transformada con el plásmido que sólo contiene el 

fragmento codificante de IGPS sin el promotor P0.6 no pudo ser complementada 

con esta construcción por lo que no pudo recuperar su capacidad de crecimiento 

en MM-Poly Lack (Fig. 29). Esta exconjugante no mantuvo su capacidad de crecer 

en medio con malato, es decir, la deleción de estas 50 pb también produjeron una 

auxotrofía. Será importante determinar, más adelante, cuáles son las 

implicaciones de este fenotipo y de este promotor en la expresión del gen de la 

IGPS. 

 

Para comprobar que los fragmentos se habían clonado en el plásmido y que tanto 

las mutantes de ACAD como las de IGPS complementadas contenían los 

plásmidos con las construcciones correspondientes se realizaron digestiones con 

HindIII y SpeI de los plásmidos obtenidos de las exconjugantes de H.II.65(ACAD) 

y de J.XVII.20(IGPS). Tras la digestión con HindIII y SpeI se observó la liberación 

de los fragmentos esperados para cada caso (Fig. 30). 

Figura 29. Intento de complementación génica de la mutante J.XVII.20 con la 
región génica sin los promotores P0.8 ni P0.6. Cajas de MM-Malato y MM-Poly 
Lack donde se muestra el crecimiento de tres clonas mutantes con el plásmido y la 
construcción sin los promotores predichos (J.XVII.20.1, J.XVII.20.2 y J.XVII.20.3). Los 
controles negativos son E. coli S17-1 con los fragmentos génicos clonados en 
pBBR1MCS-5 (-) y la mutante con el plásmido vacío y el control positivo es BQ1 (+). 
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7.9 Análisis de expresión relativa de los genes implicados en la degradación 
del Poly Lack en BQ1 

Se realizó el análisis de expresión de los genes A4 y A5 por separado debido a 

que se observó un comportamiento similar de los valores de expresión relativa de 

estos, que no correspondía a los valores observados en los genes A1, A2 y A3 

(Fig. 20). También se realizó esto debido a que, como se comprobó en el análisis 

de RT-PCR, los genes A4 y A5 se transcriben de forma bicistrónica cuando BQ1 

crece en medio con Poly Lack por lo que se estarían expresando como un operón. 

De igual forma se realizó un análisis de expresión de los genes I4 e I5 por 

separado ya que se comprobó por la complementación y por el análisis de RT-

PCR que funcionan como un operón regulado por los promotores P0.6. Para el 

análisis de los genes A4 y A5 e I4 e I5 se analizaron triplicados de muestras 

biológicas y de igual forma se utilizó tanto la expresión de gyrA como la de rpoB 

como expresión de genes de referencia para relativizar los datos (Fig. 31 y 32). 

Figura 30. Digestión de los plásmidos con las construcciones con los P0.6 
obtenidos de las exconjugantes complementadas. A) Digestión del plásmido 
extraído de las mutantes exconjugantes de H.II.65(ACAD) con HindIII y SpeI. B) 
Digestión del plásmido extraído de las mutantes exconjugantes de J.XVII.20(IGPS) 
con HindIII y SpeI. 
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La expresión relativa de los genes I4 e I5 no es exactamente igual cuando se 

representa con base en la expresión de gyrA que cuando se representa con 

respecto a rpoB, aunque presenta un comportamiento un tanto similar. Es posible 

que esta diferencia se deba a que gyrA y rpoB, a pesar de ser constitutivos, no 

poseen la misma expresión bajo distintas condiciones. En el análisis con respecto 

a gyrA se observa que la expresión, tanto del gen I4 como del I5, es alta en medio 

LB 20% durante la fase logarítmica mientras que en la fase estacionaria es 

considerablemente menor (50%). Sin embargo en MM-Poly Lack 0.15%, la 

expresión del gen I4 se mantiene en un nivel alto, tanto en fase logrítmica como en 

fase estacionaria, mientras que la expresión del gen I5 en fase logarítmica es baja, 

para luego incrementarse en la fase estacionaria. Estos resultados sugieren que 

quizá la expresión de los genes I4 e I5 no está bajo el control del mismo promotor. 

Este comportamiento también se observa cuando la expresión relativa se 

representa con respecto al gen rpoB. Esto podría estar sugiriendo que este gen es 

requerido en todo momento cuando BQ1 crece en el MM-Poly Lack, dando más 

fundamentos para asegurar que este gen es requerido para la utilización del Poly 

Lack como fuente de carbono. 

Analizando los datos de las complementaciones génicas, se puede proponer que 

el promotor P0.6 que se encuentra dentro de la IGPS es el promotor encargado de 

transcribir estos genes. Esto, sumado a la idea de que este promotor descrito para 

BQ1 no se presenta en BC y K601T, predichos con una astringencia de 0.6, y que 

la expresión relativa de estos genes es hasta un 50% mayor cuando BQ1 se 

cultiva en medio con Poly Lack que cuando se cultiva con LB 20% en fase 

estacionaria, nos permite sugerir fuertemente que el promotor P0.6 es inducido en 

presencia de Poly Lack y es el encargado de transcribir a ese gen que parece 

estar involucrado en la capacidad de BQ1 de utilizar el Poly Lack como fuente de 

carbono (Fig. 31). 
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De igual manera, los genes A4 y A5 presentan una diferencia de hasta 4 veces 

más en la expresión relativa con respecto a gyrA y rpoB. Aún así presentan un 

comportamiento similar en los dos casos. En LB 20% tanto el gen A4 como el A5 

presentan una expresión relativa ligeramente mayor en la fase logarítmica y una 

ligera disminución en la fase estacionaria. Esto podría significar que estos genes 

son requeridos durante todo el crecimiento de la bacteria en un medio rico. Sin 

embargo, en MM-Poly Lack se observa un aumento en la expresión relativa del 

gen A4, que fue donde cayó el transposón, en la fase estacionaria, lo cual no 

sucede en el caso del gen A5. Esto podría deberse a que el gen A4 es requerido 

para la utilización del Poly Lack como fuente de carbono en la fase estacionaria. 

Este resultado aún queda sin una respuesta clara ya que al cultivar a BQ1 en 

medio mínimo se esperaría que los genes que regulan la expresión de la 

utilización del Poly Lack se activaran desde la fase logarítmica. Una posible 

explicación es que el gen A4 no es requerido para la utilización de Poly Lack 

desde el inicio del crecimiento. La ACAD podría ser necesaria hasta después de 

que otros genes se hayan expresado y que la ACAD se presente como una 

proteína que está involucrada en una ruta metabólica posterior. De esta forma, los 

primeros nutrientes utilizados, posiblemente los componentes que se encuentran 

Figura 31. RT-qPCR de los genes I4 e I5 en fase logarítmica y en fase 
estacionaria. Se muestra la expresión relativa de los genes I4 e I5 con respecto al 
gen gyrA y rpoB, considerados con expresión expresión constitutiva equivalente a 1. 
Se realizaron por triplicado de muestras biológicas (n=9). 
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en menor proporción en el Poly Lack, como el NMP, el 2-butoxietanol o el 

isopropanol, serían metabolizados por otras proteínas y hasta que BQ1 requiriera 

de más nutrientes comenzaría la transcripción de este gen. Esta es apenas una 

primera aproximación pero podría explicar el aumento de la expresión del gen A4 

hasta que BQ1 se encuentra en la fase estacionaria de su crecimiento. El 

promotor P0.6 que se encuentra dentro del gen A3 pareciera ser el que regula la 

expresión de A4 pero no la de A5. El promotor P0.6 que se encuentra entre el gen 

A4 y A5 podría ser el que regule la expresión de A5. Esto explicaría la expresión 

diferencial de estos dos genes en el medio con Poly Lack en fase estacionaria y 

en la fase logarítmica (Fig. 32). 

 

Es necesario realizar un análisis más detallado de estos dos promotores para 

determinar si la complementación con alguna de estas regiones por separado es 

suficiente para permitir la complementación de las mutantes y, de esta manera, 

determinar la naturaleza de estos promotores.  

 

Figura 32. RT-qPCR de los genes de A4 y A5 en fase logarítmica y en fase 
estacionaria. Se muestra la expresión relativa de los genes A4 y A5 con respecto al 
gen gyrA y rpoB. Estos genes tienen una expresión equivalente a 1, lo que 
corresponde a una expresión constitutiva. Se realizaron por triplicado de muestras 
biológicas (n=9). 
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7.10 Posible acción sobre el poliuretano de las enzimas codificadas por los 
genes mutados  

Mientras se realizaba este trabajo, los genomas de las cepas BC y K601T fueron 

sometidos a una revisión en el cuál hubo cambios en los nombres y en el 

acomodo de los genes de estas cepas. Se muestra a continuación el nuevo 

acomodo y nombre de los genes en las clonas A.IV.62(GGT) y J.XVII.20(IGPS) 

(Fig. 33).  

 

En esta nueva organización es evidente que el gen I3 que codificaba a una 

proteína hipotética ya no se encuentra reconocido en el nuevo arreglo. Esto 

refuerza aún más la idea de que este gen hipotético antes descrito, es realmente 

una región regulatoria para los genes I4 e I5 que codifican para la IGPS y para la 

UDG respectivamente. 

 

7.10.1 Posible actividad  de la gamma-glutamil transferasa  en la utilización 
del Poly Lack como fuente de carbono 

En la clona A.IV.62 el transposón se insertó en el gen que codifica una gamma-

glutamil transferasa (GGT). La GGT se encuentra junto a un gen que codifica un 

Figura 33. Contexto genómico de la región de inserción del miniTn5 en las 
clonas A.IV.62(GGT) y J.XVII.20(IGPS) de Alicycliphilus sp. BQ1 (arriba) 
comparado con el genoma de Alicycliphilus denitrificans cepa BC (abajo). Los 
triángulos negros indican los sitios de inserción del miniTn5. Se muestra la nueva 
nomenclatura de los genes de la cepa BC (ALIDE). La cepa K601T (ALIDE2) tiene la 
misma organización genómica que la cepa BC. El miniTn5 se insertó en el gen de 
una gamma-glutamil transferasa en la clona A.IV.62(GGT) y en el gen de una indol-3-
glicerol fosfato sintasa en la clona J.XVII.20(IGPS).  
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transportador de la familia MFS. La GGT es una enzima implicada en la 

transferencia de grupos gamma-glutamil de péptidos complejos como el glutatión. 

En mamíferos es utilizada en muchos procesos de degradación y síntesis de 

aminoácidos. En bacterias, su función aún es desconocida, pero se ha visto que 

es una enzima que a pesar de cambiar en su secuencia de aminoácidos entre una 

especie y otra, mantiene su funcionalidad debido a que los residuos importantes 

en la catálisis se mantienen conservados. Recientemente se observó que esta 

enzima no sólo es capaz de realizar la transpeptidación, sino que también puede 

hidrolizar el glutatión para dejar el glutamato libre y la cisteína y la glicina por 

separado (Okada et al., 2006) (Fig. 34).  

 

Una posibilidad interesante es que, dado que la reacción que lleva a cabo esta 

enzima implica la hidrólisis de un enlace amida podría ser la enzima que estuviera 

actuando directamente sobre el grupo carbamato característico del poliuretano. 

Figura 34. Reacción de transferencia de grupos glutamil de la gamma-glutamil 
transferasa. La enzima se une al glutatión y produce un complejo enzima-sustrato 
que después realiza la función de transpeptidación o de hidrólisis según sea el caso. 
Si hay transpeptidación, el glutamato se transfiere a otro Cys-Gly (R’) para formar un 
nuevo glutatión (glutatión’). Si se hidroliza el glutatión, se libera el glutamato y quedan 
libres la cisteína y la glicina por separado (Okada et al., 2006). 
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Existen otros tres genes que codifican GGT’s en el genoma de K601T y otros 

cuatro en el genoma de BC y BQ1 con identidades de aminoácidos menores al 

70% entre ellas pero similitudes mayores al 95 %, sugiriendo que a pesar de tener 

la misma función no están conservadas en su totalidad y que pudieran llevar a 

cabo funciones específicas que aún son desconocidas y que, en el caso particular 

de la que fue mutada, podría estar implicada en la degradación de Poly Lack.  

 

7.10.2 Función enzimática de la indol-3-glicerol fosfato sintasa en la clona 
J.XVII.20 

En J.XVII.20, el transposón se insertó en un gen que codifica una indol-3-glicerol 

fosfato sintasa (IGPS). La IGPS es la enzima que lleva a cabo la síntesis de indol-

3-glicerol fosfato a partir de 1-(2-carboxifenilamino)-1-desoxi-D-ribulosa-5-fosfato 

en la vía de síntesis de triptofano (Fig. 35). 

 

En E. coli, este gen junto con otros cuatro genes contiguos, constituyen el operón 

de triptófano. Los genes que se encuentran en este operón son denominados trpE, 

trpD, trpC/trpF, trpB y trpA siendo el gen trpC aquel que codifica a la IGPS (Fig. 

36). 

Figura 35. Actividad enzimática de la indol-3-glicerol fosfato sintasa. Vía de 
síntesis de triptófano donde se muestran los genes que corresponden a las diversas 
enzimas de la vía en E. coli. Los genes TrpcD/E y TrpC/F están fusionados. El gen 
TrpC corresponde a la IGPS en BQ1. (http://www.genome.jp/kegg/). 
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En E. coli y otros organismos relacionados filogenéticamente el gen trpC se 

encuentra fusionado al gen trpF. El gen trpC/F se traduce en la IGPS y en una 

fosforibosil antranilato isomerasa (PRAI), los genes están fusionados y producen 

una proteína con las dos funciones (Merino et al., 2008). Sin embargo, en BQ1, 

BC y K601T el gen de la PRAI (trpF) se encuentra separado del gen trpC 

(ALIDE_RS15680 en BC y ALIDE2_RS06490 en K601T) regulado en un operón 

hipotético bicistrónico distinto. En las tres cepas de Alicycliphilus existe el gen que 

corresponde a trpD en E. coli, además de que, en BC y K601T, se encuentra otro 

gen homólogo a trpD denominado trpG que está fusionado a trpE (trpG/E). En la 

región donde cayó la mutación en el genoma de BQ1 se encontraron los genes 

trpD y trpG/E aledaños al gen mutado (trpC). Los otros dos genes del operón de 

triptófano (trpA y trpB) y el gen trpC/F no se encontraron en esta región. Este 

mismo arreglo se presenta en BC y K601T. Los tres genes faltantes del operón de 

triptófano trpA, trpB y trpF se encontraron localizados en otros sitios del genoma 

de BC (ALIDE_RS20135 para trpA, ALIDE_RS15690 y ALIDE_RS15685 para las 

dos subunidades de trpB y ALIDE_RS15680 para trpF) y K601T 

(ALIDE2_RS21780 para trpA, ALIDE2_RS06480 y ALIDE2_RS06485 para las dos 

subunidades de trpB y ALIDE2_RS06490 para trpF) formando parte de otros 

operones. Será importante llegar a entender cómo es que esta organización de los 

Figura 36. Organización de los genes del operón de triptófano en E. coli y en las 
cepas de Alicycliphilus. Los genes de E. coli se encuentran en un solo operón, 
mientras que en Alicycliphilus se encuentran distribuidos en tres regiones distintas. 
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genes, cuyos productos debieran llevar a cabo una función en conjunto en la vía 

de síntesis de triptofano, está ayudando a la capacidad de la bacteria para utilizar 

el Poly Lack.  

De manera interesante, en todo el genoma de Alicycliphilus BC, K601T y BQ1 sólo 

se encontró una copia del gen que codifica para la IGPS. Lo cual es importante 

recalcar ya que la mutante J.VII.20(IGPS) no es auxótrofa pues creció como la 

silvestre en medio mínimo con malato, lo cual indica que la mutante está 

obteniendo el triptófano de alguna manera. Esto podría implicar alguna de las 

siguientes posibilidades, que existe otro gen que lleva a cabo la función de trpC y 

que no ha sido descrito aún, lo que implicaría la existencia de una adaptación en 

algún otro gen de BQ1. Otra posibilidad es que el gen trpF que codifica para la 

PRAI, que en algunos organismos se encuentra fusionado con IGPS, pudiera 

llevar a cabo la función de IGPS. Con base en el análisis de la secuencia de PRAI, 

a primera instancia, parece que la función de esta enzima es la descrita con 

anterioridad por lo que será interesante analizar más a fondo esta cepa para 

determinar si existen secuencias que fueran similares a los sitios activos o de 

reconocimiento de la IGPS y que pudieran permitir a la PRAI llevar a cabo la 

misma función o una similar. Será importante, a futuro, lograr entender cómo es 

que una mutante de Alicycliphilus sp. BQ1 para el gen IGPS no es auxótrofa 

cuando se cultiva en malato.  

 

7.10.3 Uracil-DNA glicosilasa en la clona J.XVII.20 

Ya que el miniTn5 produce mutaciones polares también el gen de la uracil-DNA 

glicosilasa (UDG), ubicado río abajo del gen donde cayó la mutación, podría estar 

relacionado en la utilización del Poly Lack como fuente de carbono. Esta hipótesis 

es sostenida también por el hecho de que la expresión relativa de este gen 

aumenta de manera similar a la de IGPS (Fig. 31), que existe una transcripción 

coordinada de estos dos genes como se muestra en el RT-PCR (Tabla 10) y 

porque es un gen que normalmente no se encuentra aledaño a la IGPS, por lo que 

podría proporcionar una adaptación novedosa que no se presentara en otros 

organismos. Es importante denotar que este gen se presenta en BC y K601 en la 
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misma posición y estas cepas no utilizan Poly Lack como fuente de carbono. La 

función principal de la UDG es escindir el uracilo producido por la desaminación de 

citosinas o por la mala incorporación de un dUMP en el DNA. La UDG hidroliza el 

enlace N-glicosídico del nucleótido separando el uracilo de la cadena de DNA. La 

hidrólisis se da en el enlace C-N que une la base nitrogenada al azúcar. Con esto 

comienza la vía de reparación por escisión de bases en la que se recupera la base 

nitrogenada que fue retirada para volver a utilizarse (Fig. 37) (Pearl, 2000). En el 

genoma de BQ1 existe otro gen que codifica a una UDG en otro sitio del genoma, 

por lo que ésta podría llevar a cabo la función original de escindir bases 

nitrogenadas del DNA dañado y la UDG aledaña a la IGPS y que fue mutada por 

el miniTn5 podría estar implicada en la degradación de Poly Lack.  

 

 

 

 

 

Figura 37. Hidrólisis del enlace N-glicosídico por la uracil DNA glicosilasa. La 
UDG hidroliza el enlace C-N entre la base nitrogenada con el azúcar del DNA para 
liberar el uracilo y dejar un oxidrilo en el C1 del azúcar	
(http://www.atdbio.com/content/15/Mutagenesis-and-DNA-repair#Base-excision-
repair). 
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7.10.4 Acil-CoA deshidrogenasa en la clona H.II.65 

En la clona H.II.65, el miniTn5 se insertó en un gen que codifica una acil-CoA 

deshidrogenasa (ACAD). Este gen se encuentra conservado en las cepas BC y 

K601T casi al inicio del genoma y corresponde al ALIDE_RS00120 en la cepa BC y 

al ALIDE2_RS00160 en la cepa K601T. Este gen se encuentra aledaño a otros 

genes que codifican proteínas implicadas en la β-oxidación. Al comparar los 

genomas de las cepas BC y K601T con el de la cepa BQ1 se encontró una 

secuencia en el genoma de BQ1 que no está presente en el de las otras cepas de 

Alicycliphilus. Esta secuencia de 5,112 pb contiene cinco genes hipotéticos 

parecidos a enoil-CoA hidratasa, acil-CoA transferasa, transportadores de 

membrana tipo TctC y un regulador transcripcional tipo IclR con similitud a 

secuencias de Bordetella sp. con una identidad de no más del 70% en todos los 

casos (Fig. 38). 

 

La ACAD está implicada en el primer paso de la β-oxidación de los ácidos grasos 

llevando a cabo la deshidrogenación de acil-CoA reduciendo FAD a FADH+ y 

Figura 38. Contexto genómico de la región de inserción del miniTn5 en las clona 
H.II.65(ACAD) de Alicycliphilus sp. BQ1 (arriba) comparado con el genoma de 
Alicycliphilus denitrificans cepa BC (abajo). El triángulo negros indica el sitio de 
inserción del miniTn5. Se muestran los ALIDE con la nueva nomenclatura de los 
genes de la cepa BC. La cepa K601T tiene la misma organización genómica que la 
cepa BC. El triángulo verde indica una región de cinco genes que se encuentra en 
BQ1 pero que no se presenta en BC ni en K601T. El miniTn5 se insertó en el gen de 
una acil-CoA deshidrogenasa. 
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produciendo trans-∆2-enoil-CoA. La β-oxidación es un proceso metabólico que 

utiliza cadenas largas de carbonos hidratados para obtener energía. Este es un 

proceso cíclico que elimina los carbonos β de las cadenas largas de carbonos 

siempre y cuando se tenga un grupo carboxilo en por lo menos uno de los 

extremos. Las cadenas van perdiendo dos carbonos por ciclo y estos ingresan al 

ciclo de Krebs como acetil-CoA (Nelson et al., 2013) (Fig. 39).  

 

Figura 39. Actividad enzimática de la acil-CoA deshidrogenasa. A) Ciclo de la β-
oxidación donde las cadenas largas de carbonos con grupos carboxilos son 
degradados para obtener energía de reserva a partir de la hidrólisis de cadenas de 
dos carbonos. La acil-CoA deshidrogenasa se presenta como el primer paso de este 
ciclo metabólico. B) La β-oxidación ocurre de forma cíclica hasta convertir toda la 
cadena de carbonos en varios acetil-CoA que ingresan al ciclo de Krebs (Nelson et 
al., 2013). 

A)	 B)	
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7.10.5 Posibles actividades enzimáticas de las proteínas que codifican los 
genes implicados en la degradación del Poly Lack 

Para poder describir una ruta metabólica más completa será necesario determinar 

si existen otros genes implicados en la degradación de Poly Lack que aún no 

hayan sido identificados en BQ1. De igual manera es necesario conocer por 

completo la estructura molecular del Poly Lack para poder determinar 

exactamente los enlaces que podrían estar siendo atacados por las enzimas aquí 

descritas. La estructura molecular del Poly Lack aún no ha sido determinada pero 

se sabe que es un PU de tipo poliéter (PE-PU) y que presenta grupos aromáticos 

en algún lugar de su estructura (Savín-Gámez, 2016). Utilizando la estructura 

molecular idealizada de este compuesto conformada por dietilenglicol, ácido 

adípico y diisocianato de tolueno, y conociendo las actividades enzimáticas de los 

genes descritos previamente podemos sugerir algunas de las reacciones 

enzimáticas que podrían estar involucradas en la degradación de este compuesto 

por BQ1 (Fig. 40).  

 

La GGT (G2) y la UDG (I5) podrían ser las encargadas de realizar la hidrólisis de 

los enlaces uretano ya que su función enzimática consiste en romper enlaces C-N. 

Esta ruptura de los enlaces uretano es muy importante ya que con esto se pueden 

liberar las cadenas alifáticas para poder ser utilizadas como fuente de carbono 

Figura 40. Estructura idealizada de un poliéter poliuretano. El PU está formado 
por una repetición de unidades de dietilenglicol (DEG), ácido adípico (ADA) y 
diisocianato de tolueno (TDI). A) La ACAD podría estar implicada en la degradación 
de las cadenas alifáticas. B) La IGPS podría estar implicada en la formación del anillo 
indol en los grupos aromáticos. C) La GGT y la UDG podrían estar implicadas en la 
hidrólisis o transpeptidación del enlace uretano.  
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(Fig. 40, actividad C). La actividad de la IGPS (I4) es un poco más difícil de 

entender ya que es una enzima encargada de un proceso anabólico en la vía de 

síntesis de triptófano. Aun así es posible que la formación del anillo indol, una vez 

que las demás enzimas hayan llevado a cabo la catálisis de los enlaces uretano, 

sea un paso importante para que BQ1 pueda utilizar estos compuestos para 

formar aminoácidos o bases nitrogenadas que no están presentes en el medio 

mínimo (Fig. 40, actividad B). En este estudio se utilizaron medios mínimos que 

contenían fuente de nitrógeno pero será importante determinar, con estudios 

posteriores, si BQ1 también es capaz de crecer utilizando el Poly Lack como única 

fuente de nitrógeno. Las ACAD (A4) y (A5) podrían estar implicadas en la 

degradación de las cadenas alifáticas que se encuentran en el ácido adípico (Fig. 

40, actividad A). Las ACAD se encargarían de ingresar estas cadenas alifáticas, 

previamente liberadas del Poly Lack por alguna de las enzimas de hidrólisis (GGT 

o UDG) o por alguna esterasa no encontrada en este trabajo, en el ciclo de la β-

oxidación y de esta manera se podrían degradar para ser utilizadas como fuente 

de carbono y de energía.  

Kawai, en el 2010, presentó una ruta metabólica hipotética para la degradación de 

polietilenglicol (PEG) en donde la molécula ingresa a la célula por transportadores 

de membrana. La degradación del PEG podría suceder tanto en el espacio 

intermembranal por acción de una oxidasa o por la acción de deshidrogenasas en 

el interior de la célula. El PEG es una molécula que no contiene enlaces C-N y que 

tiene una forma y estructura muy simple en comparación con la del polímero 

presente en el Poly Lack. Es muy probable que el Poly Lack, debido a su tamaño y 

complejidad, no ingrese a la célula, por lo que BQ1 necesitaría de enzimas 

extracelulares que pudieran realizar la ruptura de la molécula generando otras 

menos complejas. Estas enzimas romperían estas moléculas de tamaño 

intermedio, en otras aún más pequeñas que pudieran ingresar a la célula. Las 

enzimas que se encontraron en este trabajo podrían ser las causantes de la 

primera ruptura de la molécula si estas fueran expulsadas al exterior de la célula. 

A pesar de que tanto la GGT como la UDG actúan normalmente en el interior de la 

célula, se han observado mecanismos de patogenicidad de algunas bacterias 

como Helicobacter pylori, H. suis y Campylobacter jejunii en donde la GGT es 
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utilizada y se asocia a la membrana en el espacio periplásmico (Franzini et al., 

2014). En eucariotes se ha observado que la levadura Histoplasma capsulatum 

tiene una GGT extracelular que le sirve para modificar su ambiente y permitir su 

crecimiento (Zarnowski et al., 2009). En el caso de la UDG es poco probable que 

pudiera ser la causante de la primera ruptura de la molécula ya que normalmente 

realizan su función dentro de la célula. Esto no excluye la posibilidad de que exista 

algún mecanismo no descrito en el que esta enzima sea activa de manera 

extracelular. En este trabajo se realizó un análisis de hidrofobicidad tanto para 

GGT como para UDG y se pudo observar que tienen una característica anfipática 

que se repite a través de la proteína (Fig. 41). La caracterización del carácter 

hidrofóbico de las secuencias de proteínas permite tener indicios sobre su 

ubicación en la célula, lo cual tiene mucha utilidad en la predicción de dominios 

transmembranales y regiones que están probablemente expuestas en la superficie 

de la proteína. Además de esto se realizaron análisis de péptido señal y de 

topología transmembranal realizados con el programa Phobius 

(http://phobius.sbc.su.se/) en los que se obtuvo un 91% de probabilidad para la 

GGT y un 80% de probabilidad para la UDG de que sean proteínas 

transmembranales o exportadas y otro análisis con el programa TMpred 

(http://www.ch.embnet.org/software/TMPRED_form.html) donde se obtuvieron 

cuatro posibles dominios transmembranales para la GGT y uno para la UDG. Todo 

esto sugiere que las dos enzimas antes mencionadas podrían ubicarse en la 

membrana de la bacteria, en la región periplásmica o incluso que podrían ser 

excretadas para realizar su función enzimática en el exterior de la célula. Dado 

esto, sería posible que la GGT o la UDG se encargaran de la hidrólisis de los 

enlaces uretano para separar las cadenas alifáticas de los diisocianatos y de esta 

forma, permitir el ingreso de la molécula de uretano por partes. Será necesario 

realizar pruebas de presencia de estas enzimas en extractos extracelulares de 

BQ1 para comprobar lo que los análisis bioinformáticos sugieren.  
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Figura 41. Análisis de la hidrofobicidad de la GGT y de la UDG de BQ1. Tanto la 
GGT como la UDG presentan regiones hidrofóbicas e hidrofílicas repetidas lo cual les 
da la característica de proteínas anfipáticas. La UDG presenta menos regiones 
hidrofóbicas que la GGT, pero presenta valores más extremos entre las regiones 
hidrofóbicas e hidrofílicas. El análisis se realizó con la herramienta ProtScale usando 
la escala de Kyte/Doolittle (http://web.expasy.org/protscale/). 
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Dentro de la célula es muy probable que la ACAD se encargue de ingresar la 

cadena alifática en la ruta de la β-oxidación para comenzar su utilización como 

fuente de carbono y energía. Kawai, en el 2010, también describe una acil-CoA 

sintetasa que estaría  utilizando las cadenas alifáticas del PEG para convertirlas 

en PEG-carboxilato-CoA, el cuál serviría como precursor en la síntesis de ácidos 

grasos. En este caso, se sugiere que BQ1 utiliza la cadena alifática liberada del 

resto de la molécula de PU como precursor de acetil-CoA que podría después 

ingresar al ciclo de Krebs o, si se requiere, a la vía de síntesis de ácidos grasos.  

Por otro lado, a molécula de diisocianato, podría ser utilizada en las vías 

metabólicas de aminoácidos y de bases nitrogenadas por la acción de la IGPS o 

de la UDG o de la GGT en procesos metabólicos que aún son desconocidos. 

Será necesario determinar la estructura del Poly Lack, conocer si existen otros 

genes y proteínas implicadas en la degradación de Poly Lack, así como llegar a 

entender los mecanismos de regulación de estos genes y sus promotores para 

poder tener un panorama mucho más amplio que nos permita comprender y 

sugerir una ruta metabólica con la cual podamos conocer los mecanismos de 

degradación del Poly Lack por Alicycliphilus sp. cepa BQ1. 

  



	 109	

8. Conclusiones y perspectivas 

8.1 Conclusiones 

• Se complementó una biblioteca de 7136 mutantes de Alicycliphilus sp. cepa 

BQ1 de la que se aislaron 3 mutantes incapaces de crecer en el barniz de 

poliéter poliuretano Poly Lack y que presentaron una sola inserción del 

miniTn5 en sus genomas.  

 

• En estas mutantes, los genes interrumpidos identificados fueron: para la 

mutante J.XVII.20, el gen de la indol-3-glicerol fosfato sintasa (IGPS), para 

la mutante H.II.65, el gen de la acil-CoA deshidrogenasa (ACAD) y para la 

mutante A.IV.62, el gen de la gamma-glutamil transferasa (GGT). 

 

• La complementación génica de las mutantes J.XVII.20 y H.II.65 fue exitosa lo 

que implica que los genes que codifican las enzimas ACAD e IGPS están 

implicados en la utilización del Poly Lack como fuente de carbono por BQ1.  

 

• Se determinó por RT-PCR, que el gen de la IGPS (I4) y el de la UDG (I5) se 

transcriben bicistrónicamente cuando se cultivan tanto en medio LB como 

en medio con Poly Lack. Los genes de ACAD (A4 y A5) se transcriben de 

forma policistrónica sólo cuando se cultivan en medio con Poly Lack. Los 

genes I4 e I5 y A4 y A5 no se transcriben en conjunto con los demás genes 

de sus respectivos operones hipotéticos. 

 

• La IGPS es capaz de realizar la función enzimática implicada en la utilización 

del Poly Lack como fuente de carbono por BQ1, que aún es desconocida, 

sin los primeros 22 aminoácidos del extremo N-terminal ya que en la 

secuencia génica, se utiliza un promotor que se encuentra dentro de esta 

región para transcribir el gen. 
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• Los genes afectados por el miniTn5 presentaron un valor de expresión 

relativa inferior al valor de los genes constitutivos gyrA y rpoB. Los genes 

de IGPS y ACAD presentaron un aumento de expresión relativa en MM-

Poly Lack, en comparación con medio LB al 20%, de por lo menos el 20% 

más en el caso de IGPS y de por lo menos cuatro veces más en el caso de 

ACAD, lo cual sugiere una inducción en este medio.  

 

• Los genes afectados por el miniTn5 presentaron una expresión relativa 

mayor cuando BQ1 se encuentra en fase estacionaria en comparación de 

cuando se encuentra en fase logarítmica en MM-Poly Lack. 

 

• Con base en las actividades reportadas para las proteínas codificadas por los 

genes mutados, se propone que la ACAD podría estar implicada en la 

degradación de las cadenas alifáticas del poliuretano. La IGPS podría estar 

implicada en la formación del anillo indol a partir de átomos del carbamato, 

una vez que esta parte de la molécula es separada de sus cadenas 

alifáticas. La UDG y la GGT podrían ser las encargadas de hidrolizar y 

romper el enlace carbamato característico de los PUs. Es necesario realizar 

un análisis más detallado de las actividades enzimáticas que estas 

proteínas podrían estar llevando a cabo en la molécula de PU. 
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8.2 Perspectivas 

• Completar la biblioteca de mutantes hasta que se logre una cobertura 

suficiente en la que todos los genes implicados en la vía de degradación del 

Poly Lack sean obtenidos. 

 

• Comprobar que la GGT sí es una enzima implicada en la utilización del Poly 

Lack como fuente de carbono realizando nuevamente la complementación 

de A.IV.62 con el gen de la GGT y asegurandonos que la región amplificada 

no contiene ninguna mutación puntual que pueda ocasionar la disrupción 

del gen. 

 

• Analizar las actividades enzmáticas de cada una de las proteínas descritas 

en este trabajo para poder mejorar el entendimiento y función en la 

capacidad de Alicycliphilus sp. BQ1 de utilizar el Poly Lack como fuente de 

carbono. 

 

• Realizar una complementación por separado con cada uno de los genes de 

J.XVII.20(IGPS) y H.II.65(ACAD) que fueron afectados por el transposón 

para determinar cuál de ellos sí está siendo utilizado en la vía de 

degradación del Poly Lack. 

 

• Analizar los promotores descritos con una astringencia de 0.6 de 

probabilidad para determinar si la molécula de PU o algún otro de los 

componentes del Poly Lack es capaz de inducir su expresión y, de esta 

forma, poder proponer un mecanismo de regulación transcripcional dirigida 

por el Poly Lack en Alicycliphilus sp. BQ1 
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Anexos 

I. Soluciones 
Medio LB p/litro 

Triptona   10 g 

Extracto de levadura  5 g 

NaCl    10 g 

Agar (sólo para sólidos) 16 g 

 

Antibióticos: 

Kanamicina   30 mg/mL 

Ácido Nalidíxico  20 mg/mL 

Ampicilina   100 mg/mL 

Gentamicina   20 mg/mL 

 

Soluciones para medios diferenciales 

Solución A (10X) p/litro 

KH2PO4   20 g 

K2HPO4   70 g 

 

Solución B (100X) p/litro 

NH4NO3   100 g 

MgSO4*7H2O  10 g 

 

Solución C de elementos traza (1000X) p/litro 

ZnSO4*7H2O   1 g 

CuSO4*7H2O  0.1 g 

FeSO4*7H2O   10 g 

MnSO4*6H2O  2 g 

 

Las soluciones A y B se esterilizan directamente. La solución C por filtración. 
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Medios líquidos. Volúmenes en mL para 100 mL 

Componente MM-Malato 

(10mM) 

MM-PUpl 

(0.3 %) 

MM-NMP 

(2.5 mg/mL) 

Agua 87.9 78.9 87.7 

Solución A 10 10 10 

Solución B 1 1 1 

Solución C 0.1 0.1 0.1 

Fuente de carbono 1 10 1.21 

Volumen Final (mL) 100 100 100 

 

Medios sólidos. Volúmenes en mL para 300 mL de agar-agua (20.3 g/L) 

Componente MM-Malato 

(10mM) 

MM-PUpl 

(0.3 %) 

MM-NMP 

(2.5 mg/mL) 

Agua 87.9 78.9 87.7 

Solución A 10 10 10 

Solución B 1 1 1 

Solución C 0.1 0.1 0.1 

Fuente de carbono 1 10 1.21 

Volumen Final (mL) 100 100 100 

 

La solución C se coloca una vez que el medio se encuentre a una temperatura de 

aproximadamente 50 ºC. 

 

Buffer TAE 50X para 1L 

Tris base    242 g 

Ácido acético glacial  57.1 mL 

0.5 M EDTA, pH 8  100 mL 

 

Aforar con agua desionizada a 1 L y mezclar. Esterilizar por autoclave a 120 ºC 

por 20 min. Almacenar a temperatura ambiente. 
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II. Gliceroles 
Para preparar los gliceroles de las mutantes se tomó una colonia de las bacterias 

y se creció durante toda la noche en 25 mL de medio LB con antibiótico o en 

medio minimo con Poly Lack (Anexo I) según sea el caso. Al día siguiente se 

tomaron alícuotas de 350 µL y se agregaron 150 µL de glicerol para obtener una 

concentración final del 30%. Los gliceroles se guardaron a -70ºC. 

 

III. Características del plásmido pBluescript  
El plásmido pBluescript es un vector que permite la clonación de fragmentos  de 

DNA. Tiene un tamaño de 2961 pb y contiene el gen de resistencia a ampicilina 

como marcador de selección. Además de esto posee un Multicloning Site (MCS) 

con secuencias para diversas enzimas de restricción, el promotor lac, y la 

secuencia que codifica la región faltante del péptido α que permite la α-

complementación de la cepa DH5α de E. coli.  
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IV. Preparación y transformación de células competentes 
1.  Se inoculó una colonia aislada de E. coli DH5α en 5 mL de medio LB. 

2.  Se incubó durante toda la noche a 37 °C. Después de la incubación, se 

transfirió 1 mL del cultivo a 50 mL de LB fresco. Se incubó durante otra hora para 

alcanzar una densidad óptica a 660 nm de 0.5.  

3.  Una vez alcanzada la densidad óptica requerida se centrifugaron las células 

durante 10 min y se desechó el sobrenadante. 

4.  Se resuspendió el paquete celular en 25 mL de CaCl2 50 mM frío y se dejó 

durante 5 min en hielo. 

5.  Después de la incubación se volvió a centrifugar la muestra durante 10 min 

y se resuspendió nuevamente el paquete celular en 3.3 mL de CaCl2 50 mM con 

14% de glicerol.  

6.  Se repartió la suspensión en alícuotas de 100 µL que se almacenaron a 

−70°C. 

7.  Se determinó la eficiencia del proceso transformando una alícuota con 1 µg 

de DNA antes de emplearlas en la transformación.  
8.  Para realizar la transformación, se descongeló en hielo un tubo con una 

alícuota de las células competentes de E. coli DH5α. 

9.  Se agregó toda la reacción de ligación para transformar 50 µL de la 

suspensión de células competentes.  

10.  Se colocó la suspensión de células en hielo durante 30 min y tras concluir 

este tiempo se colocaron los tubos en un baño María a 42 °C por 2 min. Se 

transfirió inmediatamente al hielo de nuevo por 3 min. 

11.  Después del choque térmico se añadió 1 mL de LB fresco incubándose las 

células a 37 °C por 1 hora. 

12.  Se centrifugaron las células durante 3 min y se eliminó el sobrenadante. 

13.  Se resuspendió el paquete celular en 250 µL de LB y se sembró en cajas 

de LB con el antibiótico correspondiente (Km 30 mg/mL) en las que se habían 

agregado 40 µL de X-gal y 7 µL de IPTG. 
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V. Minipreparación del plásmido pBluescript 
1.  Se inoculó, en 5 mL de medio rico conteniendo ampicilina (100 mg/mL), una 

colonia de E. coli con el plásmido pBluescript y se incubó durante toda la noche a 

37 °C y 200 rpm. 

2.  Al día siguiente se cosecharon las bacterias en un tubo eppendorf de 1.5 

mL centrifugando durante 30 s a 5,000 x g varias veces, hasta haber recuperado 

todo el cultivo. 

3.  Después de haber centrifugado todo el medio, se resuspendió el pellet de 

células y se agregaron 100 µL de una solución de lisis alcalina I (glucosa 50 mM, 

Tris-Cl 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0, 10 µL de RNasa A). 

4.  Se añadieron 200 µL de solución de lisis alcalina II (NaOH 0.2 N, SDS 1% 

(p/v)) recién preparada. Se mezcló el contenido volteando el tubo rápidamente 

unas 5 veces. 

5.  Se añadieron 150 µL de solución de lisis alcalina III (acetato de potasio 5 M, 

ácido acético glacial, H2O) fría. Se mezcló la solución volteando el tubo unas 5 

veces más. Se incubó el tubo en hielo por 5 min. 

6.  Se centrifugó el lisado bacteriano a 14,000 x g durante 5 min. Se transfirió 

el sobrenadante a un tubo limpio sin tomar el lisado celular. 

7.  Se precipitaron los ácidos nucleicos añadiendo 2 volúmenes de etanol al 

100%. Se mezcló la solución y se centrifugó a 14,000 x g por 5 min más. 

8.  Se removió el sobrenadante con pipeta y se dejó que el etanol se evaporara 

a temperatura ambiente. 

9.  Se realizó un lavado con etanol al 70% y se centrifugó nuevamente a 

14,000 x g durante 2 min más. 

10.  Se removió nuevamente el sobrenadante y se dejó evaporar el etanol a 

temperatura ambiente. 

11.   La pastilla de DNA se resuspendió en 50 µL de agua estéril y se guardó a -

20 °C. 

 

VI. Gel de agarosa para RNA 
 Se utilizó el siguiente protocolo para la preparación del gel desnaturalizante 

para RNA: 
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1. Se fundió 1 g de agarosa en 72 mL de agua, previamente tratada con 

dietilpirocarbonato (DEPC) toda la noche y esterilizada, hasta que la agarosa se 

disolviera. Después se dejó enfriar hasta los 60 ºC. 

2. Se añadieron 10 mL de buffer MOPS 10X (0.4 M MOPS, pH 7.0, acetato de 

sodio  0.1 M y EDTA 0.01 M) y 18 mL de formaldehído al 37% (12.3 M) y se vació 

en un molde para formar el gel. 

3. Una vez hecho el gel se colocó en una cámara de electroforesis limpiada 

previamente con RNasaZap y se cubrió con buffer MOPS 1X. 

4.  A las muestras de RNA se les agregó buffer de carga de formaldehído 1X y 

BrEt a una concentración final de 10 µg/mL. 

 

Soluciones y Buffers para gel de RNA: 

1) Buffer MOPS 5X  

MOPS (pH 7)  0.2 M 

Acetato de sodio  0.05 M 

EDTA (pH 8)   0.005 M 

Para preparar un litro de buffer se añadieron 41.86 mL de MOPS y 4.11 g de 

acetato de sodio a 800 mL de agua tratada con DEPC y se mezcló hasta disolver 

completamente. Se añadieron 10 mL de EDTA 0.5 M y se ajustó el pH a 7 con 

NaOH 10 N. Se aforó a 1L con agua tratada con DEPC. Se colocó en un recipiente 

ámbar y se esterilizó en autoclave. 

 

2) Buffer de muestra para RNA 

Formamida     10 mL  

Formaldehído al 37 %   3.5 mL 

MOPS Buffer 5X   2 mL 

Guardar en alícuotas de 200 µL a -20 ºC. 

 

3) Buffer de corrida para RNA 

Glicerol    50 % 

EDTA (pH 8)    1 mM 

Azul de bromofenol   0.4 % 
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Bromuro de etidio   1 mg/mL 

Guardar en alícuotas de 200 µL a -20 ºC. 

 

5. Las muestras se desnaturalizaron a 70 ºC por 10 min y después se 

cargaron en los pozos. 

6. La electroforesis se realizó a 80 V durante 1 h y después se observó el gel 

en un transiluminador.  

 

VII. Curvas de calibración para RT-qPCR 
Se realizaron curvas de calibración para determinar la concentración de cDNA en 

la cuál se comenzaba a observar una expresión relativa de los genes entre los 15 

y los 25 ciclos. Se realizó la calibración con el gen gyrA y con el gen rpoB. Todas 

las curvas mostradas a continuación son a una concentración de 50 ng/µL por lo 

que se determinó que esta era la concentración requerida para cada una de las 

condiciones.  
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Curvas de calibración con el gen gyrA 

 

 

 

 

 

Poly Lack estacionaria 

Poly Lack logarítmica 

LB 20% estacionaria 

LB 20% logarítmica 

50	ng/μL	

5	ng/μL	

50	ng/μL	

5	ng/μL	
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Poly Lack estacionaria 

Poly Lack logarítmica 

LB 20% estacionaria 

LB 20% logarítmica 

50	ng/μL	
5	ng/μL	

50	ng/μL	
5	ng/μL	
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Curvas de calibración con el gen rpoB 

 

 

 

 

LB 20% estacionaria 

LB 20% logarítmica 

50	ng/μL	

5	ng/μL	

50	ng/μL	

5	ng/μL	
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Poly Lack estacionaria 

Poly Lack logarítmica 

50	ng/μL	

5	ng/μL	

50	ng/μL	

5	ng/μL	
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…dary…Legendary! 
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