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This would be legen...wait for it...

¢ Solo asi he de irme?

¢, Como las flores que perecieron?
¢Nada quedara en mi nombre?

¢ Nada de mi fama aqui en la Tierra?

iAl menos flores, al menos cantos!

Cantos de Huexotzingo

Toda luna. Todo afio.
Todo dia. Todo viento.
Camina y pasa también.
También toda sangre llega

al lugar de su quietud.

Chilam-Balam



Por Tito.

I'll see you on the dark side of the moon.



Agradecimientos

Este trabajo fue financiado por los proyectos DGAPA-PAPIIT-UNAM IN222811 e
IN217114.

Al Programa de Apoyo para Investigacion y Posgrado Facultad de Quimica, UNAM
(PAIP-FQ-UNAM 5000-9117).

A CONACYT por la beca otorgada para realizar mis estudios de Maestria en
Ciencias Bioquimicas durante el periodo comprendido de agosto de 2013 a julio de
2015.

A la Dra. Herminia Loza Tavera por permitirme ser parte de su grupo de trabajo y
por ensefarme a ser un mejor cientifico todos los dias. Gracias por el crecimiento
profesional y mental que me dio para superar este camino tan complicado y tan
bonito que es la ciencia.

A los miembros de mi comité tutoral Dr. Guillermo Gosset Lagarda y Dr. Miguel

Angel Cevallos Gaos por sus sugerencias y por sus correcciones del trabajo.

Al Dr. Luis Lozano por su ayuda en la busqueda de secuencias en el genoma de
BQ1, que vaya es un trabajo dificil.

Al personal de la Unidad de Servicios de Apoyo a la Investigacion de la Facultad
de Quimica de la UNAM, donde se realizaron los ensayos de RT-qPCR y en
especial al Dr. Jorge Herrera por sus consejos para realizar el ensayo y en la
interpretacion de los resultados.

Al Dr. Martin Vargas por sus comentarios tan acertados, su gran apoyo tanto
practico como tedrico en el desarrollo de este trabajo, por siempre estar dispuesto
ante cualquier duda y por ser el mejor vecino de mesa de laboratorio que se puede

tener.

Y en especial a la Maestra en Ciencias y proximamente doctora Julieta Solis por
abrir la brecha para que mi proyecto tuviera vida y sustento y por su apoyo y
consejos para realizar los experimentos y técnicas que tanto requeri. Gracias por

aguantarme y por ser una mentora al inicio de mi vida profesional.



Agradecimientos personales

A mi madre, por ser la mujer de mi vida, la que tuvo la fuerza de tenerme desde
que solo era una pequefia célula totipotencial y aguantar mi obsesion con los
bichos y con la vida. Gracias por darme la fuerza y ensefiarme a vivir cada dia en
este mundo que parece tan desastroso. No te preocupes ma, vamos a cambiar el
mundo juntos.

A mi padre por ser mi guia. Por ayudarme a conseguir mis suefios sin titubear y
por brindarme todo el apoyo que siempre necesité. Gracias por darle paciencia a
mi mente y por ayudarme a darle coherencia al mundo.

A mis hermanxs Mariana, Miguel y Pablo. Que me han ensefiado que ser hijo
unico no seria tan divertido como tenerlxs a ustedes. Gracias por alegrarme la vida
desde siempre.

A tito, tita y mi abue Chela y a todxs mis tixs, primxs, sobrinxs y cualquier otro
organismo relacionado genéticamente conmigo en mas de un 12.5 %, por su
carifo. Y gracias a Silvia y Arturo, por volverse parte de mi familia y brindarme su
apoyo incondicional.

A Gaby, por ser la mejor amiga que se pueda pedir. Together, we're going to bring
balance to the force.

A Juan Pablo, mi mejor amigo desde hace tantos afios, por...tu sabes por qué.

A Karen, por recordarme la esencia de lo que somos y recordarme que nada tiene
sentido si no es a la luz de la evolucién. A Alba, Ricardo, Joyce, Jackie, Vianney,
Alma y Lilianha por tanta diversion en el lab y fuera de él. No hubiera podido
lograrlo sin ustedes.

A Melisa por acompafarme cuando mas lo necesitaba y por creer y confiar en mi
siempre. A Juan, Regina, Fernando y Ana Laura por hacerme liberar tanta
dopamina durante todos estos afios y por hacerme reir como nadie. A Vanesa por
escucharme, ayudarme y entenderme aunque a veces ni yo lo hacia. A Alex, Caro,
Montse, Val, Mariana, Karla, Belén, Gari, Edgar, Diana, Chelén, Fany, Jorge,
Héctor, Adair y Naty por su amistad, apoyo y felicidad brindada en estos anos. Y a
Karen por estar ahi en el principio, cuando todo parecia perder sentido.

A todas y cada una de las personas con las que jugué o entrené futbol, en
especial a los de la Facultad de Ciencias y a los Hermosos. A todxs con los que
jugué tocho, en especial a Gorgos. A todxs con los que entrené algun tipo de
defensa personal, en especial a los de Krav Maga. Y a todxs con los que bailé
cualquier ritmo, en especial salsa, bachata y son cubano. Gracias por hacerme
sudar y recordarme que en la vida también se pueden aprender y disfrutar muchas
otras cosas ademas del conocimiento cientifico.

A cada unx de mis alumnxs y a cada unx de Ixs comparfierxs profesorxs con Ixs
que he dado clase. Gracias por ensefarme mas de lo que yo podria llegar a
ensefiarles algun dia.



A cada una de las personas que se cruzaron en mi vida en estos afnos y aquellxs
que olvidé. También ustedes me permitieron llegar a ser lo que soy hoy en dia.

Y por ultimo debo agradecer a mas de cien cosas por las cuales no me rendi
ni me rendiré nunca...

Porque tenemos memoria y risas y besos. Porque tenemos crisantemos que
siguen abiertos. Porque s6lo hay un coddn de inicio y tres de término. Porque los
aromas se recuerdan y se disfrutan los abrazos desnudos en la noche. Por la
soledad de las camas ocupadas. Porque la fama es mas facil de alcanzar que la
sabiduria. Porque nos dejamos guiar por el destino que no existe. Por los que
todavia tienen preguntas y por los que no las quieren responder. Porque seguimos
teniendo imagenes de cristo en un pan tostado y virgenes violadas por el espiritu
santo. Porque las ideas no nos protegen como los santos colgados. Porque la
biblia sigue vendiendo mas copias que el Quijote. Porque seguimos teniendo mas
simpatia por dios que por el diablo. Porque dios salve a la reina y al rey, pero no a
las princesas sin corona y a los caballeros sin armadura. Porque se valora mas el
dinero que las ideas a menos que las ideas nos den dinero y porque ni toda la
sangre es suficiente para cubrir ese valor. Porque la luz del Sol no es suficiente
para derretir el plastico que cubre a las personas. Porque no hay seleccion natural
para las religiones pero si para los osos polares y los guepardos. Porque todavia
hay DNA de organismos olvidados que no hemos secuenciado. Porque no existan
dogmas en la biologia pero si existan las sirenas y los dragones cuando hacemos
el amor. Porque todavia falta endulzar con lagrimas el mar. Porque todavia se
piden besos y se niegan y se gozan. Porque no nos quedan 19 dias ni 500 noches
ni 100 afos para olvidar o vivir en soledad. Porque tenemos las mafnanas
ocupadas sin compromiso y el sexo solo o acompanado antes de que te vayas.
Por los cambios de acera y silencios en los retratos de novias, pero que
resolvemos con unos cuantos piquetitos. Porque uno mas uno no siempre es dos,
sobre todo cuando uno esta partido a la mitad. Porque los amorosos callan y las
parejas hacen mucho ruido. Porque podemos curar la locura con un abrazo y
porque podemos disfrutar la trama mas que el desenlace. Por los ocasos en los
ojos amados y por las palomas negras que nunca contaron las penas. Porque
todavia podemos comprar caricias pero los escalofrios del recuerdo son gratis. Por
las playas, las montafias, los valles, las bahias, los manglares y los volcanes en tu
cuerpo. Porque los senos sirven para amamantar a los bebés y las pasiones de
los hombres ebrios. Porque todavia hay fotografias y videos olvidados en alguna
casa, computadora o celular. Porque si no existen Romeo y Julieta en este
planeta, todavia tenemos cuatrillones de planetas en los cuales buscar. Porque
tenemos héroes que no usan capa para no morir. Porque a ellos les da igual
seguir la luna aunque no nos lleve lejos. Porque la siguiente generacion se pierda

\



en el espacio, en el mar, en la selva, en la vida y no en la locura virtual. Porque los
goles y las cintas siguen siendo de una sola persona pero el triunfo es de muchos.
Porque respiro después de un golpe al plexo solar porque el valor puede tener el
estbmago vacio. Por la rebelion, libertad y conciencia. Porque todavia nos faltan
43 y miles mas que debemos encontrar. Porque la libertad se sigue buscando del
otro lado del muro cuando se deberia de buscar en casa propia. Porque tenemos
las montanas del sureste mexicano en rebeldia desde hace casi 25 afos. Porque
las ideas se insertan mas rapido con balas que con bondad. Porque podemos ser
felices sin dolor y podemos tener paz sin guerra. Porque somos la espina dorsal
de América. Porque hay gente en la mano de obra y corazones en los ocasos y
albas. Porque podemos gozar la carencia, la ciudad de la esperanza y el chuntaro
style. Porque con un poco de ayuda de los amigos podemos a menos que nos
callemos. Porque sigue habiendo bombas y drogas para sentirnos mejor. Porque
tenemos colores que saben, sabores que suenan y sonidos que se ven. Porque
podemos pintar melodias para que no se agoten las sonrisas ni los besos de los
pies a la tierra. Por que la musica no ha muerto porque tenemos el sax, el piano, la
guitarra, el bajo y mas de 100 percusiones para darles ritmo. Porque tenemos
escaleras hacia el cielo que nos ayudan a romper los muros e iluminar el lado
oscuro de la luna. Porque somos polvo de estrellas esperando volver a su estrella.
Porque quedan auroras en pupilas por conocer y estrenos de atardeceres y
amaneceres que ver. Porque todavia no le decimos adiés al cielo azul, morado,
rosa y tornasol. Porque solo estamos a 200 mil afios de distancia del planeta mas
cercano con posible vida. Porque no tenemos supersimetria ni multiversos pero
tenemos el pasado, el presente y el futuro. Porque si conociéramos el tiempo, no
hablariamos de perderlo. Por los poetas olvidados que aun resuenan con el eco
de los libros. Por Zion, Naboo y Magrathea. Por Darwin, Nietzsche y Sartre. Por
los viajes interestelares que nos llevaran a encontrarnos en pulsares de
diamantes, en supernovas de champana o en horizontes de oscuridad. Porque
todos los dias pueden ser hermosos siempre que no los dejemos pasar de largo.
Porque todavia tenemos tinta para usar en libros, cuadernos, en cartas, en
postales o de esa que se queda en nuestra piel. Porque podemos seguir
ayudando al planeta a perder la mente. Porque el amor no tiene fronteras
fisioloégicas. Porque si no sabes a donde vas, cualquier camino te llevara ahi.
Porque a veces la eternidad sélo dura un segundo y los ratos duran para siempre.
Porque tenemos riversos y repe repe repepe repeticiones de besos que nos hacen
mariposas en la barriga. Porque hay gente que nos da mas vitaminas que el Sol y
nos alimentan con belleza y no con comida. Porque el antidoto de la tristeza es el
arte y la ciencia y porque el veneno no mata, es la cantidad. Porque el ruido es
bonito si de la risa viene. Porque todavia no llueve café pero tenemos besos y
suspiros con sabor a menta, a chocolate y a mariguana. Porque las flores mueren
para dejar las nuevas semillas crecer pero no debemos dejar que el amor

Vil



descanse nunca. Porque tenemos eclipses, cometas, lluvias de estrellas y
erotismo, y todo en una pista de baile. Porque a veces nos sentimos mas
protegidos desnudos que vestidos. Porque sélo necesitamos lo que mas nos guste
y nada mas. Porque todavia queda mucha vida por desperdiciar y es mejor
hacerlo viviendo que llorando. Porque ya hemos muerto lo suficiente como para
suicidarnos. Porque la muerte es un adorno que no tendré cerca. Porque nada me
detendra, porque nadie podra acabar con mi deseo de saber mas. Porque hay
muchas pesadillas que dormir y muchos suefios que despertar. Porque todo pasa,
lo unico que nunca pasa es el amor, el amor a la ciencia, a la vida y al
conocimiento. Porque también las perlas tardan afios en formarse. Porque todavia
podemos brillar.

Vil



ACAD
ADA
BrEt
cDNA

Cq

CTAB
DEG
DNA
dNTP
GGT
IGPS

LB

MM
MM-Malato
MM-NMP
MM-Poly Lack
NMP
PCR
PE-PU
PEG
PS-PU
PU

RNA
RNasa
rpm
RT-PCR
RT-gPCR
TDI

TE

Abreviaturas

Acil Coenzima A deshidrogenasa
Acido Adipico

Bromuro de etidio

DNA complementario

Ciclo de cuantificacion

Bromuro de cetrimonio
Dietilenglicol

Acido desoxirribonucléico
Deoxinucleotido trifosfato
Gamma-glutamil transferasa
Indol-3-glicerol fosfato sintasa
Medio Luria Bertani

Medio minimo

Medio minimo con malato

Medio minimo con NMP

Medio minimo con Poly Lack
N-metil-2-pirrolidona

Reaccidn en cadena de la polimerasa
Poliuretano de tipo poliéter
Polietilenglicol

Poliuretano de tipo poliéster
Poliuretano

Acido ribonucléico

Ribonucleasa

Revoluciones por minuto

PCR con transcriptasa reversa
PCR cuantitativa

Diisocianato de tolueno
Tris-acido etilendiaminotetraacético
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1. Resumen

Los poliuretanos (PUs) son polimeros 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 polimero. Los PUs son compuestos
recalcitrantes muy dificiles 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 utilizacion
de un barniz de poliuretano comercial de tipo poliéter (Poly Lack) como unica
fuente de carbono, por Alicycliphilus sp. cepa BQ1. Esto se llevo a cabo utilizando
la técnica de mutagénesis aleatoria por transposicion en Alicycliphilus sp. cepa
BQ1, empleando el transposdén 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 prototrofas en las
que se comprobd por Southern Blot que el transposon se habia insertado en un
solo sitio del genoma. El DNA de las mutantes se digirio con Pstl y se clon6 en
pBS. Plasmidos aislados de clonas resistentes a kanamicina se secuenciaron
empleando oligos dirigidos contra el transposén y los genes interrumpidos fueron
identificados por homologia en bases de datos.

El gen identificado en la mutante J.XVII.20 codific6 una indol-3-glicerol fosfato
sintasa (IGPS); en la mutante H.11.65 una acil-CoA deshidrogenasa (ACAD) y en la
mutante A.IV.62 una gamma-glutamil transferasa (GGT). Las mutantes J.XVI1.20 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 analiz6 la expresion 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 formacion 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 expresion del gen que codifica a la IGPS y su gen
contiguo. El gen de la ACAD se transcribe de forma monocistrénica. Estos genes
son regulados por promotores especificos que son activados en presencia del Poly
Lack. Esto se pudo deducir al observar la amplificacion 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 determind por analisis de expresiéon relativa empleando RT-qPCR,
que los genes mutados en J.XVI.20 y en H.Il.65 se expresan un 20% mas y
cuatro veces mas respectivamente, cuando BQ1 es cultivada en medio minimo
con Poly Lack en la fase estacionaria, que cuando se cultiva en medio LB. A pesar
de esto, la expresion relativa de estos genes no alcanzé valores de expresion

similares a la de los genes constitutivos gyrA y rpoB.
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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 Pstl 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.11.65 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.I1.65 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.Il.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. Introduccion

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 ultimos 20 anos. Representan una clase de polimeros que han encontrado
un gran desarrollo y utilizacion en la industria médica, automotriz y de
recubrimientos y pinturas. Los PUs pueden encontrarse en productos como
muebles, adhesivos, aislantes, materiales de construccion, fibras, pinturas,
barnices y colchones (Howard, 2002). Los PUs han remplazado en gran medida a
otros polimeros naturales como el caucho y el latex por su maleabilidad y
flexibilidad ademas de su gran resistencia a la degradacion por agua, aceite y
otros solventes (Howard, 2002). Los PUs son compuestos formados a partir de la
condensacion de polioles y poliisocianatos dando como resultado el enlace
uretano (enlace carbamato-NHCOO) (Fig. 1) (Dombrow, 1957).

Urethane bond
n 0—C —N—R—N—/—C=—/0

(Polyisocyanate) | 0 E 0
Polymerization | i
- :”.“ E : o
+ (R}IN—C oi( (}O-C— N
|
! i
n OH — R'—OH f | H :\ H
| P ——— -
Polyol . 1,
(Polyol) Isocyanate Polyol
segment segment

(Polyurethane Polymer)

Figura 1. Reaccion de sintesis del PU. Formacion de un PU tipico a partir de la unién de un
segmento de poliol y un poliisocianato. Se muestra la formacion del enlace uretano tras la
polimerizacién (Tomada de Gautam et al., 2007).

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).
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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 (Alvarez-Barragan, 2013).

El numero de substituciones y el espacio entre las cadenas permite que la
estructura del PU se presente de forma rigida o flexible. Los PUs rigidos se utilizan
como paneles para aislamiento térmico en construccion y para la fabricacion de
autopartes en la industria automotriz. Los PUs flexibles se utilizan principalmente
como espumas, elastomeros, adhesivos y selladores de alto rendimiento. Existen
ademas los PUs liquidos que son empleados como barnices, impermeabilizantes o

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

La produccién y consumo del PU ha ido en aumento desde su invencion debido a
la versatilidad y multifuncionalidad que presenta, pero a su vez, la cantidad de
desechos derivados de este polimero ha crecido de manera exponencial a través
de los afios. 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 duplicara llegando hasta

mas de 22 millones de toneladas. En México se producen mas de un millén de
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toneladas anuales de residuos plasticos, de las cuales sélo el 12% es recolectado
para su reciclaje. La produccion de PU en nuestro pais 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 categorias principales que son el reciclaje mecanico, el
reciclaje quimico, el reciclaje termoquimico y el reciclaje para recuperacion de
energia. Cada método posee caracteristicas que lo hacen particularmente util para
ciertas aplicaciones o requerimientos. El reciclaje mecanico implica un tratamiento
fisico generalmente de compresion para poder utilizar nuevamente el PU en otro
producto. El reciclaje quimico y el termoquimico implican la destruccion parcial o
total del compuesto utilizando sustancias quimicas o energia, respectivamente,
para volver a formar materia prima. El reciclaje para recuperacion de energia
consiste en oxidar las moléculas del PU para producir calor o combustibles
gaseosos (Mahmood et al., 2007). En cada una de estas categorias se encuentran
diferentes métodos de tratamiento. El reciclaje mecanico incluye los métodos de
prensa adhesiva y moldeo por compresion. El reciclaje quimico incluye la
hidrdlisis, la glicolisis y la amindlisis. El reciclaje termoquimico incluye la pirdlisis,
la gasificacion y la hidrogenacion. Mientras que el reciclaje para recuperacion de
energia incluye los métodos de combustion e incineracion (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, ademas, los métodos que involucran procesos
quimicos generan muchos compuestos gaseosos que dafian de forma
considerable el medio ambiente (Boutin et al., 2004). Por lo tanto, los tratamientos
para la degradacién del PU son ineficientes, costosos e incluso perjudiciales para

el ser humano y el planeta.

Desde hace algunos afos es conocido que el PS-PU puede ser atacado por
microorganismos como hongos y bacterias. Por lo que la biodegradacion de PUs
por microorganismos se ha empezado a estudiar mas ampliamente para conocer
como es que estos atacan a los PUs, con el objetivo de desarrollar tecnologias

que permitan la degradacion mas eficiente y amigable con el ambiente. En las
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ultimas 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 unica fuente de carbono y
nitrégeno (Nakajima-Kambe et al., 1995).

Hasta el momento se han reportado soélo cuatro genes que podrian 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 sdlido, sintetizado a partir de la
condensacion 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. coliy lograr
que esta bacteria degradara el compuesto poliuretanico (Nomura et al., 1998).
Esto implica que la capacidad de degradar el PU podria estar relacionada con una
sola proteina de tipo esterasa y, que a partir de la ruptura de los enlaces éster del
PU, la bacteria estaria utilizando las vias metabolicas constitutivas para degradar
los metabolitos secundarios de esa reaccion. Por otro lado, en P. fluorescens
también se descubrié una proteina de 48 kDa con actividad esterasa codificada
por el gen pueA que podria estar implicada en la ruptura de los enlaces éster del
PU (Stern y Howard, 2000). El mismo grupo de investigadores también se encargo
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 estan implicados en la degradacién 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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Figura 3. “PUase gene cluster” de Pseudomonas chlororaphis. Se presentan 7
genes que, se han propuesto, podrian estar implicados en la degradacién de PS-
PU. Los primeros tres genes corresponden a proteinas 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).

Los primeros tres genes del cassette son proteinas de transporte que forman parte
de la membrana celular. Los genes pueB y pueA, que codifican a las esterasas
que podrian estar atacando el PU, se encuentran separados por genes que
codifican serina-proteasas. Se ha propuesto que la actividad de cada una de estas
proteinas es necesaria para la degradaciéon de algunos PS-PU, aunque esto no ha
sido demostrado (Howard et al., 2007).

En otros estudios de biodegradacion de PUs, empleando otros organismos, se han
reportado actividades enzimaticas de tipo hidrolasa tales como esterasa, proteasa,
lipasa y ureasa, y de tipo oxidasa tales como lacasa que se ha sugerido podrian
estar involucradas en su degradacion (Loredo-Trevifio et al., 2011; Shibasaki et
al., 2009). Estas ultimas actividades se han estudiado principalmente en hongos y
no en bacterias. Hasta el momento no se han reportado mecanismos de
degradacion en los que participen estas actividades con excepcion 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 via para la degradacién 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 operon
que pareciera ser regulado por el propio PEG. El modelo supone que los dos
primeros pasos de la degradacién del PEG son realizados por una alcohol
deshidrogenasa y una aldehido deshidrogenasa, estas dos enzimas se encargan
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de oxidar el polimero y convertirlo en PEG-carboxilato en el espacio periplasmico.
Después, el PEG-carboxilato es internalizado hacia el citosol y transformado a
PEG-carboxil-CoA mediante la accién de una acil-CoA sintetasa. Ademas 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
periplasmico. La permeasa se localiza en la membrana interna y podria ser la
encargada de transportar moléculas pequefias de PEG o los metabolitos
producidos en el periplasma hacia el interior de la célula para ser degradados o
para activar la via de degradacion (Kawai, 2010) (Fig. 4).

Quter
membrane

Inner membranie

AraC-type PEG-carboxylate-CoA:GS
regulator & ey
/_ E I oxidaie GST
» - transposases
peg ——GalRtype —r
operon regulator with *

HU
PEG

Figura 4. Estructura de los genes en el operén implicado en la degradacion
del polietilenglicol (PEG) y su regulaciéon en Sphingopyxis macrogoltabida.
Operoén formado por 5 genes y un regulador transcripcional que parecieran ser
responsables de la entrada y degradacion del PEG. El operén esta regulado por
la misma molécula que degrada. Glutatién-S-transferasa (GST), Polietilenglicol-
alcohol deshidrogenasa (PEGDH), Polietilenglicol-aldehido deshidrogenasa
(PEG-AIDH) (Kawai, 2010).
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Con base en esta via de degradacion de polietilenglicol (PEG) podria proponerse
que, para la degradacidon de PE-PUs, seria necesaria la participacion de
deshidrogenasas que se encargarian de oxidar al polimero y convertirlo en un
carboxilato el cual podria posteriormente ser fijjado como PE-PU-carboxil-CoA
mediante la accién de una acil-CoA sintetasa, para luego ser procesado por el
metabolismo de la beta carboxilacion.
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3. Antecedentes

En 2002, nuestro laboratorio, en colaboracion con el Dr. M. Javier Cruz Gomez del
Departamento de Ingenieria Quimica, de la Facultad de Quimica, UNAM, se
comenzo un proyecto en el que se lograron aislar tres cepas bacterianas capaces
de utilizar un barniz de PU comercial, Hydroform®, como tnica fuente de carbono.
Las tres cepas fueron identificadas, por medio de un analisis del gen 16S
ribosomal, como miembros del género Alicycliphilus perteneciente a la familia
Comamonadaceae dentro del grupo de las p-proteobacterias (Oceguera-
Cervantes et al., 2007, Solis Gonzalez, 2008). La cepa BQ1 fue la que mejor
crecia en el medio con el PU, por lo que se ha trabajado desde entonces con ella.
Asimismo, se determind que el barniz Hydroform® contenia otros compuestos
ademas del PU, entre ellos la N-metil-2-pirrolidona (NMP) que actua como
disolvente y se demostroé que BQ1 era capaz de crecer en NMP como unica fuente
de carbono. En ese estudio también se demostré6 que BQ1 atacaba los enlaces
éster del PU y producia 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, sélo 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 aromaticos tanto en
condiciones 6xicas como andxicas. La cepa K601" es conocida principalmente por
su capacidad para utilizar el ciclohexanol como unica fuente de carbono y nitrato
como aceptor de electrones (Mechichi et al., 2003). En esta especie se han
reportado ademas, 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 K601™ (GCA_000204645.1)
han sido secuenciados y se ha realizado un analisis 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 K601'
no es capaz de utilizar el clorato como aceptor de electrones, en cambio utiliza el

nitrato para realizar esta funcién. Por otra parte la cepa BC no es capaz de utilizar
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el ciclohexanol como fuente de carbono mientras que K601' si. 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
sefalizadora 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 poblacién 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
K601" y BC no poseen esa capacidad (Moreno-Gonzalez, 2012). La secuenciacion
masiva de la cepa BQ1 esta en proceso y hasta el momento se posee un genoma
parcial organizado en 15 contigs.

Para identificar los genes de BQ1 que podrian estar implicados en la degradacion
del PU, en 2011 se adaptd el protocolo de mutagénesis al azar mediante la
insercion del transposon Mariner Himar1:Gm® empleando el plasmido suicida
pFac (Wong y Mekalanos, 2000) para BQ1 (Solis-Gonzalez, 2011). Este protocolo
sirvid6 para comenzar el desarrollo de un banco de mutantes de la cepa BQ1
generando 800 mutantes de novo. Posteriormente se modificO este protocolo
utilizando un transposén miniTn5 Sm™:KmR insertado en un plasmido suicida pUT
(De Lorenzo et al., 1990) (Fig. 5). Esto permitié la adicion de otras 1500 mutantes
al banco por parte de la M. en C. Julieta Solis Gonzalez y el Dr. José Alberto

Hernandez Eligio.
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Escherichia coli $17-1/pUT Alicycliphilus sp. BQ1 Nal®
(MIniTn5) Km® Conjugacion Yy

o IB37°C/24h

mj

Seleccién LB Nal29/Km30
37°C/24 h

(NaD

S

Mutantes BQ1 Nal®?/Km?R

Figura 5. Mutagénesis por transposicion. Conjugacion de Escherichia coli S17-1 con
Alicycliphilus sp. BQ1 con resistencia a acido nalidixico (Nal). E. coli S17-1 transfiere el
plasmido suicida pUT con el miniTn5 con resistencia a kanamicina (Km) a BQ1 y se realiza
la mutacién aleatoria en el genoma (Solis-Gonzalez, 2011).

Mientras se realizaban estos experimentos, el Hydroform® fue retirado del
mercado y en nuestro laboratorio se comenzé a utilizar otro barniz de PU marca
Poly Lack® de la compafiia Sayer Lack® para continuar con esta linea de
investigacion. El Poly Lack es un PU en el que también crece BQ1 y que esta
compuesto por un copolimero acrilico con enlaces uretano ademas de otros

compuestos en menor proporcion (Tabla 1).
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Tabla 1. Ficha técnica del barniz Poly Lack obtenida del fabricante

Compuesto Porcentaje en la mezcla
(%)
Copolimero acrilico/uretano <30
N-metil-2-pirrolidona <6
2-Butoxietanol <5
Dipropilenglicol butil éter <2
Dipropilenglicol monometil éter <1
Isopropanol <3
Silica <3

En nuestro laboratorio se demostrd, por espectrometria 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 sefial
del grupo éter en la longitud de onda de 1110 cm™ (Savin-Gamez, 2016). Se ha
demostrado que BQ1 es capaz de atacar al Poly Lack al observar por FTIR-S los
cambios en las sefales del PU que se afectan después de haber sido incubado
por 21 dias con esta bacteria, siendo los grupos amida, metilos y metilenos,
carbonilo, benceno y éter los mas afectados por la actividad de la bacteria (Savin-
Gamez, 2016). Dado que el Poly Lack es un poliéter-PU, el analisis de su
degradacion por BQ1 permitira ampliar las posibilidades de estudio en gran
medida ya que los enlaces éter son mucho mas dificiles de atacar debido a su
gran estabilidad. Asi, 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 identificacion 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 unica fuente de carbono.
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4. Hipotesis y objetivos

4.1 Hipétesis

La bacteria Alicycliphilus sp. cepa BQ1 mutada por el miniTn5 en alguno de sus
genes podra ser complementada con los mismos genes silvestres clonados en un
plasmido, indicando de esta forma que los genes mutados estan involucrados en
la capacidad de BQ1 de degradar el Poly Lack y utilizarlo como unica fuente de
carbono. Ademas, estos genes tendran una mayor expresion 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 transposicion.

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

carbono.
3. Identificar las clonas mutantes con una sola insercion del transposoén.
4. I|dentificar los genes que fueron afectados por la insercidén del transposon.

5. Analizar bioinformaticamente el contexto genomico de las mutantes
identificadas en BQ1 y compararlo con las secuencias de los genomas de
las cepas K601"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
geénicas correspondientes.

7. Realizar un analisis de la expresion de los genes identificados en medio
con Poly Lack, para determinar si son inducibles.
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6. Metodologia

6.1 Cultivos

Se utilizaron los medios de cultivo LB con antibiotico, 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 descomposicion colectadas en un basurero y seleccionandolas en medio
con Hydroform, un barniz de PS-PU. Posteriormente fueron cultivadas en Poly
Lack, un barniz de PE-PU y de alli se generaron gliceroles para almacenar a -70
°C (Anexo Il) Para producir los cultivos bacterianos se agregaron 5 uL del stock en
un tubo con 5 mL de medio LB y se cultivo a 37 °C durante toda la noche. Al dia
siguiente se tomo6 una azada del cultivo y se sembré en medio LB sdlido para
obtener colonias aisladas. Este protocolo se utilizé siempre que fue requerida una
colonia aislada para cultivo.

6.2 Mutagénesis por transposiciéon

Se utilizo el protocolo de mutagénesis por transposicién desarrollado en el
laboratorio (Solis-Gonzalez J. y Hernandez-Eligio J. A., 2013, no publicado). Para
ello se realiz6 una conjugacion entre una cepa S17-1 de E. coli conteniendo el
plasmido pUT que a su vez contiene el minitransposén Tn5 con resistencia a
kanamicina (Km 30 mg/mL), y una cepa de Alicycliphilus sp. BQ1 con resistencia a
acido nalidixico (Nal 20 mg/ mL), desarrollada en el laboratorio por Julieta Solis-

Gonzalez.

1. Se inocularon cada una de las cepas que se emplearian para la
conjugacion en tubos individuales con 5 mL de LB conteniendo el respectivo

antibiotico. Se incubd durante toda la noche a 37 °C.

2. Al dia siguiente se transfirieron los 5 mL de cada cultivo a un matraz
conteniendo 20 mL de LB con el antibiotico apropiado y se incubaron nuevamente
a 37 °C hasta que los cultivos alcanzaran una densidad optica a 600 nm de 1.0.

3. Una vez alcanzada esta densidad optica, se transfirié el contenido de cada
matraz a un tubo de centrifuga estéril y se centrifugé a 7,000 x g durante 7 min.
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4. Se desecho el sobrenadante y se lavé cada paquete celular dos veces con
10 mL de MgSO4 10 mM.

5. Después del ultimo lavado, se desecho el sobrenadante y se resuspendio
cada pastilla en 1 mL de MgSO4 10 mM.

6. Se mezclaron los cultivos en una proporcion 1:3 (donadora:receptora) sobre
una caja con LB sélido y se distribuyeron con perlas de vidrio estériles. Se incubd
la caja a 30 °C por 24 h.

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

empleando una varilla de vidrio flameada al mechero.

8.  Se plaquearon alicuotas de 200 pL sobre cajas de LB Km*® Nal®® 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 Km*® Nal*® y se incubaron a 37 °C por 48 h.

10. Después de la incubacion se probaron las colonias en MM-Poly Lack. Se
sembrd una réplica en MM-malato, una en MM-NMP y una en LB Km*® Nal®® 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 Km* Nal?®, pero que no crecieran en MM-Poly Lack. Se
almacenaron en LB con 20% de glicerol a -70 °C.

6.3 Identificacion del sitio de insercidon del trasposén

Para identificar el sitio de insercién del transposén en las mutantes se
realizo la extraccion del DNA gendmico de las bacterias para después ser digerido
con Pstl. Esta enzima se utilizé ya que el miniTnS 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 transposdén completo con la secuencia del genoma
unida. Los fragmentos fueron clonados en el plasmido pBluescript que permite la
a-complementacion para llevar a cabo la seleccion de clonas con inserto. La clona

conteniendo el fragmento con el trasposén fue seleccionada por la resistencia a
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kanamicina presente en el transposén. Una vez obtenidas las clonas con los
fragmentos donde se inserto el transposon, se secuenciaron utilizando un oligo
que amplifica a partir de una regién interna del miniTn5 hacia la region externa del

mismo.

6.3.1 Extraccion de DNA genémico

Se utilizdé un protocolo modificado en nuestro laboratorio (Ausubel et al.,
1997).

1. Se inocul6 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 agitacion
vigorosa. Al dia siguiente se inocularon los 5 mL en 20 mL de medio LB. Se

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

2. Se centrifugd el cultivo en 4 tubos eppendorf de 2 mL en una
microcentrifuga (2 mL cada vez, tres veces) a 10,000 x g a 4 °C durante 3 min
cada vez. Se resuspendio 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 volvio a
centrifugar y se desecho el sobrenadante.

3. Se adicionaron 504 yL de TE a cada tubo y se resuspendieron con vortex
para incorporar el pellet completamente. Se agregaron 40 pL de lisozima (50
mg/mL, recién preparada) y 9 yL 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 ug/uL, RNAsa=1 ug/uL).

4. Se agregaron 30 pyL de SDS al 10% y se incubaron a 37 °C por 30 min
agitando regularmente. Se observo la formacion de un agregado viscoso blanco
que indicaba que las células se habian lisado.

5. Se agregaron 6 pL 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
pg/uL). Se puso a calentar el CTAB/NaCl (CTAB 10% en NaCl 0.7 M) a bafio
Maria a una temperatura de 65 °C.
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6. Se adicionaron 100 yL de NaCl 5 M, se agité exhaustivamente por 30 s y se

incubaron a 65 °C por 10 min.

7. Se agregaron 80 uL de la solucion CTAB/NaCl pre-calentada y se incubaron
por 20 min hasta que se observo la formacion de un precipitado blanco. Se tomo el
sobrenadante cuidadosamente, se midié y se paso a tubos limpios.

8. Se adiciono 1 volumen de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (780
bL). Se agitd en vortex por 5 min y se centrifugé 5 min a 14,000 x g a 4 °C.

9. Se agregd 1 volumen (780 pL) de cloroformo:alcohol isoamilico (24:1). Se
agité vigorosamente en vortex por 2 min y se centrifugé por 10 min en una

microcentrifuga a 10,000 x g a temperatura ambiente.

10. Se tomo la fase acuosa cuidadosamente y se pas6 a un tubo nuevo. Se
adicionaron 0.6 volumenes de isopropanol. Se agito el tubo por inversion (incubar
unos minutos a temperatura ambiente). Se centrifugd a 10,000 x g durante 10 min

a temperatura ambiente.

11.  Se retird el sobrenadante sin perder el pellet. Se lavo el pellet dos veces
con 500 pL de etanol al 70% frio. Se centrifugd 5 min a 14,000 x g entre cada
lavado y se decanté completamente. Se dejo abierto el tubo y se invirtié sobre un
papel absorbente o se colocd frente al mechero para que se secara. Se
resuspendio en 100 pyL de agua inyectable estéril.

12. Se corrié una alicuota en un gel de agarosa al 1% para confirmar la

presencia de DNA gendmico y la calidad del mismo.

13. Se leyo la absorbancia de una alicuota a 230, 260 y 280 nm. La relacion
Aos0/A2go debio ser de 1.7-2.0 y la relacion Agzeo/Az30 debid ser mayor de 1.5.

6.3.2. Digestion de DNA gendémico y clonacion los fragmentos

1. Una vez extraido el DNA se digirid6 con la enzima Pstl. Se montaron
reacciones de 40 pL con 4 pL de buffer para la enzima de restriccion 10Xy 0.5 yL
de enzima (5 U/uL) para digerir aproximadamente 1 uyg de DNA gendmico

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

2. Se llevd a cabo la ligacion de los fragmentos en pBluescript (Anexo lll),
probando varias relaciones plasmido:inserto 1:1, 1:3 y 1:5 para determinar cual era
la mejor. Se emplearon 100 ng de plasmido con las cantidades de DNA gendmico
digerido correspondiente para las relaciones plasmido:inserto. Esta reaccion se
llevé a cabo en un total de 10 pL conteniendo 1 yL de buffer 10X 'y 0.5 de enzima
DNA ligasa T4. Se realizé a 16 °C durante toda la noche. Todo el volumen de
reaccion fue utilizado para la transformacion de células competentes de E. coli
DH5a (Anexo 1V). Después el plasmido fue extraido por miniprep (Anexo V) y

secuenciado.

6.3.3 Secuenciacion de las muestras

Las muestras de DNA plasmidico con el inserto de interés se secuenciaron
en la Unidad de sintesis y secuenciacion de DNA del Instituto de Biotecnologia
(IBT) de Ila UNAM. Para ello se emple6 el primer TnS51rev
(CTCTTGATCAGATCTGGCC) que amplifica a partir de una region interna del

miniTn5 hacia la region externa del mismo.

6.4 Determinacion del numero de inserciones del transposén 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 utilizé el DNA extraido de las
mutantes confirmadas en los distintos medios de cultivo y el DNA de la cepa BQ1
silvestre. Se tomaron 5 ug de DNA de cada una de ellas y se digirieron con Pstl
durante toda la noche de acuerdo a lo descrito en el punto 6.3.2. Al dia siguiente
se corrio 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 Pstl como control negativo.
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2. Después de la electroforesis el gel se enjuagd con agua destilada en una
bandeja. Se retird6 el agua y se agrego la solucion desnaturalizante (1.5 M
NaCl/0.5 M NaOH) hasta cubrir el gel, se dejo en agitacion leve durante 30 min a

temperatura ambiente.

3. Pasado el tiempo, la solucion se retird y el gel se volvio a enjuagar con
agua destilada. Se agrego6 la solucion neutralizante (1.5 M NaCl/0.5 M Tris-HCL
pH 7.2/ 1 mM EDTA) hasta cubrir el gel, se dejé en agitacion leve durante 15 min a

temperatura ambiente. Este paso se repitié una vez mas.

4. El gel se depositd sobre un soporte colocado dentro de un refractario de
vidrio el cual contenia solucién de transferencia SSC 20X. Entre el gel y el soporte
se coloco un puente de papel Wathman 3MM® humedecido con SSC 20X. Sobre
el gel se coloco la membrana de nylon cargada positivamente (Hybond™ -N+ de
Amersham LIFE SCIENCES®) con las mismas dimensiones que el gel,

asegurandose de que no quedaran burbujas.

5. Sobre la membrana se colocaron tres laminas de papel Whatman 3MM de
las mismas dimensiones del gel y humedecidas con la solucion de transferencia.
Se colocd una torre de papel periddico de aproximadamente 12 cm de altura y
sobre ésta se colocod una placa de vidrio y un peso de mas de medio kilo. La
transferencia se dej6 toda la noche a temperatura ambiente.

6. Terminada la transferencia se retiraron los componentes con cuidado. La
membrana se enjuagd con 50 mL de SSC 2X para eliminar cualquier rastro de
agarosa. Finalmente la membrana se colocé en papel absorbente humedecido con
NaOH 0.4 M para fijar el DNA durante 20 min a temperatura ambiente. Terminado
este tiempo se enjuagd en 50 mL de SSC 5X por 40 s.

6.4.2 Sintesis y marcaje de la sonda

1. Se realizé un PCR, previamente optimizado, de la regién del transposon
(Solis-Gonzalez, 2011) flanqueada por los primers
Tn50(GGCCGCACTTGTGTATAAG) y Tn51(GGCCAGATCTGATCAAGAG) vy
empleando como molde el plasmido pUT-miniTn5 (De Lorenzo et al., 1990). La
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reaccion de PCR se realizd con un nucledtido marcado radioactivamente con 2P

([a-”P]-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 reaccion de PCR para amplificacion de la sonda

Reactivo

Cantidad de reactivo

Buffer de la enzima 5X 3 UL
Mix dNTP’s 10 mM 0.75 L
([a-**P]-dCTP 10 mCi/mL 0.25 uL
Primer Forward 10 yM 1L
Primer Reverse 10 uM 1L
DNA molde (200 ng/uL) 1L
Enzima Phusion 5U/uL 0.2 uL
H»0 7.8 uL
Volumen final 15 puL
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Tabla 3. Programa de la PCR para la amplificacién de la sonda

No. de ciclos Etapa Temperatura Tiempo
1 Inicio de la reaccion 98 °C 1 min
Desnaturalizacion 98 °C 30s
35 Alineamiento 60 °C 30s
Extension 72°C 1 min
1 Extension final 72°C 5 min

6.4.3 Hibridacion tipo Southern Blot

1. La membrana se colocé enrollada cuidadosamente dentro de una botella de
hibridacion y se agregaron 0.1 mL de solucion de prehibridacion (fosfato de sodio
0.5 M pH 7.2, EDTA 1 mM pH 8.0, SDS 7% p/v, BSA 1% p/v) por cada cm? de la
membrana. La botella se cerré perfectamente y se colocé dentro de un horno de
hibridacion (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 mas. Posteriormente se le agrego al tubo de
hibridacién todo el volumen de reaccion de PCR de la sonda desnaturalizada
convirtiendo la solucion de prehibridacion en solucion de hibridacién. La botella se

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

3. Después de este tiempo de incubacion, la solucidn de hibridacion
conteniendo la sonda radioactiva se retir6 cuidadosamente y se coloc6 en un tubo
Falcon de 50 mL. El tubo cerrado y sin fugas se guardo en el congelador dentro de

una caja de acrilico. La membrana se lavé con 15 mL de la solucién de lavado 1
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(SSC 2X/SDS 0.5%). Se volvio a colocar en el horno de hibridacion incubando con

rotacion durante 20 min a temperatura ambiente.

4. Después de este tiempo la solucion del primer lavado se desechd en un
contenedor para material radioactivo y se agregaron 15 mL de la solucion de
lavado 2 (SSC 2X/SDS 0.1 %). Nuevamente se coloco en el horno incubando con

rotacion durante 20 min a temperatura ambiente.

5. Terminado el segundo lavado la membrana se retiré del tubo y se coloco
sobre una hoja de acetato para monitorear la cantidad de radioactividad presente y
buscar sefales correspondientes a hibridaciones especificas. Si la membrana aun
contenia demasiada radioactividad, lavar nuevamente en el tubo de hibridacion
agregando 15 mL de la solucién de lavado 3 (SSC 0.1 X/ SDS 0.1%) e incubando

con rotacion en el horno de hibridacion otros 20 min a temperatura ambiente.

6. Finalmente la membrana se cubrié con un trozo de Kleen Pack y se expuso
a una pantalla intensificadora (BioRad®) durante toda la noche. Al dia siguiente la
pantalla se coloco en el equipo Phosphor Imager (BioRad®) utilizando el software
Quantity One y la aplicacion Personal FX para visualizar el resultado. Las
membranas, después de exponerse, fueron guardadas en el congelador dentro de

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

6.5 Analisis bioinformatico 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 Pstl y la secuencia correspondiente a cada una de las regiones del
DNA genomico donde se insertd el transposén, para cada mutante. La
identificacion de los genes donde se insertd el transposén se realizd en dos
partes. Primero se hizo una busqueda en la base de datos del NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov) con un tBLASTx en donde se encontro el gen
correspondiente a la secuencia en los genomas de Alicycliphilus denitrificans BC y
K601". Una vez identificado el gen donde cayd el transposén, se empled esa
secuencia para identificar el contig del genoma de BQ1 que lo contenia. Esto fue
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realizado por el Dr. Miguel Angel Cevallos y el Dr. Luis Lozano del Centro de
Ciencias Gendmicas (CCG) de la UNAM quienes estaban a cargo de la
secuenciacion 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 analizo el
contexto genomico, identificando con el programa ApE, los posibles ORFs. Con
esta informacion se busco, en la base de datos del KEGG (www.genome.jp/kegg),
la funcidon enzimatica y la ruta metabdlica a la que pertenecian las proteinas

codificadas por los genes mutados.

Para identificar los posibles promotores y terminadores transcripcionales en las
secuencias de interés se utilizaron herramientas bioinformaticas. Para la
identificacion de promotores se utilizo el programa Neural Network Promoter
Predictor de la Universidad de California en Berkeley
(http://www fruitfly.org/seq_tools/promoter.html) y para la identificacion de
terminadores se utiliz6 el programa Arnold de la Universidad de Paris-Sud
(http://rna.igmors.u-psud.fr/toolbox/arnold/).

6.6 Complementacion génica de las mutantes.

A partir del analisis bioinformatico de las clonas mutantes aisladas
incapaces de crecer en medio MM-Poly Lack, se determinaron los contextos
genomicos de las mismas para poder disefiar la estrategia a desarrollar para la
complementacion génica y el analisis cuantitativo de su expresion. Con ello fue
posible la amplificacion de los fragmentos de DNA necesarios para complementar
a las mutantes. Estos fragmentos se clonaron en el plasmido pBBR1MCS-5.

6.6.1 Caracteristicas del plasmido pPBBR1MCS-5

El plasmido pBBR1MCS-5 es un vector que permite la clonacion de
fragmentos en B-proteobacterias y puede transferirse por conjugacion. Tiene un
tamafo de 4,768 pb y contiene el gen de resistencia a gentamicina como
marcador de seleccion. Ademas de esto posee un sitio multiple de clonacion

(MCS) con secuencias para diversas enzimas de restriccidon y el promotor /ac para
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controlar la expresion del fragmento clonado. Contiene también la secuencia que
codifica el fragmento del péptido a que permite la a-complementacién de la cepa
AM15, un gen que permite la formacion del canal de conjugacion (mob) y otro que
potencia la transcripcion del gen mob (rep) (Kovach et al., 1995). Para que la
conjugacion se lleve a cabo es necesario que el plasmido se encuentre en una
bacteria que contenga las funciones RP4 de transferencia, en este caso en

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

mob
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Figura 6. Mapa genético del plasmido conjugativo pBBR1MCS-5.
Se observa el gen de resistencia a gentamicina (GmR), un gen que
permite la formacion del canal de conjugacion (mob), otro que potencia
la transcripcion del gen mob (rep) y el MCS con las secuencias para
diversas enzimas de restriccion. El promotor /ac, que no se muestra en
esta imagen, se localiza en la regidon 5’ upstream al MCS (Kovach et al.,
1995).

El gen clonado en el MCS puede ser expresado siempre y cuando la bacteria
receptora sea capaz de reconocer al promotor /ac. Después de realizar una

busqueda de la secuencia del promotor lac en Alicycliphilus denitrificans cepa BC
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y K601T, no se encontré una secuencia de promotor con valores de identidad
superiores al 30%, por lo que supusimos que el Plac quiza no seria reconocido por
Alicycliphilus sp. BQ1, por lo que se decidi6 realizar la clonacion de los genes para
las complementaciones con sus propios promotores con el fin de garantizar la
expresion de los mismos. El pBBR1MCS-5 con su respectiva construccion fue
transferido por conjugacion en las mutantes de Alicycliphilius sp. BQ1
correspondientes para lograr su complementacion génica (6.6.5).

6.6.2 Diseio de oligos y amplificacion de las secuencias a clonar para las
complementaciones

Todos los oligos que se emplearon en este trabajo se disefiaron analizando
el contexto gendmico de los genes mutados en BQ1. Se utilizé 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 K601" para asegurar que fueran especificos de la region
génica que se requeria amplificar. Fueron sintetizados con los sitios de restriccion
correspondientes a las enzimas que se requerian para realizar las construcciones.
Ademas se agregaron el numero de pares de bases que Promega®
(https://worldwide.promega.com) recomienda que contengan los fragmentos
obtenidos por PCR para poderse digerir correctamente. Los oligos disefiados para
amplificar los diferentes genes de interés se presentan en la Tabla 4.
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Tabla 4. Oligos disefados para la amplificacion de los diversos genes a

complementar en las mutantes de BQ1 incapaces de crecer en Poly Lack

CoA- AAA-CTCGAG-
Xhol 64 °C
prom-fwd ACTGCTCCTCCACCAGGCACGACAGAA
CoA- AA-AAGCTT-

Hindlll 63 °C
prom-rev GGTCTGTGGGCAGTCTAGACTTGCAAATTC
CoA-gen- AA-AAGCTT-

Hindlll 64 °C

fwd GCGGATTGACTTCCCCCACCTCCCGAGGGA
CoA-op- AA-ACTAGT-
Spel 64 °C
rev GATTGCGGTTGCCACATGGCGGTTTTCGGC
Fwd-
AAA-AAGCTT-
ACAD- Hindlll 64 °C
AACAAGCGACTGGGCCAGCCCGTGATC
PromHip
Ind-prom- AAA-CTCGAG-
Xhol 62 °C
fwd AGCCTTGCGAAAGTTCAGCATGTAGAAT
Ind-prom- AA-AAGCTT-
Hindlll 61°C
rev GGATTTTTCCATTTCCAGCCACACTCCG
Ind-gen- AA-AAGCTT-
Hindlll 62 °C
fwd GACCCATCTTCCAGGGACTGAGAAGCC
AA-ACTAGT-
Ind-op-rev Spel 64 °C
GCATTCCTTGCCTTGCTGTGCGAGA
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Indol AAA-AAGCTT-
Hindlll 64 °C
s/prom TGGCGTGAAGGCCGAGGAAGTGGCC
Glu-op- AAA-CTCGAG-
Xhol 63 °C
fwd CAACGTAGGCTTCCAGAATCGGTGTTGGT
Glu-op- AA-AAGCTT-
Hindlll 63 °C
rev GAGACGCGCTGATGCTCACAAAAATAGA

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

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

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

Tm y los tiempos de extension se variaron de acuerdo al tamafo esperado del

amplicon (Tabla 6).

Tabla 5. Mezcla de reacciéon de PCR para amplificacion de los

fragmentos a clonar

Reactivo

Cantidad de reactivo

Buffer de la enzima 5X 2L
MgCl2 50 mM 0.2 uL

Mix dNTP’s 10 mM 0.5 L
Primer Forward 10 yM 0.5 L
Primer Reverse 10 uM 0.5 L
DNA genomico (200 ng/uL) 0.5 L
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Enzima Phusion 5U/uL 0.2 uL
DMSO 0.3 L

H20 5.3 yuL
Volumen final 10 pL

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

fragmentos a clonar

No. de ciclos Etapa Temperatura Tiempo
1 Inicio de la reaccion 98 °C 1 min
Desnaturalizacion 98 °C 30s
35 Alineamiento 58,61y 64 °C 30s
Extension 72°C 1 a 3:30 min
1 Extension final 72°C 10 min

6.6.3 Clonacion de los amplicones en el plasmido pBBR1MCS-5 para la
complementacion

Se realizé el mismo protocolo de minipreparaciéon que aquel usado para
pBluescript en el inciso 6.3.2 (Anexo V). Pero para pBBR1MCS-5 se utilizé la
gentamicina (Gm 20 mg/mL) como antibiético de seleccion. Una vez extraido el
plasmido pBBR1MCS-5 vy, por otro lado, habiendo purificado los amplicones de
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interés con el kit de purificacion de PCR de la marca Thermo Scientific®, se
digirieron con las enzimas Xhol, Hindlll y Spel de acuerdo al fragmento que se
necesitara digerir. Estas reacciones se llevaron a cabo en 10 yL conteniendo 1 L
de buffer 10X y 0.2 pyL de la enzima correspondiente (10 U/pL), para digerir 500 ng
de DNA. Las digestiones se realizaron durante 5 h a una temperatura de 37 °C.

6.6.4 Ligacion de los fragmentos amplificados en pPBBR1MCS-5

La ligacion de los fragmentos se llevd a cabo con una relacion
plasmido:inserto 1:3 en concentracion molar utilizando 100 ng de DNA plasmidico
con la relacion en ng de inserto correspondiente dependiendo del tamafio del
fragmento que se requeria ligar. Estas reacciones se llevaron a cabo en 10 yL de
reaccion final conteniendo 1 pL de buffer 10Xy 0.2 yL de DNA ligasa T4 (5 U/uL).
Se realizé a 22 °C durante una hora o a 16 °C durante toda la noche para tener

una mejor eficiencia de ligacion.

Después de la ligacion se llevo a cabo la transformacion (Anexo IV) en una
cepa de E. coli DH5a. Se comprobd que el plasmido pBBR1MCS-5 contenia
inserto al observar la coloracion blanca de las colonias. Esta coloracion implica
que el péptido alfa, que se encuentra en el plasmido, no pudo complementar la 3-
galactosidasa de E. coli DH5a que no tiene el fragmento del péptido alfa. Al no
producirse la formacién de la B-galactosidasa no se lleva a cabo la hidrélisis del X-
gal, que es un analogo de la lactosa, pero que al hidrolizarse produce una
coloraciéon azul en las bacterias. Al encontrarse interrumpida la secuencia del
péptido alfa en el plasmido 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 plasmido y transformado en la bacteria. Ademas, para asegurar la clonacion
correcta de los fragmentos, en todas las clonaciones se analizaron las
construcciones conteniendo los genes de interés digiriéndolas con las enzimas de
restriccidon correspondientes para liberar el fragmento clonado. Esto permitié
asegurar que el plasmido contenia el fragmento de interés. Estas construcciones
se emplearon para transformar (Anexo 1V) a E. coli S17-1 que posteriormente fue

utilizada en la conjugacion.
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6.6.5 Conjugacion de las células S17-1 con los plasmidos conteniendo los
genes para la complementacién 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 tenian los plasmidos con las construcciones conteniendo los
genes para complementar a las mutantes, en tubos individuales con 5 mL de LB
conteniendo el respectivo antibidtico (Km*® para las mutantes y Gm?® para E. coli

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

2. Al dia siguiente se transfirieron los 5 mL de cada cultivo a un matraz de 125
mL conteniendo 20 mL de LB con el antibiético apropiado y se incubaron
nuevamente a 37 °C hasta que los cultivos alcanzaron una densidad 6ptica 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 O&ptica

simultaneamente.

3. Una vez alcanzada esta densidad optica, se transfirié el contenido de cada
matraz a un tubo de centrifuga estéril y se centrifugé a 7,000 x g durante 7 min.

4. Se desecho el sobrenadante y se lavé cada paquete celular dos veces con
MgSO, 10 mM.

5. Después del ultimo lavado, cada pastilla se resuspendié en 1 mL de MgSO,4
10 mM.

6. Se mezclaron los cultivos en una proporcion 1:3 (donadora:receptora) sobre
una caja con LB solido y se distribuyeron con perlas de vidrio estériles. Se incubo
la caja a 30 °C por 24 h.

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

empleando una varilla de vidrio estéril, flameada al mechero.

8.  Se plaquearon alicuotas de 200 pL sobre cajas de LB Km*®* Gm? 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 Km*® Gm?® y se incubaron a 37 °C por 48 h.

10. Después de la incubacion se probaron las colonias en MM-Poly Lack,
sembrando réplicas en MM-malato y LB Km*®* Gm?® 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 Cuantificacion del crecimiento bacteriano por oximetria

El medio minimo liquido 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 6ptica. Por lo tanto, se empled una técnica
para medir el consumo de oxigeno del cultivo a través del tiempo lo cual esta
correlacionado con el crecimiento bacteriano. Para esto se desarroll6 el siguiente

protocolo:

1. Se tomo6 una colonia de BQ1 silvestre y se inoculo6 en 5 mL de LB,
cultivandose a 37 °C, con agitacién, durante toda la noche.

2. Al dia siguiente se transfirieron 0.4 mL de este cultivo a un tubo de ensayo
conteniendo 5 mL de LB con el antibiotico apropiado y se incubaron nuevamente a

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

3. Una vez alcanzada esta densidad 6ptica se inoculd la cantidad de cultivo
necesaria para tener una densidad éptica de 0.1 en un matraz conteniendo 30 mL
del medio en el que se queria 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 oxigeno por unidad de tiempo se
colocd 1 mL de la muestra en la cubeta que esta en contacto con el electrodo del
equipo (YSI MODEL 5300, Biological Oxygen Monitor y Oxygen Probe Service Kit)
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incubandose con agitacion de 40 rpom y temperatura constante de 37 °C durante 5

min.

5. En este tiempo se obtuvo una pendiente que corresponde al consumo de
oxigeno (nanoatomos) de la muestra por unidad de tiempo (minutos). Los

nanoatomos corresponden a hanogramos de oxigeno molecular.

6. Se realizaron los calculos necesarios para obtener una medida de
nanoatomos de oxigeno consumidos por min considerando el consumo de durante
5 min. Siguiendo la misma metodologia se observo el consumo de oxigeno 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 oxigeno a través del tiempo en cada uno de los cultivos.

6.8 Analisis de la transcripcion de los genes involucrados en la degradaciéon
del PU y genes aledaios
6.8.1 Extraccion de RNA

Se utiliz6 un protocolo basado en la purificacidn del RNA por reactivo
TRIzol® de la marca Life Technologies®.

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

2. Al dia 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 optica 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 °C durante diferentes tiempos. Un matraz
de LB al 20 % se incub6 durante 8 horas (fase logaritmica) y el otro durante 18
horas (fase estacionaria). Un matraz de Poly Lack al 0.15% se incubé durante 9
horas (fase logaritmica) y el otro durante 19 horas (fase estacionaria). El

desfasamiento de una hora se realiz6 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 observo que en el medio con Poly Lack el crecimiento tardaba una
hora mas 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 anadieron 0.75 mL de reactivo TRIzol® a cada tubo. Se lisaron las

células por pipeteo durante 1 min.

7. Se centrifugé a 12,000 x g por 10 min a 4 °C. Se removi6 la capa que quedd

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

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

para permitir la completa disociacion de los complejos nucleoproteicos.

9. Se afiadieron 0.2 mL de cloroformo por cada mL de reactivo TRIzol®. Se
mezclo el tubo vigorosamente durante 1 min y se incubd durante 3 min mas a

temperatura ambiente.

10. Después se centrifugd a 12,000 x g por 15 min a 4 °C. Se removio la fase

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

11.  Se afadieron 0.5 mL de isopropanol por cada mL de TRIzol® usado en la
homogeneizacion. Se incub6 a temperatura ambiente por 10 min y se centrifugo a
12,000 x g por 10 min a 4 °C.

12.  Se removio el sobrenadante, se lavod el pellet con 1 mL de etanol al 70% y
se centrifugd a 7,500 x g por 5 min a temperatura 4 °C. Se descarto el
sobrenadante.

13.  Se dej6 secar durante 10 min en la campana y se resuspendi6 el pellet en 1
mL de agua destilada estéril libre de nucleasas y se alicuotaron en muestras de 50
uL.
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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 tomo6 una alicuota de 50 yL con 5 pg de
RNA 'y se les anadieron 5 U de DNAsa diluida en 5 pL de buffer de la enzima 10X
(40 mM Tris-HCI, 6 mM MgCl2, 10 mM NaCl, 2 mM espermidinay 10 mM DTT). Se
incubaron a 37 °C durante 15 min exactos. Para inactivar la DNAsa se colocaron
las muestras a 65 °C durante 10 min mas. Se corrié un gel de agarosa para checar
la preparacion de RNA (Anexo V). Una vez observada la calidad del RNA se
realizé la sintesis de cDNA inmediatamente para evitar la degradacion de las

muestras.

6.8.2 Sintesis de cDNA

Para realizar la sintesis de cDNA se utilizé el protocolo del kit de Thermo
Scientific® que se describe a continuacion. Se obtuvo cDNA a partir del RNA
extraido de tres cultivos biologicos independientes de BQ1.

1. Se afiadio 1 pyL de primers aleatorios (100 uM) y agua estéril libre de

nucleasas por cada 5 pg de RNA de muestra para alcanzar 12 L totales.

2. Como el RNA de Alicyliphilus sp. BQ1 es rico en GC, se mezclo
suavemente, se centrifugé brevemente y se incub6é a 65 °C durante 5 min. Se
enfrid en hielo, se hizo un spin rapido para bajar la muestra y se volvioé a colocar

en el hielo.

3. Después se anadieron 4 uL de buffer de reaccion 5X, 1 uL de inhibidor de
RNasa RiboLock (20 U/pL), 2 yL del mix de dNTP (10 mM) y 1 yL de transcriptasa
reversa RevertAid H Minus M-MuLV (200 U/uL) para obtener un volumen final de
reaccion de 20 L.

4. Se mezclo suavemente y se centrifugd. Se incubd por 5 min a 25 °C
seguido por una incubaciéon de 60 min a 45 °C.

5. Se termind la reaccién calentando a 70 °C por 5 min y se guardaron las
muestras a -20 o -70 °C dependiendo del tiempo de almacenamiento que se

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

Se realiz6 la reaccion de PCR para amplificar las regiones intergénicas e
intragénicas de todos los genes que se encontraban en la misma direccion y
adyacentes a los genes que fueron mutados por el miniTn5. Se utiliz6 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 transcribian como policistrones 0 monocistronicamente.

La temperatura de alineamiento de todos los oligos fue de 62.5°C de
acuerdo a la Tm calculada. Los tiempos de extension se variaron de acuerdo al

tamano esperado del amplicon. La mezcla de reaccion se describe en la Tabla 7.

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

Reactivo Cantidad de reactivo
Buffer de la enzima 10X 1L
MgCl2 25 mM 1L
Mix dNTP’s 10 mM 0.5 L
Oligo Forward 10 yM 0.5 uL
Oligo Reverse 10 yM 0.5uL
cDNA molde (200 ng/uL) 0.2 uL
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Enzima Taq 10 U/uL 0.25 uL
DMSO 1L

H.0 4.45 pL
Volumen final 10 pL

Tabla 8. Programa de la PCR para la amplificaciéon de los fragmentos

intergénicos e intragénicos con cDNA como molde

No. de ciclos Etapa Temperatura Tiempo
1 Inicio de la reaccion 94 °C 1 min
Desnaturalizacion 94 °C 30s
35 -40 Alineamiento 62.5°C 30s
Extension 72°C 20 s a2 min
1 Extension final 72°C 10 min

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

utilizados en las distintas reacciones, se encuentran descritos en la Tabla 9.
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Tabla 9. Oligos disefiados para el analisis de RT-PCR y RT-qPCR

ACAD-1Fwd AGGAACTGCGCTACTTCGACTATT 56 °C
ACAD-1Rev Al GGAAAAATACGCCGACTCGC 55 °C
ACAD-2.1Fwd ACCGCCTGGAATCACTGTTGAA 56 °C
ACAD-2.1Rev A AACACTTCCTCGTACTTGGGGTT 55 °C
ACAD-3.1Fwd ATGATCAAGCAACTGATGGCGGGC 58 °C
ACAD-3.1Rev A9 GTAGTTCTGGGCCTGGGCAGG 57 °C
ACAD-4Fwd ATGGTTCGAGACCCATTACCC 55°C
ACAD-4Rev A GCCTGCTCCTCGTGGAAGATGG 58 °C
ACAD-6Fwd TTCGCATTGAACGAAGAGCA 55°C
ACAD-6Rev A CGCCATTTCCTTCCACAGCCG 58 °C
IGPS-1Fwd AACTCATGCACGGCAAGACC 55°C
IGPS-1Rev ; ATGGAAAGCGAGTGGTAGCGGTT 58 °C
IGPS-2Fwd GAGCACCGCGAGATATTCCAT 56 °C
IGPS-2Rev & TCGCCGATGGTCTCCTTCTTCA 58 °C
IGPS-3Fwd AGGAACTGCGCTACTTCGACTATT 58 °C
IGPS-3Rev N GGAAAAATACGCCGACTCGC 55 °C
IGPS-4.1Fwd ACCGCCTGGAATCACTGTTGAA 56 °C
IGPS-4.1Rev “ AACACTTCCTCGTACTTGGGGTT 55 °C
IGPS-5Fwd 5 CCGTCATCTTTCCCCCGAAGC 57 °C
IGPS-5Rev CTTGAAGATGTTCTGCAGCGACGG 58 °C
GGT-1Fwd GCGTCAGCAAGGCCTTCACCAAG 58 °C
GGT-1Rev e ACTCCAGGGAGATCTTGTGCT 55 °C
GGT-2Fwd TACAACGCCGACATCGATCACAT 57 °C
GGT-2Rev G2 GTTGGACTGGATGAACGAGACCA 56 °C
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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
amplificacion primero de los fragmentos intragénicos y posteriormente de los
intergénicos, se realizo el analisis cuantitativo de la expresion de los genes. Para
esto se utilizo el protocolo del kit Maxima SYBR Green/ROX qPCR Master Mix 2X
de Thermo Scientific®.

1. Se prepard un mix que contuviera 12.5 pL de Maxima SYBR Green/ROX
Master Mix 2X, 0.5 yL del primer Forward (10 uM), 0.5 uL del primer Reverse (10
pM), 0.5 pL del molde de cDNA y 16 pL de agua destilada estéril libre de

nucleasas para alcanzar un volumen total de 25 pL.

2. Se mezclaron cada una de las reacciones con vortex. Cada reaccion se
colocé 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 realizo el experimento con tres muestras bioldgicas distintas.

4. Se colocé la placa en el 7500 Fast & 7500 Real-Time PCR System y se
programé el software para la amplificacion de los fragmentos deseados con las
condiciones mencionadas en 6.7.4 utilizando 20 s de extensién en todos los

casos.

5. Con el software 7500 Fast & 7500 Real-Time PCR System se realizé el
analisis de los datos y se obtuvieron las graficas correspondientes.
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7. Resultados y Discusion

7.1 Seleccion de mutantes a partir de mutagénesis por transposicion

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
transposicidn que ya se habia iniciado y que contaba con 2300 mutantes hasta
ese momento, alcanzando asi 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 auxétrofas,
también se cultivaron en MM-malato. La cepa BQ1 silvestre y E. coli DH5a 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, quedandonos sdlo con
aquellas que mantuvieron el fenotipo constante después de tres repeticiones (Fig.
7).
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MM-Poly Lack MM-NMP MM-Malato

Figura 7. Crecimiento de mutantes en medios selectivos. Se seleccionaron para el
estudio sélo las cepas que fueron incapaces de crecer en MM-Poly Lack, pero que si
fueron capaces de crecer en MM-NMP y MM-malato. Se utilizé la cepa BQ1 como
control positivo y E. coli como control negativo. El escrutinio se realiz6 por triplicado.

Las clonas E.V.68, 1.X1.92 y J.XVII.55 fueron auxétrofas para malato y no crecieron
en MM-NMP, por lo que fueron descartadas. Las clonas A.IV.62, E.V.19, H.Il.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 analisis.

7.2 Confirmacion de la insercion del transposon en un solo sitio del genoma
Para confirmar la insercion del miniTnS en un solo sitio del genoma de las
mutantes se realiz6 un ensayo tipo Southern Blot, empleando como sonda la
secuencia del transposon. Las sefales de hibridacién indican la presencia del
miniTnS en el genoma de BQ1. Se observo la presencia de una sola banda en las
clonas A.IV.62, E.V.68, H.Il.65, 1.1X.92, J.XVI.20 y J.XVII.55 por lo que se
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concluyd que el transposon se insertd en un solo sitio del genoma de BQ1. Por
otro lado, se observo la presencia de dos bandas en el genoma de la clona
E.V.19, lo cual hace complicado analizar esta clona y realizar la complementacion
génica ya que podriamos encontrarnos con una doble mutacién de la cual sea
dificil 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 continuo el
trabajo de este proyecto sélo con las clonas A.IV.62, H.I.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 soélo presentaron una

insercion del transposon en el genoma.

AlVv. EV. E.V. H.11. LIX. JXVIL. J.XVII.
C+ C- 62 19 68 65 92 20 55

Figura 8. Ensayo Southern Blot. Autorradiografia que muestra la insercion del
miniTn5 en los genomas de las mutantes. Se utiliz6 la sonda marcada
radioactivamente como control positivo (C+) y la hibridacidon con el genoma de la cepa
BQ1 como control negativo (C-). En C- se observa una banda que corresponde a una
hibridacién inespecifica y se presenta también en los DNAs analizados.

59



7.3 Identificacion del sitio de insercidon del transposén en las mutantes

Se obtuvieron 300 ng/uL de DNAg por cada 25 mL de cultivo de cada una de las
mutantes previamente seleccionadas con una relacion de Absorbancia 260/280
cercana a 1.9 y una relacion de Absorbancia 260/230 cercana a 2.4 para todas las
mutantes. Luego de digerir con Pstl (Fig. 9A) los fragmentos se clonaron en pBS,
se seleccionaron las transformantes por la resistencia a Km presente en el
transposon y se confirmé la presencia del inserto digiriendo el plasmido purificado
con Pstl durante cinco horas para observar la liberacion del fragmento
conteniendo el transposoén (Fig. 9B).
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A)

M AIV.62 H.IL65 J.XVIL.20 AIV.62 H.I.65 J.XVII.20

M pBS AIV.62 H.II.65 M pBS J.XVII.20

Figura 9. Clonacién de los fragmentos de DNAg de las mutantes conteniendo el
transposon. A) DNAg extraido de las mutantes A.IV.62, H.I1.65 y J.XVI1.20 (izquierda)
y digestién con Pstl 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 transposoén, liberados después de la digestién con
Pstl. Se muestra el plasmido pBS vacio linearizado como referencia. El carrii 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 transposén. En
A.IV.62 y en H.Il.65 se observan mas de dos bandas, esto podria deberse a la
ligacion en el plasmido de varios fragmentos del DNAg flanqueados con sitios de
restriccion Pstl formando quimeras o que existiera una digestion parcial del
plasmido. Debido a que el tamafio del miniTn5 es de 1800 pb, ninguno de los
fragmentos con tamafos menores corresponde al fragmento de DNAg
conteniendo el miniTn5 insertado en el gen mutado. Como el oligo que se utilizd
para secuenciar estos plasmidos esta dirigido contra el miniTn5 y permite
secuenciar hacia afuera del transposén, se obtuvo la secuencia del DNAg en
donde se insertd el transposon, es decir, nos permite conocer el gen que fue
mutado. En la secuencia resultante se identificaron los sitios de restriccion para
Pstl por lo que se pudo inferir que ese gen mutado era el que podria estar

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

7.4 Contexto genémico de los genes mutados

El analisis bioinformatico de las secuencias aledafas al sitio de insercion del
transposon en las diferentes clonas mutadas, permitié hacer un analisis del
contexto gendmico de cada uno de los genes mutados. En la clona A.IV.62 el
transposon se insertdé 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 K601'
localizandose casi al final del genoma y corresponde al Alide_3986 en la cepa BC
y al Alide2_4381 en la cepa K601" (Fig. 10). Por otro lado en la mutante J.XVI1.20,
el transposon se insertd en un gen que codifica a la enzima indol-3-glicerol fosfato
sintasa (IGPS), nombrandose J.XVII.20(IGPS). Este gen corresponde al
Alide_3990 en la cepa BC y al Alide2 4385 en la cepa K601' (Fig. 10). De manera
interesante los genes afectados por el transposon en estas clonas se encuentran a
tres genes de distancia entre ellos, lo cual sugiere que quiza esta zona podria
estar albergando operones que pudieran participar en el metabolismo relacionado
con la utilizacion del Poly Lack como fuente de carbono.
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Figura 10. Contexto genémico de la zona de inserciéon del transposéon 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 triangulos negros
indican los sitios de insercion del miniTn5. Se muestra el nimero de Alide al que
corresponden los genes en la cepa BC. La cepa K601' tiene la misma organizacion
aenodmica aue la cepa BC.

En la clona H.I.65, el miniTn5 se inserté en un gen que codifica a la enzima acil-
CoA deshidrogenasa (ACAD) nombrandose H.Il.65(ACAD). Este gen se encuentra
conservado en las cepas BC y K601" y corresponde al Alide_0024 en la cepa BC y
al Alide2_0029 en la cepa K601" (Fig. 11).

Proteina Acil-

. Proteina o Proteina Proteina Acil-CoA  Acil-CoA Proteina . . Proteina
F."'°t‘°t".“a secretada putat_|va tipo CoA secretada reguladora deshidro- deshidro- secretada A(.:'l-COA EDOH-COA reguladora
hipotética TetC enoil-CoA trans- TetC IcR enasa enasa TetC sintasa hidratasa IclR

hidratasa ferasa g 9
Tn5
H.I1.65

1 Kb 0022 0023 «‘- 0027 »

Figura 11. Contexto genédmico de la zona de insercidon del transposén en la mutante
H.I.65 de Alicycliphilus sp. BQ1 (arriba) comparado con el genoma de
Alicycliphilus denitrificans cepa BC (abajo). El triangulo negro indica el sitio de
insercién del miniTn5. Se muestra el numero de Alide al que corresponden los genes en
la cepa BC. La cepa K601 tiene la misma organizacion genémica que la cepa BC. La
cepa BQ1 tiene una regidon que contiene cinco genes que no estan presentes en BC y
K601" (triangulo verde).
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7.5 Complementacion de las mutantes

Para comprobar que cada uno de los genes afectados por la insercion del
transposon estaban realmente implicados en la utilizacidon del Poly Lack es
necesario realizar la complementacion 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 plasmido 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 operdén
que se encuentran rio abajo al sitio donde se insertdé el transposon, también
pueden ser afectados, es necesario clonar tanto el gen donde cayé el transposon
como los genes que se encuentran rio abajo. Si la complementacion génica
resultaba exitosa, regeneraria el fenotipo silvestre, lo que permitiria inferir que los
genes con los que se complementd la mutante estan implicados en algun proceso
metabodlico en la utilizacion del PU como fuente de carbono. Asimismo, es
necesario clonar los genes silvestres de BQ1 con su propio promotor para
asegurar su expresion ya que no se conoce si los promotores de otras bacterias

como E. coli podrian ser reconocidos por BQ1.

El analisis bioinformatico mostré que los genes mutados J.XVI.20 y H.ll.65
podrian encontrarse en operones de cinco genes y el gen A.IV.62 en un operon de
dos genes. El operdn hipotético bicistronico en A.IV.62 se encuentra separado del
operdn hipotético policistronico J.XVII.20 por un gen regulador tipo lysR, que
presenta una direccidn de transcripcion contraria a los dos genes que codifican
proteinas enzimaticas, esta es la organizacion tipica de un operén con su gen
regulador. Por otro lado, en la mutante H.I1.65 se observo una region aledana al
operon hipotético donde cayo la mutacidn, que presenta cinco genes, uno de ellos
codifica un regulador transcripcional, que no se encuentran en las cepas BC y
K601" de Alicycliphilus denitrificans. Analizando los contextos gendmicos de los
genes mutados se encontraron promotores y terminadores que podrian estar
regulando la expresidon de los genes mutados y los genes aledafos. Los
programas bioinformaticos 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.Il.65(ACAD) y de J.XVII.20(IGPS) que
se requerian clonar para llevar a cabo la complementacién de las mutantes eran
demasiado largos (6400 y 3800 pb respectivamente), por lo que se decidio
amplificar por separado los promotores hipotéticos de los operones
correspondientes y clonarlos en fase con los genes nativos y los genes rio abajo
de estos. Con esta estrategia se espera que se expresen los genes clonados en el
plasmido dentro de la mutante de Alicycliphilus sp. BQ1 transformada. Para llevar
a cabo estas construcciones se disefiaron oligos con sitios de corte de enzimas de
restriccion presentes en el MCS de pBBR1MCS-5. Los sitios de corte se disefiaron
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 construccién para complementar a la mutante
A.IV.62(GGT), el operon hipotético es de 2739 pb, por lo que fue posible
amplificarlo y clonarlo como un solo fragmento. Los fragmentos que contenian los
genes IGPS y ACAD vy los posibles promotores de los operones hipotéticos se
amplificaron por separado. La region promotora del operdn hipotético donde se
encontraba IGPS fue de 396 pb y la de ACAD fue de 242 pb, mientras que la
region génica amplificada para IGPS fue de 1656 pb y para ACAD 2381 pb, las
cuales, en ambos casos, correspondian al gen donde cayo el transposon y un gen
rio abajo. Los amplicones que contenian el gen de la GGT y los de las regiones
promotoras de ACAD y de IGPS contenian las secuencias de reconocimiento de la
enzima Xhol al inicio y de Hindlll al final. Los amplicones que contenian los genes
ACAD e IGPS contenian las secuencias de reconocimiento de la enzima Hindlll al
inicio y de Spel al final (Fig. 12). De esta manera se pudieron realizar las
construcciones génicas y ligarlas de manera adecuada en el plasmido
pBBR1MCS-5.
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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 angulo) (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 genémico de cada gen interrumpido por el Tn5 correspondiente. Los distintos
rectangulos representan las regiones a amplificar.

Para complementar la mutante A.IV.62(GGT) se amplifico por PCR un fragmento
donde se encontraba el promotor P0.8, el gen del transportador de tipo TctC
localizado rio arriba y el gen para GGT que fue donde cayo el transposon. Para la
mutante J.XVIL.20(IGPS) se amplifico 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.Il.65(ACAD), se amplifico el promotor P0.8 y por separado un

fragmento correspondiente a los dos genes de ACAD (Fig. 13).
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Figura 13. Amplicones correspondientes a los genes y sus promotores que se
clonaron para la complementaciéon. A) Region génica de GGT y su region
promotora P0.8 B) Regiones génicas de IGPS y ACAD y sus regiones promotoras
PO0.8. Se probaron distintas temperaturas de alineamiento para cada PCR, se indican
arriba de cada carril. Los tamafos en pb, indicados sobre las bandas, representan el
tamano predicho para cada amplicon.

Se realizaron las dobles digestiones de los fragmentos obtenidos por PCR y del
plasmido pBBR1MCS-5 con las enzimas correspondientes. Para las regiones
génicas de IGPS y ACAD fue necesario ligar en primera instancia el fragmento de
la region promotora P0.8 con el fragmento génico correspondiente para después
ligar estos fragmentos previamente ligados en el plasmido conjugativo y
posteriormente realizar la transformacion en E. coli DH5a. Una vez realizada la
clonaciéon en E. coli DH5a se tomaron las colonias blancas para nuevamente
extraer el plasmido y confirmar, por digestién con Xhol y Spel que los fragmentos
habian sido ligados correctamente. En el caso de GGT y debido a que solo se
realizé una ligacion, se confirmo la insercion del fragmento por digestion con Xhol
y Hindlll. Después de confirmar que las construcciones contenidas en DHS5a
contenian 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 observo si las mutantes recuperaban el fenotipo de crecimiento en
el medio Poly Lack (Fig. 14).
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MM-malato MM-Poly Lack

Figura 14. Complementacién génica de las mutantes A) J.XVII.20(IGPS), B)
H.Il.L65(ACAD) y C) A.IV.62(GGT) con la regiéon 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 plasmido vacio 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.XVI.20(IGPS) pudo ser complementada con el plasmido
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 pequeino crecimiento de colonias. La clona A.IV.62(GGT), en la que
se clono el fragmento de la GGT con su promotor P0.8, no recupero 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 utilizacion del barniz
Poly Lack, ya sea del PU o alguno de sus componentes, ya que permitio que la
mutante J.XVII.20(IGPS) recuperara su fenotipo. Al analizar la secuencia del gen
IGPS clonado para la complementaciéon se detecté que presentaba una mutacion
puntual en el nucledétido 228 del gen, que cambi6 una C por una A. Esta mutacion
es silenciosa ya que el coddn 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
degradacion del Poly Lack o en la asimilacion de alguno de sus componentes
porque, a pesar de que en algunas exconjugantes el crecimiento fue minimo, no
permitié a la mutante H.Il.65(ACAD) recuperar su fenotipo de crecimiento en MM-
Poly Lack por completo. Al realizar el analisis de la secuencia de los genes se
observé que ocurrid una mutacion puntual en el nucledtido 270 de la ACAD de una
C por una T que cambia un codon de glutamina por un codén de término. Es muy

probable que esta mutacion 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 secuenciacion
limpia que permitiera rastrear mutaciones por lo que existe mas de una posibilidad
para explicar la falta de complementaciéon. En principio, también podria ser que
existiera una mutacion puntual en la secuencia clonada con la que se intento
complementar. Otra explicacion 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 degradacién de Poly Lack.
También, es posible que exista otra mutacion puntual en el genoma de esta

mutante que sea la verdadera responsable de la incapacidad de crecer en medio
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minimo Poly Lack y que el gen de la GGT realmente no estuviera implicada en su
degradacion. Sera necesario realizar nuevamente la secuenciacion de la
construccion para poder determinar si existen mutaciones puntuales en la
secuencia del gen que no permitieron la correcta traduccion del gen. En caso de
gue ese no fuera el problema, seria necesario llevar a cabo una secuenciacion de
todo el genoma de esta clona para poder determinar el gen mutado que pudo
llevar a la expresion de este fenotipo. Otra posibilidad seria generar una mutacion
de bloqueo (knockout) del gen supuestamente afectado por el transposén en la
BQ1 nativa y ver si efectivamente esto genera un fenotipo incapaz de crecer en
Poly Lack.

Para comprobar que las clonas exconjugantes contenian las construcciones
correspondientes, se extrajeron los plasmidos y se realiz6 una amplificacién por
PCR y una digestion para liberar los fragmentos clonados previamente. Se
realizaron PCRs del plasmido purificado con las construcciones para las
exconjugantes H.Il.65(ACAD) y J.XVII.20(IGPS). Por otra parte, el plasmido de las
exconjugantes A.IV.62(GGT) se digirié con Xhol y Hindlll. Las amplificaciones se
corrieron en un gel de agarosa al 1% y se observé que los plasmidos contuvieran
la region promotora P0.8, la regidn génica y la construccion completa de IGPS, de
ACAD y de GGT (Fig. 15).
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Figura 15. Amplificacion y digestion del fragmento génico y el promotor P0.8. A)
Amplificaciones por PCR de la regién promotora P0.8, la regién génica y la
construccion de los dos fragmentos del plasmido purificado de la mutante
exconjugante J.XVII1.20.3 que fue complementada. B) Amplificaciones por PCR de la
regién promotora P0.8 la region génica y la construccién de los dos fragmentos del
plasmido purificado de la mutante exconjugante H.11.65.2 que no fue complementada.
C) Digestion con Xhol y Hindlll del plasmido extraido de la mutante exconjugante
A.IV.62.2 que no fue complementada que muestra la liberacién del fragmento génico
y la regién promotora P0.8.

7.6 Analisis de la transcripcion de los posibles operones

Considerando que las predicciones de los programas bioinformaticos indicaban
que en las mutantes los transposones habian caido en genes que formaban parte
de una unidad transcripcional policistronica, en la que habia 5 genes para la
mutante en J.XVI.20(IGPS), 5 genes para la mutante H.Il.L65(ACAD) y 2 genes
para la mutante A.IV.62(GGT), decidimos determinar la forma en como estas
hipotéticas unidades transcipcionales se estaban expresando en un medio con
Poly Lack, para lo cual se realizaron diversos analisis por RT-qPCR. De esta
forma se pretendia realizar un analisis cuantitativo de la expresion de los genes

implicados en la utilizacion del Poly Lack. Para ello, primero fue necesario
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determinar los tiempos con crecimiento equivalente en las condiciones de cultivo
en un medio minimo con Poly Lack como unica fuente de carbono, comparado con

la expresidn de los genes en un medio rico con crecimiento equivalente.

7.6.1 Analisis de crecimiento por oximetria

El MM-Poly Lack es un medio opaco por lo que no es posible medir el crecimiento
bacteriano por absorbancia, por lo cual se implementd un analisis de oximetria con
el que se puede determinar la cantidad de oxigeno consumido por minuto en un
cultivo bacteriano. Para determinar si la medicidn por oximetria era comparable
con un analisis de crecimiento por densidad Optica se realiz6 una curva de
crecimiento de BQ1 en medio LB en la que el crecimiento se determiné tanto por
densidad optica a 660 nm (Fig. 16A), como por oximetria (Fig. 16B). Las
mediciones de densidad 6ptica y de oximetria 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 O6ptica a 660 nm correspondiente a 2400
nanoatomos de oxigeno consumidos por minuto (Fig. 16A y B).
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Figura 16. Crecimiento de BQ1 medido por consumo de oxigeno y por
absorbancia en distintos medios. A) Crecimiento de BQ1 en medio LB medido por
espectrometria que se equipara con B) crecimiento obtenido por oximetria. 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 logaritmica en medio con Poly Lack se
retrasa una hora. Se realizaron tres repeticiones por medio (n=3).

El nivel maximo de consumo de oxigeno que se alcanzé 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 mas tardiamente
que en medio LB al 20%, sin embargo en el medio minimo con Poly Lack al 0.15%

la fase exponencial tiene un valor de crecimiento similar al crecimiento en medio
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LB al 20%. Por lo que, para lograr curvas equiparables, se inoculé a BQ1 en el
medio LB al 20% una hora después que en el medio minimo 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, sembrandolos con ese desfase. De esta manera las curvas de
crecimiento medidas por oximetria fueron similares y por tanto se pudieron

encontrar tiempos que tuvieran condiciones metabdlicas equivalentes (Fig. 16C).

Se extrajo el RNA total de las células a las 9 horas (fase logaritmica) 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 bioldgicas para cada tratamiento. Una vez extraido el RNA se corri6 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 degradacién (Fig. 17).

MM-Poly MM-Poly
LB 20% Lack 0.15% LB 20% Lack 0.15%
fase fase fase fase
logaritmica logaritmica estacionaria estacionaria

Figura 17. RNA total extraido de cuatro condiciones de crecimiento de BQ1.
muestras de RNA extraido a las 9 hrs de crecimiento en MM-Poly Lack 0.15% vy a las
8 hrs en medio LB 20% que corresponden a la fase logaritmica, y dos muestras de
RNA extraido 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 realiz6é un analisis cuantitativo de la expresion relativa de los genes de interés
en comparacion con la expresion de los genes gyrA y rpoB que se expresan de
forma constitutiva. Se disefiaron 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 analisis de RT-qPCR como para el analisis de RT-PCR. Los oligos y
genes fueron nombrados a partir de la primera letra del operdn hipotético al que
corresponden (G para GGT, | para IGPS y A para ACAD) y con numeros que
determinan la posicién que ocupan dentro de su operdn 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).

Tn5 Tn5
A.IV.62 J.XVII.20
5 14 ‘ 12 I »
-2 -1 =5 w4 =3 = 2 =1
*r—e *—e *—=o0 *———0 o—o *—e *—=e
- - - e - -
189 bp 172 bp 168 bp 138 bp 95 bp 128 bp 102 bp
Tn5
H.11.65
=5 -4 =»3 =» 2 =» 1
*—e *—0 *—o *—0 *—e
- - - - -
140 bp 192 bp 82 bp 91 bp 148 bp

Figura 18. Oligos para analisis por RT-PCR y RT-qPCR. Los oligos se disefiaron
para que amplificaran regiones intragénicas de menos de 200 pb. Todos poseen una
Tm de 62 °C.

Para poder determinar si los oligos amplificaban correctamente y eran especificos
primeramente se realizaron amplificaciones de los fragmentos intragénicos e
intergénicos utilizando DNA genomico como molde (datos no mostrados),
encontrandose amplificaciones en todos los casos. Posteriormente se realizaron
las amplificaciones de los fragmentos intragénicos utilizando el cDNA como molde
observandose que correspondian al tamafo esperado (Fig. 19). El que exista
amplificacion de los fragmentos intragénicos también indica que el cDNA extraido

en las cuatro condiciones se encuentra en buenas condiciones, que no ha sufrido
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degradacion y que todos los genes se estan expresando en todas las condiciones

analizadas.
Poly Lack 0.15%
A)
Fase
logaritmica
gyrA G1 G2 11 12 I3 14 15 A1 A2 A3 A4 A5
C- rpoB
Fase
estacionaria

B) LB 20%

Fase
logaritmica
o8 “wepREasae"

gyrA G1 G2 1 12 13 14 15 A1 A2 A3 A4 A5
rpoB

Fase
estacionaria

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 logaritmica 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 logaritmica y fase estacionaria. Todos los
genes fueron amplificados. ElI amplicon del gen gyrA y el gen rpoB son los
controles positivos.
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Para conocer de manera cuantitativa la expresion de cada uno de los genes se
realizaron RT-qPCR con el cDNA previamente sintetizado de las cuatro
condiciones antes mencionadas. Se cuantificoO por valores relativos utilizando los
genes gyrA y rpoB como genes de referencia para hacer la comparacion. Para
ello, previamente se realizaron curvas de calibracion de los genes gyrA y rpoB a
distintas concentraciones de cDNA. Se determino el valor de 50 ng/pL como la
concentracion ideal ya que presentaba un rango de expresion entre los 15 y los 25
ciclos para cada uno de los cDNAs de las distintas condiciones (Anexo VII). Se
realizaron reacciones de RT-qgPCR para los fragmentos intragénicos de cada uno
de los genes de GGT, IGPS y ACAD (Fig. 20).
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Figura 20. RT-gPCR de los genes que se encuentran en los posibles operones de
A) GGT, B) IGPS y C) ACAD. Se analizd la expresion en la cepa BQ1 silvestre
cultivada en LB 20% y MM Poly Lack, en fase logaritmica y en fase estacionaria de
crecimiento. El analisis se realizé por triplicado para cada uno de los genes.

Debido a que el analisis de la expresién se realizd con valores de AACq, la escala
es exponencial, es decir, que un cambio de uno representa un cambio de un orden
de magnitud en la expresion de los genes analizados. Se tomd la media de

expresion del gen de referencia y se dividié entre cada uno de los valores de
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expresion de los genes analizados para obtener un cociente de diferencia de
expresion. Los valores son relativos a la expresion de los genes gyrA y rpoB
siendo 1 el valor de expresion del gen de referencia. Los valores de AACq son
diferentes cuando se analizan con respecto al gen gyrA que con respecto al gen
rpoB, observandose valores mas altos con base en la comparacion con este ultimo
gen. Esto indica que a pesar de que estos dos genes son descritos como genes
con expresion constitutiva, despliegan diferentes niveles de expresion génica. La
expresion de los genes constitutivos, a pesar de ser constante, no necesariamente
es la misma entre ellos por lo que el comparar la expresion de cada uno de los
genes de interés, con mas de un gen constitutivo de referencia hace el analisis
mas confiable. Las tendencias en la expresion, 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 11, A1, A2, A3 y G2, los valores de expresion relativos a los dos
genes de referencia fueron mas altos en la fase estacionaria que en fase
logaritmica. Los otros genes mantuvieron una expresion relativa similar en la fase
estacionaria y la fase logaritmica con excepcion de la expresion del gen I2 en
medio Poly Lack cuantificado con base en la expresidn de gyrA, en el cual se
observa una expresion de dos érdenes de magnitud mayor en la fase logaritmica
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 cual 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 expresién de los distintos genes de cada grupo
es variable entre si. Por ejemplo, los dos genes del operon hipotético de GGT
parecerian estar expresandose de forma distinta y por tanto siendo regulados por
un promotor para cada uno de los genes. Un promotor para G1, predicho por el
analisis bioinformatico, y otro para G2 que no fue detectado (Fig. 20A). Asimismo,
se puede observar que existe expresion diferencial entre los genes que

constituyen el operdn hipotético de IGPS; los genes 11 e 12 en el analisis contra el
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gen gyrA, e 11, 12, 13 e 14 en comparacion con el gen rpoB tienen una expresion
relativa mayor que los genes restantes del operdn hipotético. Estos resultados
sugieren que los genes que considerabamos pertenecian a un operon podrian no
serlo, no transcribiéndose como un RNA policistronico sino regulados por dos
promotores distintos, |1 e 12 por un promotor e I3, 14 e IS por otro promotor de
acuerdo al resultado de gyrA o I1, 12, 13, e |14 por un promotor e 15 por otro de
acuerdo al resultado de rpoB. Estos promotores no fueron detectados con las
herramientas bioinformaticas utilizadas (Fig. 20B). En el caso de los genes que
forman el operdn hipotético de ACAD también se presenta una expresion
diferencial al observar los valores de AACT, mostrando resultados mas
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 estarian regulados por otro promotor
que no fue detectado con las herramientas bioinformaticas utilizadas (Fig. 20C). A
pesar de que las distancias entre los genes no son de mas de 60 pb, pareciera
gue no todos son operones como se habia planteado en un inicio. No resulta
extrafio que no se hayan identificado algunos promotores intermedios en estos
genes si consideramos que la mayoria de los programas bioinformaticos han sido

desarrollados basados en datos de organismos modelo como E. coli.

7.7 Determinacion de las unidades transcripcionales de los genes mutados

Con base en los resultados encontrados en el analisis 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 parecia existir mas de un promotor
regulando la expresion de los mismos. Para comprobar cuales genes funcionan
como un operon es importante analizar qué genes son transcritos de manera
policistronica generando un solo mensajero. Para observar la transcripcion en
conjunto de los genes se realizé un analisis 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 amplificacion, implicaria que los genes se

transcriben en un solo RNA mensajero y se considerarian mensajeros
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policistronicos. Esto se realizé utilizando el cDNA sintetizado previamente como

molde.

Se observd que los genes G1 y G2 del operdn hipotético de GGT parecen
expresarse en forma conjunta como un mensajero bicistrénico. En la condicion de
LB 20% en fase estacionaria el resultado no es concluyente ya que se observa
una banda muy tenue que podria indicar la amplificacion de la region intergénica
de estos genes, a pesar de esto se puede observar una tendencia en las demas
condiciones que indica que estos dos genes se expresan en conjunto como una
sola unidad transcripcional (Fig. 21). Por otro lado, los genes I1, 12 e I3 del operdn
hipotético de IGPS se expresan de forma policistrénica en todas las condiciones
analizadas. También, se observo que los genes I3 e 14 no se transcriben de forma
dicistrénica mientras que los genes 14 e IS si lo hacen. En el caso de la region
intergénica de los genes I3 e |14 en Poly Lack en fase estacionaria y de los genes
14 e I5 en LB 20% en fase estacionaria los resultados no son concluyentes ya que
se observa una banda tenue que podria indicar una amplificacion de los genes. A
pesar de esto y tomando como tendencia las amplificaciones en las demas
condiciones, los genes 14 e |5 parecen estar siendo regulados por un promotor
distinto al de los genes 11, 12 e 13 (Fig. 21). Por otro lado, A1 y A2 se transcriben
de forma dicistrénica 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 esta
siendo transcrito monocistrénicamente. Sin embargo, se detectaron amplificados
intergénicos entre A4 y A5 sélo cuando se encuentran en medio con Poly Lack,
tanto en fase logaritmica como estacionaria, lo cual indica que estos genes se
transcriben dicistronicamente en este medio pero no en LB 20%. Esto sugiere que
existen promotores especificos que regulan la expresion 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.

81



Fase logaritmica

1 LB 20%

Kpb gyrA 11-12 13-14 A1-A2 A3-A4
G 12-13 14-15 A2-A3  A4-A5

0.5 = MM-Poly Lack

B) Fase estacionaria

LB 20%

MP gyrA 11-12 13-14 Al1-A2 A3-A4 C-

G1-G2 12-13 14-15 A2-A3 A4-A5

MM-Poly Lack

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 logaritmica. B) Amplicones
de las regiones intergénicas en LB 20% y en MM-Poly Lack 0.15% en fase
estacionaria. El amplicén de una region intragénica del gen gyrA es el control positivo.
Las amplificaciones fueron hechas con el mismo cDNA para cada condicién. En este
analisis se analizaron 3 muestras bioldgicas, se presenta un resultado representativo.
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Genes LB 20% fase Poly Lack LB 20% fase Poly Lack
logaritmica  0.15% fase estacionaria 0.15% fase

logaritmica estacionaria
G1-G2 v v i v

11-12 v v v v

12-13 v v v v

13-14 ?

14-15 v v s v
Al-A2 v v v v
A2-A3
A3-A4
A4-A5 v v

Tabla 10. Analisis de la transcripcion de las regiones intergénicas. Se
muestra con una cruz aquellos genes que no se transcriben en conjunto y con una
paloma los que si se transcriben en conjunto. Se colocé un simbolo de
interrogacion a las regiones intergénicas que presentan una banda tenue o dificil
de determinar.

7.8 Complementacién de las mutantes con los promotores P0.6

Debido a que el software utilizado para pronosticar los posibles promotores fue
disefiado 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 realizé un nuevo
analisis de promotores utilizando una menor astringencia, 0.6 de probabilidad, con
lo cual fue posible detectar otros promotores. En IGPS se encontré un promotor en
la region intergénica de los genes 13 e 14 que corresponden a los genes de la
proteina hipotética y de la IGPS respectivamente, lugar donde cayo el transposon
en la mutante. El promotor ocupa unas 5 pb del gen 13 y 34 pb del gen 14. También
se encontraron dos promotores en la secuencia del operdn hipotético de ACAD

que no se habian descrito previamente en el analisis de mayor astringencia. Uno
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de los promotores de ACAD se encontro dentro del gen A3 mientras que el otro se
encontrd al final del gen A4. Se esperaria que el promotor detectado en el gen A3
regulara al gen A4, que fue donde cayo la mutacidn y que el promotor que se
encuentra dentro de la secuencia del gen A4 esté regulando al gen A5 en ciertas
condiciones y esto reforzaria el resultado de que exista transcripcion en conjunto
sblo en presencia de Poly Lack. Por esta razén, se decidi6 realizar otras dos
construcciones génicas conteniendo estos promotores (P0.6) y los genes que
controlan, correspondientes uno de ellos al gen donde cayo el transposén en las
mutantes, con el proposito de demostrar si efectivamente estas construcciones

podrian complementar a las mutantes (Fig. 22).

Proteina Regulador Uracil-  Indol-3- Glutamin Proteina
Proteina Gamma_l- hlpqtetlca transcripcional  DNA glicerol Pr.otema Antran_ﬂatq amidotransfera- receptora
e glutamil tipo o S hipoté-  fosforribosil sade la U
hipotética de lafamilia  glicosi-  fosfato . . de tirosina
transferasa  receptor Lys R lasa sintasa tica transferasa antranilato uinasa
TctC Y sintasa q
sm@ = .6 : (vmm)
A Tn5 A Tn5
A.IV.62 J.XVII.20
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Figura 22. Identificacion de otros posibles promotores y construcciones
génicas para complementar a las mutantes J.XVII.20(IGPS) y H.Il.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 estan
flanqueados por sitios de restriccion para Hindlll y Spel de manera que puedan ser
clonados en pBBR1MCS-5
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7.8.1 Complementacion de la mutante H.Il.65(ACAD) con la region génica y el
P0.6

Los dos promotores de ACAD PO0.6 fueron predichos tanto en la secuencia de BQ1
como en la secuencia de BC y K601'. Se amplifico la regién correspondiente al
promotor identificado en el gen A3, antes del gen A4, y las regiones codificadoras
de A4 y A5 (Fig. 23).
Region
génica
ACAD
con P0.6
Kpb M 61°C

g —3126 pb

33—
2

0.5=—
0.3—

0.1 =

Figura 23. Amplificacidon de la regiéon promotora P0.6 y de la region
génica de ACAD. Amplicén de la regién génica de ACAD con el promotor
P0.6 utilizando DNAg como molde. Se obtuvo el fragmento esperado de
3126 pb. La amplificacién se realiz6 con una temperatura de alineamiento
de 61 °C.

La mutante H.Il.65(ACAD) fue transformada con el plasmido pBBR1MCS-5 con la
construccion. 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.Il.65(ACAD) complementada presentan un crecimiento con el
promotor P0.6 que no se presentaba con el promotor P0.8. Esto sugiere que el
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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).

MM-Malato MM-Poly Lack

Figura 24. Complementacién génica de la mutante H.I.L65(ACAD) con la region
génica y el promotor P0.6. Cajas de MM-malato y MM-Poly Lack donde se muestra
el crecimiento de clonas exconjugantes de H.Il.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 plasmido vacio
y el control positivo es BQ1 (+).

El promotor P0.6 que se encuentra rio arriba del sitio donde se inserté el miniTn5

es el encargado de regular la transcripcion del gen que codifica para la ACAD.

7.8.2 Complementacion de la mutante J.XVII.20(IGPS) con la regidon génica y
P0.6

El promotor P0.6 que se encuentra rio arriba del gen IGPS no fue detectado en las
secuencias de BC ni de K601'. 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
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los genomas de BC y K601'. Estas mutaciones se encuentran en lo que serian las
cajas -10 y -35 del P0.6 predicho para este gen en BQ1 (Fig. 25).

Alicycliphilus denitrificans K601, complete genome
Sequence ID: gh|CP002657.1] Length: 4995263 Number of Matches: 1

Range 1: 4587027 to 4587076 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
83.8 bits(42) 2e-13 48/50(96%) 0/50(0%) Plus/Minus
Query 1 GA(TGAGAAGQCCATGTCCGACATCCTGAGCAAAATITGTGGIGTGAAGGC 5@

LRI 1 l||I||I||I|l||ll||l||||l| LT LTI
Sbjct 4587076 GA(TGAAAAGCCATGTCCGACATCCTGAGCAAAATETGCGGJGTGAAGGC 4587827

[mIDownload v GenBank Graphics

Alicycliphilus denitrificans BC, complete genome
Sequence ID: gh|CP002449 1| Length: 4637013 Number of Matches: 1

Range 1: 4166951 to 4167000 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
83.8 bits(42) 2e-13 48/50(96%) 0/50(0%) Plus/Minus
Features: phate synthase

)

w

Query 1 GACTGAGAAGCCATGTCCGACATCCTGAGCAAAATLETGTGGLGTGAAGGC

SN I||I|II||I|]|I[II|III|I[| L ELPLEEEEL
Sbjct 4167000 GA{TGAAAAGCCATGTCCGACATCCTGAGCAAAATETGCGGEGTGAAGGC 4166951

Figura 25. Analisis de la secuencia del posible promotor (P0.6) de IGPS de BQ1.
El alineamiento con las secuencias de BC y K601" muestra dos pares de bases
distintas en BQ1 en las regiones -10 y -35.

Estas mutaciones puntuales podrian ser las que permiten que esta region, sin una
aparente funcion regulatoria en BC y K601', tenga la capacidad de funcionar como
un promotor de BQ1 para un gen posiblemente implicado en la degradacién de
PU. El promotor se encuentra dentro de la region 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 transcripcion del gen de la IGPS, la secuencia
codificante restante produciria una proteina de menor tamafo, lo cual podria

generar una deficiencia en la funcion de esta proteina.
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Shneider et al. (2005) analizaron la cinética de la IGPS de dos organismos
termofilos y descubrieron que existen de 24 a 25 aminoacidos en el extremo amino
de la proteina que forman un par de a-hélices. Al ser eliminados estos 24-25
aminoacidos no se altera la capacidad catalitica de la enzima, es decir, la keat S€
mantiene estable, pero la afinidad de la proteina por su sustrato disminuye ya que
la Ky aumenta. Ellos sugieren que estos 24-25 aminoacidos, que corresponden a
unas 72-75 pb, son los que permiten que la proteina pueda unirse a su sustrato
para llevar a cabo su funcion enzimatica. La secuencia de nucleétidos que codifica
IGPS en BQ1 posee un AUG a 66 pb del inicio de la traduccion original, y también
presenta una region 3'-AAGAAG-5’ a 60 pb del inicio de la traduccién original, que
podria estar funcionando como el sitio de unién al ribosoma (RBS) (Fig. 26).

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 proteina hipotética (azul claro) y el inicio de la secuencia de
la IGPS (morado). En los recuadros rojos pequefos se muestra el posible RBS y el
inicio de la traduccidon que podrian estar siendo utilizadas para sintetizar la proteina
IGPS de BQ1, la cual no tendria los primeros 22 aminoacidos.

Esta organizacidon sugiere que la traduccion de esta region podria iniciarse en el
AUG ubicado a 66 pb, eliminando 22 aminoacidos del extremo amino, lo cual,
basandonos en Shneider et al. (2005) no son esenciales para que esta proteina
lleve a cabo su funcidén. Este analisis tiene una implicaciéon interesante
considerando el objetivo de este trabajo. Una posibilidad es que al ser eliminados
los 22 aa del extremo amino de esta version de la proteina, quiza la capacitaria
para participar en algun proceso implicado en la utilizacién del PU como sustrato
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en vez del sustrato original. Con base en este analisis, se esperaria que la
expresion de IGPS fuera controlada por este nuevo promotor (P0.6) identificado,
no presente en BC y K601', y que le permitiera ser regulada de una manera
especifica, aun no determinada, relacionada con la utilizacion de Poly Lack como
fuente de carbono.

Para tener una primera aproximacién a esta hipotesis se realizé una construccién
de la IGPS y el gen rio abajo con la secuencia promotora P0.6 y otra construccion
con los mismos genes pero sin la secuencia promotora P0.6 pero si con la
secuencia de union al ribosoma y la metionina que pudiera funcionar como el inicio
de la traduccion. La primera construccion corresponde a un tamafno de 1653 pb y
la segunda a un tamafio de 1606 pb (1653 pb de la construccion con promotor
P0.6 menos 50 pb del promotor P0.6) (Fig. 27).

Region Region

génica geénica

IGPS sin IGPS

promotor con P0.6

Kpb M 61°C 61°C

23—
94—

6.5—

23—

\ — 1656 pb
S —1603 pb

Figura 27. Amplificacion de las regiones génicas de IGPS. Amplicones de la
region génica sin promotor y de la regién génica de IGPS con el promotor P0.6
utilizando DNAg como molde. Se obtuvo un fragmento de 1603 pb para el
amplicon que no tiene promotor y de 1653 para el amplicén que si lo tiene. Se
realiz6 la amplificacion con una temperatura de alineamiento de 61°C.
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La mutante J.XVII.20(IGPS) fue transformada con el plasmido 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
construccion que contenia los dos genes con el promotor P0.6 y no con la

construccion que solo contenia el fragmento génico (Fig. 28).

MM-Malato MM-Poly Lack

Figura 28. Complementacion génica de las mutantes con la region 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 plasmido vacio y el control positivo es BQ1 (+).

De estos experimentos podemos concluir que los promotores P0.6 que se
encuentran corriente arriba del sitio donde se inserté el miniTn5 son los
encargados de regular la transcripcion de los genes que codifican para la IGPS y
la ACAD en BQ1. Asimismo, se puede sugerir que la ablacion de los 22
aminoacidos iniciales de IGPS no afectan la capacidad de esta enzima para llevar
a cabo su funcién en la utilizacion de Poly Lack como fuente de carbono y que
tanto el RBS como el sitio de inicio de la traduccion encontrados dentro de la
region codificante de IGPS pudieran ser utilizados para la traduccién de esta

proteina.
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La mutante J.XVII.20(IGPS) transformada con el plasmido que sélo contiene el
fragmento codificante de IGPS sin el promotor P0.6 no pudo ser complementada
con esta construccion 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 delecion de estas 50 pb también produjeron una
auxotrofia. Sera importante determinar, mas adelante, cuales son las
implicaciones de este fenotipo y de este promotor en la expresion del gen de la
IGPS.

MM-malato MM-Poly Lack

J.XVII.20.

J.XVIIL.20.1  J.XVII.20.

Figura 29. Intento de complementacion génica de la mutante J.XVII.20 con la
region 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 plasmido y la
construccion sin los promotores predichos (J.XVI11.20.1, J.XVI1.20.2 y J.XVI1.20.3). Los
controles negativos son E. coli S17-1 con los fragmentos génicos clonados en
pBBR1MCS-5 (-) y la mutante con el plasmido vacio y el control positivo es BQ1 (+).

Para comprobar que los fragmentos se habian clonado en el plasmido y que tanto
las mutantes de ACAD como las de IGPS complementadas contenian los
plasmidos con las construcciones correspondientes se realizaron digestiones con
Hindlll y Spel de los plasmidos obtenidos de las exconjugantes de H.Il.65(ACAD)
y de J.XVII.20(IGPS). Tras la digestion con Hindlll y Spel se observé la liberacion

de los fragmentos esperados para cada caso (Fig. 30).
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J.XVI1.20

A) H.11.65 B) JXVIL20  sin
Kpb M con P0.6 Kpb M con P0.6 promotor
9.4 —
6.5 —
4768 pb
43—
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9.4 —
6.5— .
43— —4768pb 5~
—3126 pb — 1656 pb
— 1603 pb
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2 —

Figura 30. Digestion de los plasmidos con las construcciones con los P0.6
obtenidos de las exconjugantes complementadas. A) Digestion del plasmido
extraido de las mutantes exconjugantes de H.Il.65(ACAD) con Hindlll y Spel. B)
Digestion del plasmido extraido de las mutantes exconjugantes de J.XVII.20(IGPS)
con Hindlll v Spel.

7.9 Analisis de expresion relativa de los genes implicados en la degradacién
del Poly Lack en BQ1

Se realiz6 el analisis de expresion de los genes A4 y A5 por separado debido a
gue se observo un comportamiento similar de los valores de expresion relativa de
estos, que no correspondia a los valores observados en los genes A1, A2 y A3
(Fig. 20). También se realizé esto debido a que, como se comprobd en el analisis
de RT-PCR, los genes A4 y A5 se transcriben de forma bicistronica cuando BQ1
crece en medio con Poly Lack por lo que se estarian expresando como un operon.
De igual forma se realiz6 un analisis de expresiéon de los genes 14 e |5 por
separado ya que se comprobd por la complementacion y por el analisis de RT-
PCR que funcionan como un operon regulado por los promotores P0.6. Para el
analisis de los genes A4 y A5 e |4 e |5 se analizaron triplicados de muestras
bioldgicas y de igual forma se utilizé tanto la expresion de gyrA como la de rpoB
como expresion de genes de referencia para relativizar los datos (Fig. 31y 32).
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La expresion relativa de los genes 14 e |5 no es exactamente igual cuando se
representa con base en la expresion 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 expresion bajo distintas condiciones. En el analisis con respecto
a gyrA se observa que la expresion, tanto del gen 14 como del 15, es alta en medio
LB 20% durante la fase logaritmica mientras que en la fase estacionaria es
considerablemente menor (50%). Sin embargo en MM-Poly Lack 0.15%, la
expresion del gen |4 se mantiene en un nivel alto, tanto en fase logritmica como en
fase estacionaria, mientras que la expresion del gen |5 en fase logaritmica es baja,
para luego incrementarse en la fase estacionaria. Estos resultados sugieren que
quiza la expresion de los genes 14 e 15 no esta bajo el control del mismo promotor.
Este comportamiento también se observa cuando la expresion relativa se
representa con respecto al gen rpoB. Esto podria estar sugiriendo que este gen es
requerido en todo momento cuando BQ1 crece en el MM-Poly Lack, dando mas
fundamentos para asegurar que este gen es requerido para la utilizacion 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 K601", predichos con una astringencia de 0.6, y que
la expresion 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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H|Blog HPE-PUlog ELBstat EPE-PU stat

2 2
1.6 1.6
1.2 1.2
0.8 0.8
0 0 ﬁ—iﬁ

14 15 14 15

Figura 31. RT-gPCR de los genes 14 e I5 en fase logaritmica y en fase
estacionaria. Se muestra la expresion relativa de los genes 14 e 15 con respecto al
gen gyrA y rpoB, considerados con expresién expresion constitutiva equivalente a 1.
Se realizaron por triplicado de muestras biolégicas (n=9).

De igual manera, los genes A4 y A5 presentan una diferencia de hasta 4 veces
mas en la expresion relativa con respecto a gyrA y rpoB. Aun asi presentan un
comportamiento similar en los dos casos. En LB 20% tanto el gen A4 como el A5
presentan una expresion relativa ligeramente mayor en la fase logaritmica y una
ligera disminucion en la fase estacionaria. Esto podria 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 expresion relativa del
gen A4, que fue donde cayod el transposon, en la fase estacionaria, lo cual no
sucede en el caso del gen A5. Esto podria deberse a que el gen A4 es requerido
para la utilizacion del Poly Lack como fuente de carbono en la fase estacionaria.
Este resultado aun queda sin una respuesta clara ya que al cultivar a BQ1 en
medio minimo se esperaria que los genes que regulan la expresién de la
utilizacion del Poly Lack se activaran desde la fase logaritmica. Una posible
explicacion es que el gen A4 no es requerido para la utilizacién de Poly Lack
desde el inicio del crecimiento. La ACAD podria ser necesaria hasta después de
que otros genes se hayan expresado y que la ACAD se presente como una
proteina que esta involucrada en una ruta metabdlica posterior. De esta forma, los

primeros nutrientes utilizados, posiblemente los componentes que se encuentran
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AA Cq

en menor proporcidon en el Poly Lack, como el NMP, el 2-butoxietanol o el

isopropanol, serian metabolizados por otras proteinas y hasta que BQ1 requiriera

de mas nutrientes comenzaria la transcripcion de este gen. Esta es apenas una

primera aproximacion pero podria explicar el aumento de la expresion 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

expresion de A4 pero no la de A5. El promotor P0.6 que se encuentra entre el gen

A4 y A5 podria ser el que regule la expresion de A5. Esto explicaria la expresion

diferencial de estos dos genes en el medio con Poly Lack en fase estacionaria y

en la fase logaritmica (Fig. 32).
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Figura 32. RT-qPCR de los genes de A4 y A5 en fase logaritmica y en fase
estacionaria. Se muestra la expresion relativa de los genes A4 y A5 con respecto al
gen gyrA y rpoB. Estos genes tienen una expresion equivalente a 1, lo que
corresponde a una expresion constitutiva. Se realizaron por triplicado de muestras
bioldgicas (n=9).

T e

Es necesario realizar un analisis mas detallado de estos dos promotores para

determinar si la complementacion con alguna de estas regiones por separado es

suficiente para permitir la complementacion de las mutantes y, de esta manera,

determinar la naturaleza de estos promotores.
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7.10 Posible accién sobre el poliuretano de las enzimas codificadas por los
genes mutados

Mientras se realizaba este trabajo, los genomas de las cepas BC y K601' fueron
sometidos a una revision en el cual hubo cambios en los nombres y en el
acomodo de los genes de estas cepas. Se muestra a continuacién el nuevo
acomodo y nombre de los genes en las clonas A.IV.62(GGT) y J.XVII.20(IGPS)
(Fig. 33).

Tn5 Tn5
A.IV.62 J.XVI1.20
Regulador Uracil- Indol-3- . .

Transpoﬂngr Gamme}- Transportador transcripcional DNA glicerol Antramlatq Glytamlna
de la familia glutamil . S fosforribosil amidotrans-

MFS de la familia glicosi- fosfato
EamA transferasa . transferasa ferasa TrpG

Lys R lasa sintasa

RS19815 _« RS19830 RS19835 trpC trpD RS19850

Figura 33. Contexto gendmico de la regiéon de insercion del miniTn5 en las
clonas A.IV.62(GGT) y J.XVIL.20(IGPS) de Alicycliphilus sp. BQ1 (arriba)
comparado con el genoma de Alicycliphilus denitrificans cepa BC (abajo). Los
triangulos negros indican los sitios de insercion del miniTn5. Se muestra la nueva
nomenclatura de los genes de la cepa BC (ALIDE). La cepa K601" (ALIDE?2) tiene la
misma organizacién gendémica que la cepa BC. El miniTn5 se inserté 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).

En esta nueva organizacion es evidente que el gen I3 que codificaba a una
proteina hipotética ya no se encuentra reconocido en el nuevo arreglo. Esto
refuerza aun mas la idea de que este gen hipotético antes descrito, es realmente
una region regulatoria para los genes 14 e 15 que codifican para la IGPS y para la
UDG respectivamente.

7.10.1 Posible actividad de la gamma-glutamil transferasa en la utilizacion
del Poly Lack como fuente de carbono

En la clona A.IV.62 el transposon se insertd en el gen que codifica una gamma-
glutamil transferasa (GGT). La GGT se encuentra junto a un gen que codifica un
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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 glutation.
En mamiferos es utilizada en muchos procesos de degradacion y sintesis de
aminoacidos. En bacterias, su funcién aun es desconocida, pero se ha visto que
€s una enzima que a pesar de cambiar en su secuencia de aminoacidos entre una
especie y otra, mantiene su funcionalidad debido a que los residuos importantes
en la catalisis se mantienen conservados. Recientemente se observd que esta
enzima no solo es capaz de realizar la transpeptidacién, sino que también puede
hidrolizar el glutation para dejar el glutamato libre y la cisteina y la glicina por
separado (Okada et al., 2006) (Fig. 34).

o R-NH, o
*H,N _ R Z *H,N
N
coo coo
Glutation=Glu-Cys-Gly Gamma-glutamil-enzima
R’-NH,
7 N\
Transpeptidacion H H
Hidrolisis
o) o]
*H,N s R’ *H,N
H OH
coor coor
Glutation’ Glutamato
R=Cys—Gly

Figura 34. Reaccion de transferencia de grupos glutamil de la gamma-glutamil
transferasa. La enzima se une al glutation y produce un complejo enzima-sustrato
que después realiza la funcién de transpeptidacion o de hidrdlisis segun sea el caso.
Si hay transpeptidacion, el glutamato se transfiere a otro Cys-Gly (R’) para formar un
nuevo glutation (glutation’). Si se hidroliza el glutatiéon, se libera el glutamato y quedan
libres la cisteina y la glicina por separado (Okada et al., 2006).

Una posibilidad interesante es que, dado que la reaccion que lleva a cabo esta
enzima implica la hidrdlisis de un enlace amida podria ser la enzima que estuviera

actuando directamente sobre el grupo carbamato caracteristico del poliuretano.
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Existen otros tres genes que codifican GGT’s en el genoma de K601" y otros
cuatro en el genoma de BC y BQ1 con identidades de aminoacidos menores al
70% entre ellas pero similitudes mayores al 95 %, sugiriendo que a pesar de tener
la misma funcion no estan conservadas en su totalidad y que pudieran llevar a
cabo funciones especificas que aun son desconocidas y que, en el caso particular

de la que fue mutada, podria estar implicada en la degradacién de Poly Lack.

7.10.2 Funcién enzimatica de la indol-3-glicerol fosfato sintasa en la clona
J.XVII.20

En J.XVII.20, el transposdn se insertd en un gen que codifica una indol-3-glicerol
fosfato sintasa (IGPS). La IGPS es la enzima que lleva a cabo la sintesis de indol-
3-glicerol fosfato a partir de 1-(2-carboxifenilamino)-1-desoxi-D-ribulosa-5-fosfato

en la via de sintesis de triptofano (Fig. 35).

0%, 0 Glutamato 0 Oﬁ
Glutamina  Piruvato PRPP P, |'5
~,
Lot %“@ Kook
§ ,
70 TrpD/E ;
OH (o]

TrpD TrpC/F OH L

Corismato Antranilato N-(5"-Fosforibosil)-antranilato 1-(2-Carboxifenilamino)-1-

descm D-ribulosa-5-fosfato

0
RS
S Gliceraldehido-3- 0
erina fosfato Trp C

(j@ (IGPS)
TrpB N TrpA

N
H

Triptéfano Indol Indol-3-glicerol fosfato

Figura 35. Actividad enzimatica de la indol-3-glicerol fosfato sintasa. Via de
sintesis de triptofano donde se muestran los genes que corresponden a las diversas
enzimas de la via en E. coli. Los genes TrpcD/E y TrpC/F estan fusionados. El gen
TrpC corresponde a la IGPS en BQ1. (http://www.genome.jp/kegg/).

En E. coli, este gen junto con otros cuatro genes contiguos, constituyen el operdn
de triptéfano. Los genes que se encuentran en este operdn son denominados trpE,
trpD, trpC/trpF, trpB y trpA siendo el gen trpC aquel que codifica a la IGPS (Fig.
36).
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Figura 36. Organizacion de los genes del operén de tripté6fano en E. coliy en las
cepas de Alicycliphilus. Los genes de E. coli se encuentran en un solo operén,
mientras que en Alicycliphilus se encuentran distribuidos en tres regiones distintas.

En E. coli y otros organismos relacionados filogenéticamente el gen trpC se
encuentra fusionado al gen frpF. El gen trpC/F se traduce en la IGPS y en una
fosforibosil antranilato isomerasa (PRAI), los genes estan fusionados y producen
una proteina con las dos funciones (Merino et al., 2008). Sin embargo, en BQ1,
BC y K601" el gen de la PRAI (trpF) se encuentra separado del gen trpC
(ALIDE_RS15680 en BC y ALIDE2 RS06490 en K601") regulado en un operén
hipotético bicistronico distinto. En las tres cepas de Alicycliphilus existe el gen que
corresponde a trpD en E. coli, ademas de que, en BC y K601", se encuentra otro
gen homdlogo a trpD denominado trpG que esta fusionado a trpE (trpG/E). En la
region donde cayo la mutacion en el genoma de BQ1 se encontraron los genes
troD y trpG/E aledafios al gen mutado (trpC). Los otros dos genes del operdn de
triptofano (trpA y trpB) y el gen trpC/F no se encontraron en esta region. Este
mismo arreglo se presenta en BC y K601'. Los tres genes faltantes del operén de
triptéfano 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 frpB y ALIDE RS15680 para trpF) y K601'
(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. Sera importante llegar a entender cdmo es que esta organizacion de los
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genes, cuyos productos debieran llevar a cabo una funcion en conjunto en la via
de sintesis de triptofano, esta ayudando a la capacidad de la bacteria para utilizar
el Poly Lack.

De manera interesante, en todo el genoma de Alicycliphilus BC, K601" y BQ1 sélo
se encontro una copia del gen que codifica para la IGPS. Lo cual es importante
recalcar ya que la mutante J.VI.20(IGPS) no es auxétrofa pues crecié como la
silvestre en medio minimo con malato, lo cual indica que la mutante esta
obteniendo el triptéfano de alguna manera. Esto podria implicar alguna de las
siguientes posibilidades, que existe otro gen que lleva a cabo la funcién de trpCy
gue no ha sido descrito aun, lo que implicaria la existencia de una adaptacién en
algun otro gen de BQ1. Otra posibilidad es que el gen irpF que codifica para la
PRAI, que en algunos organismos se encuentra fusionado con IGPS, pudiera
llevar a cabo la funcién de IGPS. Con base en el analisis de la secuencia de PRAI,
a primera instancia, parece que la funcion de esta enzima es la descrita con
anterioridad por lo que sera interesante analizar mas 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 funcidon o una similar. Sera importante, a futuro, lograr entender cémo es
que una mutante de Alicycliphilus sp. BQ1 para el gen IGPS no es auxotrofa

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 rio abajo del gen donde cayé la mutacién, podria estar
relacionado en la utilizacion del Poly Lack como fuente de carbono. Esta hipotesis
es sostenida también por el hecho de que la expresion relativa de este gen
aumenta de manera similar a la de IGPS (Fig. 31), que existe una transcripcion
coordinada de estos dos genes como se muestra en el RT-PCR (Tabla 10) y
porque es un gen que normalmente no se encuentra aledafio a la IGPS, por lo que
podria proporcionar una adaptacion novedosa que no se presentara en otros

organismos. Es importante denotar que este gen se presenta en BC y K601 en la

100



misma posicion y estas cepas no utilizan Poly Lack como fuente de carbono. La
funcién principal de la UDG es escindir el uracilo producido por la desaminacion de
citosinas o por la mala incorporaciéon de un dUMP en el DNA. La UDG hidroliza el
enlace N-glicosidico del nucledtido separando el uracilo de la cadena de DNA. La
hidrolisis se da en el enlace C-N que une la base nitrogenada al azucar. Con esto
comienza la via de reparacion por escision 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 podria llevar a cabo la funcidn original de escindir bases
nitrogenadas del DNA danado y la UDG aledana a la IGPS y que fue mutada por
el miniTn5 podria estar implicada en la degradacion de Poly Lack.

0 uracil
0

/kNH NH

I N’go
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deoxyuridine (dU) Y\ASDG" abasic site
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Figura 37. Hidrélisis del enlace N-glicosidico por la uracil DNA glicosilasa. La
UDG hidroliza el enlace C-N entre la base nitrogenada con el azucar del DNA para
liberar el wuracilo y dejar wun oxidrilo en el c' del azucar
(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.I1.65

En la clona H.II.65, el miniTn5 se insertd en un gen que codifica una acil-CoA
deshidrogenasa (ACAD). Este gen se encuentra conservado en las cepas BC y
K601 casi al inicio del genoma y corresponde al ALIDE_RS00120 en la cepa BC y
al ALIDE2 RS00160 en la cepa K601'. Este gen se encuentra aledafio a otros
genes que codifican proteinas implicadas en la B-oxidaciéon. Al comparar los
genomas de las cepas BC y K601™ con el de la cepa BQ1 se encontré una
secuencia en el genoma de BQ1 que no esta 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 IcIR con similitud a
secuencias de Bordetella sp. con una identidad de no mas del 70% en todos los
casos (Fig. 38).

Proteina  Acil- 3-hidroxi-
. Proteina L Proteina Proteina Acil-CoA  Acil-CoA . propionil Proteina
Proteina putativa tipo CoA ) ) Transpor- Proteina de
. ... secretada ) secretadareguladora deshidro- deshidro- e CoA- reguladora
hipotética enoil-CoA trans- tador MFS unién a CoA .
TetC ) TctC IcIR genasa genasa deshidra-  IcIR
hidratasa ferasa
tasa
Tn5
H.I.65

1 Kb RS00110  RS00115 RSOO120«- RS00135 RS00140

Figura 38. Contexto gendmico de la region de insercion del miniTn5 en las clona
H.I.L65(ACAD) de Alicycliphilus sp. BQ1 (arriba) comparado con el genoma de
Alicycliphilus denitrificans cepa BC (abajo). El triangulo negros indica el sitio de
insercion del miniTn5. Se muestran los ALIDE con la nueva nomenclatura de los
genes de la cepa BC. La cepa K601 tiene la misma organizacion gendémica que la
cepa BC. El triangulo verde indica una region de cinco genes que se encuentra en
BQ1 pero que no se presenta en BC ni en K601". El miniTn5 se insert6 en el gen de
una acil-CoA deshidrogenasa.

La ACAD esta implicada en el primer paso de la -oxidacidon de los acidos grasos
llevando a cabo la deshidrogenacion de acil-CoA reduciendo FAD a FADH" y
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produciendo trans-A%-enoil-CoA. La B-oxidacién es un proceso metabolico que

utiliza cadenas largas de carbonos hidratados para obtener energia. Este es un

proceso ciclico que elimina los carbonos B 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).
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Figura 39. Actividad enzimatica de la acil-CoA deshidrogenasa. A) Ciclo de la B-
oxidacién donde las cadenas largas de carbonos con grupos carboxilos son
degradados para obtener energia de reserva a partir de la hidrélisis de cadenas de
dos carbonos. La acil-CoA deshidrogenasa se presenta como el primer paso de este
ciclo metabdlico. B) La B-oxidacion ocurre de forma ciclica hasta convertir toda la
cadena de carbonos en varios acetil-CoA que ingresan al ciclo de Krebs (Nelson et

al., 2013).
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7.10.5 Posibles actividades enzimaticas de las proteinas que codifican los
genes implicados en la degradacion del Poly Lack

Para poder describir una ruta metabdlica mas completa sera necesario determinar
si existen otros genes implicados en la degradacion de Poly Lack que aun 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 podrian estar siendo atacados por las enzimas aqui
descritas. La estructura molecular del Poly Lack aun no ha sido determinada pero
se sabe que es un PU de tipo poliéter (PE-PU) y que presenta grupos aromaticos
en algun lugar de su estructura (Savin-Gamez, 2016). Utilizando la estructura
molecular idealizada de este compuesto conformada por dietilenglicol, acido
adipico y diisocianato de tolueno, y conociendo las actividades enzimaticas de los
genes descritos previamente podemos sugerir algunas de las reacciones
enzimaticas que podrian estar involucradas en la degradacién de este compuesto
por BQ1 (Fig. 40).
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Dietilenglicol-Acido adipico-Diisocianato de tolueno

Figura 40. Estructura idealizada de un poliéter poliuretano. El PU esta formado
por una repeticion de unidades de dietilenglicol (DEG), acido adipico (ADA) y
diisocianato de tolueno (TDI). A) La ACAD podria estar implicada en la degradacion
de las cadenas alifaticas. B) La IGPS podria estar implicada en la formacién del anillo
indol en los grupos aromaticos. C) La GGT y la UDG podrian estar implicadas en la
hidrolisis o transpeptidacion del enlace uretano.

La GGT (G2) y la UDG (15) podrian ser las encargadas de realizar la hidrolisis de
los enlaces uretano ya que su funcién enzimatica consiste en romper enlaces C-N.
Esta ruptura de los enlaces uretano es muy importante ya que con esto se pueden
liberar las cadenas alifaticas para poder ser utilizadas como fuente de carbono
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(Fig. 40, actividad C). La actividad de la IGPS (14) es un poco mas dificil de
entender ya que es una enzima encargada de un proceso anabdlico en la via de
sintesis de triptéfano. Aun asi es posible que la formacién del anillo indol, una vez
que las demas enzimas hayan llevado a cabo la catalisis de los enlaces uretano,
sea un paso importante para que BQ1 pueda utilizar estos compuestos para
formar aminoacidos o bases nitrogenadas que no estan presentes en el medio
minimo (Fig. 40, actividad B). En este estudio se utilizaron medios minimos que
contenian fuente de nitrégeno pero sera importante determinar, con estudios
posteriores, si BQ1 también es capaz de crecer utilizando el Poly Lack como unica
fuente de nitrogeno. Las ACAD (A4) y (A5) podrian estar implicadas en la
degradacion de las cadenas alifaticas que se encuentran en el acido adipico (Fig.
40, actividad A). Las ACAD se encargarian de ingresar estas cadenas alifaticas,
previamente liberadas del Poly Lack por alguna de las enzimas de hidrélisis (GGT
o UDG) o por alguna esterasa no encontrada en este trabajo, en el ciclo de la B-
oxidacion y de esta manera se podrian degradar para ser utilizadas como fuente
de carbono y de energia.

Kawai, en el 2010, presentd una ruta metabdlica hipotética para la degradacion de
polietilenglicol (PEG) en donde la molécula ingresa a la célula por transportadores
de membrana. La degradacion del PEG podria suceder tanto en el espacio
intermembranal por accién de una oxidasa o por la accién de deshidrogenasas en
el interior de la célula. EI PEG es una molécula que no contiene enlaces C-N y que
tiene una forma y estructura muy simple en comparacion con la del polimero
presente en el Poly Lack. Es muy probable que el Poly Lack, debido a su tamafo y
complejidad, no ingrese a la célula, por lo que BQ1 necesitaria de enzimas
extracelulares que pudieran realizar la ruptura de la molécula generando otras
menos complejas. Estas enzimas romperian estas moléculas de tamafio
intermedio, en otras aun mas pequefas que pudieran ingresar a la célula. Las
enzimas que se encontraron en este trabajo podrian 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 actuan 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 periplasmico (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 funcion dentro de la célula. Esto no excluye la posibilidad de que exista
algun mecanismo no descrito en el que esta enzima sea activa de manera
extracelular. En este trabajo se realizé un analisis de hidrofobicidad tanto para
GGT como para UDG y se pudo observar que tienen una caracteristica anfipatica
que se repite a través de la proteina (Fig. 41). La caracterizacion del caracter
hidrofébico de las secuencias de proteinas permite tener indicios sobre su
ubicacién en la célula, lo cual tiene mucha utilidad en la prediccion de dominios
transmembranales y regiones que estan probablemente expuestas en la superficie
de la proteina. Ademas de esto se realizaron analisis de péptido senal y de
topologia  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 proteinas
transmembranales o exportadas y otro analisis 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 podrian ubicarse en la
membrana de la bacteria, en la regidn periplasmica o incluso que podrian ser
excretadas para realizar su funcién enzimatica en el exterior de la célula. Dado
esto, seria posible que la GGT o la UDG se encargaran de la hidrélisis de los
enlaces uretano para separar las cadenas alifaticas de los diisocianatos y de esta
forma, permitir el ingreso de la molécula de uretano por partes. Sera necesario
realizar pruebas de presencia de estas enzimas en extractos extracelulares de

BQ1 para comprobar lo que los analisis bioinformaticos sugieren.
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Figura 41. Andlisis de la hidrofobicidad de la GGT y de la UDG de BQ1. Tanto la

GGT como la UDG presentan regiones hidrofébicas e hidrofilicas repetidas lo cual les
da la caracteristica de proteinas anfipaticas. La UDG presen ta menos re giones

hidrofébicas que la GGT, pero presenta valores mas extremos entre las regiones
hidrofébicas e hidrofilicas. El analisis se realizé con la herramienta ProtScale usando

la escala de Kvte/Doolittle (htto://web.expasv.ora/protscale/).
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Dentro de la célula es muy probable que la ACAD se encargue de ingresar la
cadena alifatica en la ruta de la B-oxidacion para comenzar su utilizacion como
fuente de carbono y energia. Kawai, en el 2010, también describe una acil-CoA
sintetasa que estaria utilizando las cadenas alifaticas del PEG para convertirlas
en PEG-carboxilato-CoA, el cual serviria como precursor en la sintesis de acidos
grasos. En este caso, se sugiere que BQ1 utiliza la cadena alifatica liberada del
resto de la molécula de PU como precursor de acetil-CoA que podria después
ingresar al ciclo de Krebs o, si se requiere, a la via de sintesis de acidos grasos.

Por otro lado, a molécula de diisocianato, podria ser utilizada en las vias
metabdlicas de aminoacidos y de bases nitrogenadas por la accion de la IGPS o
de la UDG o de la GGT en procesos metabdlicos que aun son desconocidos.

Sera necesario determinar la estructura del Poly Lack, conocer si existen otros
genes y proteinas implicadas en la degradacién de Poly Lack, asi como llegar a
entender los mecanismos de regulacion de estos genes y sus promotores para
poder tener un panorama mucho mas amplio que nos permita comprender y
sugerir una ruta metabdlica con la cual podamos conocer los mecanismos de

degradacion del Poly Lack por Alicycliphilus sp. cepa BQ1.
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8. Conclusiones y perspectivas

8.1 Conclusiones

* Se complementd 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 insercién 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 complementacidn génica de las mutantes J.XVII1.20 y H.11.65 fue exitosa lo
que implica que los genes que codifican las enzimas ACAD e IGPS estan
implicados en la utilizacion del Poly Lack como fuente de carbono por BQ1.

* Se determino por RT-PCR, que el gen de la IGPS (14) y el de la UDG (15) se
transcriben bicistronicamente cuando se cultivan tanto en medio LB como
en medio con Poly Lack. Los genes de ACAD (A4 y AS5) se transcriben de
forma policistronica s6lo cuando se cultivan en medio con Poly Lack. Los
genes |4 e 15 y A4 y A5 no se transcriben en conjunto con los demas genes
de sus respectivos operones hipotéticos.

* La IGPS es capaz de realizar la funcion enzimatica implicada en la utilizacion
del Poly Lack como fuente de carbono por BQ1, que aun es desconocida,
sin los primeros 22 aminoacidos del extremo N-terminal ya que en la
secuencia génica, se utiliza un promotor que se encuentra dentro de esta

region para transcribir el gen.
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* Los genes afectados por el miniTn5 presentaron un valor de expresion
relativa inferior al valor de los genes constitutivos gyrA y rpoB. Los genes
de IGPS y ACAD presentaron un aumento de expresion relativa en MM-
Poly Lack, en comparacion con medio LB al 20%, de por lo menos el 20%
mas en el caso de IGPS y de por lo menos cuatro veces mas en el caso de
ACAD, lo cual sugiere una induccién en este medio.

* Los genes afectados por el miniTn5 presentaron una expresion relativa
mayor cuando BQ1 se encuentra en fase estacionaria en comparacion de

cuando se encuentra en fase logaritmica en MM-Poly Lack.

* Con base en las actividades reportadas para las proteinas codificadas por los
genes mutados, se propone que la ACAD podria estar implicada en la
degradacion de las cadenas alifaticas del poliuretano. La IGPS podria estar
implicada en la formacion del anillo indol a partir de atomos del carbamato,
una vez que esta parte de la molécula es separada de sus cadenas
alifaticas. La UDG y la GGT podrian ser las encargadas de hidrolizar y
romper el enlace carbamato caracteristico de los PUs. Es necesario realizar
un analisis mas detallado de las actividades enzimaticas que estas
proteinas podrian 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 via de degradacion del
Poly Lack sean obtenidos.

Comprobar que la GGT si es una enzima implicada en la utilizacion del Poly
Lack como fuente de carbono realizando nuevamente la complementacion
de A.IV.62 con el gen de la GGT y asegurandonos que la regién amplificada
no contiene ninguna mutacidon puntual que pueda ocasionar la disrupcion

del gen.

Analizar las actividades enzmaticas de cada una de las proteinas descritas
en este trabajo para poder mejorar el entendimiento y funcion en la
capacidad de Alicycliphilus sp. BQ1 de utilizar el Poly Lack como fuente de

carbono.

Realizar una complementacion por separado con cada uno de los genes de
J.XVIL.20(IGPS) y H.I.L65(ACAD) que fueron afectados por el transposon
para determinar cual de ellos si esta siendo utilizado en la via de

degradacion del Poly Lack.

Analizar los promotores descritos con una astringencia de 0.6 de
probabilidad para determinar si la molécula de PU o algun otro de los
componentes del Poly Lack es capaz de inducir su expresion y, de esta
forma, poder proponer un mecanismo de regulacion transcripcional dirigida

por el Poly Lack en Alicycliphilus sp. BQ1
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Anexos

l. Soluciones
Medio LB p/litro

Triptona
Extracto de levadura
NaCl

Agar (solo para solidos)

Antibidticos:
Kanamicina
Acido Nalidixico
Ampicilina

Gentamicina

1049
59
109
169

30 mg/mL
20 mg/mL
100 mg/mL
20 mg/mL

Soluciones para medios diferenciales

Solucion A (10X) pl/litro
KH2PO4
KoHPO4

Solucion B (100X) p/litro

NHsNO3
MgSO04*7H,0

209
70 g

100 g
1049

Solucion C de elementos traza (1000X) p/litro

ZnS0O4*7H0
CuS04*7H20
FeSO4*7H,0
MnSO4*6H,0

Las soluciones A y B se esterilizan directamente. La solucion C por filtracion.

19
019
109

29



Medios liquidos. Volumenes en mL para 100 mL

Componente MM-Malato MM-PUpl MM-NMP
(10mM) (0.3 %) (2.5 mg/mL)

Agua 87.9 78.9 87.7

Solucion A 10 10 10

Solucion B 1 1 1

Solucion C 0.1 0.1 0.1

Fuente de carbono | 1 10 1.21

Volumen Final (mL) | 100 100 100

Medios sdlidos. Volumenes en mL para 300 mL de agar-agua (20.3 g/L)

Componente MM-Malato MM-PUpl MM-NMP
(10mM) (0.3 %) (2.5 mg/mL)

Agua 87.9 78.9 87.7

Solucion A 10 10 10

Solucion B 1 1 1

Solucion C 0.1 0.1 0.1

Fuente de carbono | 1 10 1.21

Volumen Final (mL) | 100 100 100

La solucion C se coloca una vez que el medio se encuentre a una temperatura de

aproximadamente 50 °C.

Buffer TAE 50X para 1L

Tris base

Acido acético glacial

0.5 M EDTA, pH 8

Aforar con agua desionizada a 1 L y mezclar. Esterilizar por autoclave a 120 °C

242 g

57.1 mL
100 mL

por 20 min. Almacenar a temperatura ambiente.




Il. Gliceroles
Para preparar los gliceroles de las mutantes se tom6 una colonia de las bacterias

y se crecio durante toda la noche en 25 mL de medio LB con antibiotico o en
medio minimo con Poly Lack (Anexo |) segun sea el caso. Al dia siguiente se
tomaron alicuotas de 350 pL y se agregaron 150 uL de glicerol para obtener una

concentracion final del 30%. Los gliceroles se guardaron a -70°C.

lll. Caracteristicas del plasmido pBluescript
El plasmido pBluescript es un vector que permite la clonacion de fragmentos de

DNA. Tiene un tamafno de 2961 pb y contiene el gen de resistencia a ampicilina
como marcador de seleccion. Ademas de esto posee un Multicloning Site (MCS)
con secuencias para diversas enzimas de restriccion, el promotor /lac, y la
secuencia que codifica la region faltante del péptido a que permite la o-

complementacion de la cepa DHSa de E. coli.

1 () ori
ampicilliny lacZ'
—Kpn |
s MCS

pBluescript SK- 9.

—Todac

3.0 kb
P lac
N
pUC ori-
pBluescript SK (+/-) Multiple Cloning Site Region
(sequence shown 601-826)
Apal Hinc Il
EcoQ109 | Acc
T7 Promoter o Kpn | Ii)m 1l )?hol Sal |l
T >
TTGTAAAACGACGGCCAGTGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGQGAATTGGGTACCGGGCCCCCCCTCGAGGTCGACGGT...
M13 -20 primer binding site T7 primer binding site - KS primer binding site...
Bspl06 1 - " Not | o R
Clal Hind 11l EcoR V flmk | Fl'stl qu | BamH | Tpe | )lf.bu | llfoq | [?sﬂ( | .rn: ] lyacl
| | |
. . ATCGATAAGC TTGATATCGAATTCCTGCAGCCCGGGGGATCCACTAGTTCTAGAGCGGCCGCCACCGCGGTGGAGCTCCA. ..
...KS primer binding site o SK primer binding site

i3 T3 Promoter -gal c-fragment

iy |
...GCTTTTGTTCCCTTTAGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATPATGGTCATAGCTGTTTCC
< T3 primer binding site “M13 Reversa primer binding site
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IV. Preparacion y transformacion de células competentes
1. Se inoculd una colonia aislada de E. coli DH5a en 5 mL de medio LB.

2. Se incubd durante toda la noche a 37 °C. Después de la incubacion, se
transfirio 1 mL del cultivo a 50 mL de LB fresco. Se incubd durante otra hora para
alcanzar una densidad o6ptica a 660 nm de 0.5.

3. Una vez alcanzada la densidad optica requerida se centrifugaron las células
durante 10 min y se desecho el sobrenadante.

4. Se resuspendio el paquete celular en 25 mL de CaCl, 50 mM frio y se dejé
durante 5 min en hielo.

5. Después de la incubacion se volvidé a centrifugar la muestra durante 10 min
y se resuspendié nuevamente el paquete celular en 3.3 mL de CaCl, 50 mM con
14% de glicerol.

6. Se repartid la suspension en alicuotas de 100 yL que se almacenaron a
-70°C.

7. Se determino la eficiencia del proceso transformando una alicuota con 1 pg
de DNA antes de emplearlas en la transformacién.

8. Para realizar la transformacion, se descongelé en hielo un tubo con una
alicuota de las células competentes de E. coli DH5a.

9. Se agrego toda la reaccién de ligacion para transformar 50 pL de la
suspension de células competentes.

10. Se coloco la suspension de células en hielo durante 30 min y tras concluir
este tiempo se colocaron los tubos en un bafo Maria a 42 °C por 2 min. Se
transfirio inmediatamente al hielo de nuevo por 3 min.

11. Después del choque térmico se anadidé 1 mL de LB fresco incubandose las
células a 37 °C por 1 hora.

12.  Se centrifugaron las células durante 3 min y se eliminé el sobrenadante.

13.  Se resuspendié el paquete celular en 250 pyL de LB y se sembr6 en cajas
de LB con el antibiético correspondiente (Km 30 mg/mL) en las que se habian
agregado 40 pL de X-galy 7 uL de IPTG.
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V. Minipreparacion del plasmido pBluescript
1. Se inoculo, en 5 mL de medio rico conteniendo ampicilina (100 mg/mL), una

colonia de E. coli con el plasmido pBluescript y se incubd durante toda la noche a
37 °Cy 200 rpm.

2. Al dia 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 resuspendio el pellet de
células y se agregaron 100 pL de una solucion de lisis alcalina | (glucosa 50 mM,
Tris-Cl 25 mM pH 8.0, EDTA 10 mM pH 8.0, 10 uL de RNasa A).

4. Se afiadieron 200 pL de solucién de lisis alcalina Il (NaOH 0.2 N, SDS 1%
(p/v)) recién preparada. Se mezclé el contenido volteando el tubo rapidamente
unas 5 veces.

5. Se anadieron 150 pL de solucion de lisis alcalina Il (acetato de potasio 5 M,
acido acético glacial, H,O) fria. Se mezclo la solucion volteando el tubo unas 5
veces mas. Se incubo el tubo en hielo por 5 min.

6. Se centrifugo el lisado bacteriano a 14,000 x g durante 5 min. Se transfirio
el sobrenadante a un tubo limpio sin tomar el lisado celular.

7. Se precipitaron los acidos nucleicos afiadiendo 2 volumenes de etanol al
100%. Se mezcld la solucion y se centrifugd a 14,000 x g por 5 min mas.

8. Se removio el sobrenadante con pipeta y se dejo que el etanol se evaporara
a temperatura ambiente.

9. Se realizé un lavado con etanol al 70% y se centrifugd nuevamente a
14,000 x g durante 2 min mas.

10. Se removié nuevamente el sobrenadante y se dejo evaporar el etanol a
temperatura ambiente.

11. La pastilla de DNA se resuspendi6 en 50 yL de agua estéril y se guardé a -
20 °C.

VI. Gel de agarosa para RNA
Se utilizé el siguiente protocolo para la preparacion del gel desnaturalizante

para RNA:
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1. Se fundi6 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 dejo enfriar hasta los 60 °C.

2. Se anadieron 10 mL de buffer MOPS 10X (0.4 M MOPS, pH 7.0, acetato de
sodio 0.1 My EDTA 0.01 M) y 18 mL de formaldehido al 37% (12.3 M) y se vaci6
en un molde para formar el gel.

3. Una vez hecho el gel se coloco en una camara de electroforesis limpiada
previamente con RNasaZap y se cubrié con buffer MOPS 1X.

4. A las muestras de RNA se les agreg6 buffer de carga de formaldehido 1Xy

BrEt a una concentracion final de 10 pg/mL.

Soluciones y Buffers para gel de RNA:
1) Buffer MOPS 5X

MOPS (pH 7) 0.2M
Acetato de sodio 0.05M
EDTA (pH 8) 0.005 M

Para preparar un litro de buffer se afiadieron 41.86 mL de MOPS y 4.11 g de
acetato de sodio a 800 mL de agua tratada con DEPC y se mezcld hasta disolver
completamente. Se afadieron 10 mL de EDTA 0.5 M y se ajusto el pH a 7 con
NaOH 10 N. Se afor6 a 1L con agua tratada con DEPC. Se colocé en un recipiente

ambar y se esterilizé en autoclave.

2) Buffer de muestra para RNA

Formamida 10 mL
Formaldehido al 37 % 3.5mL
MOPS Buffer 5X 2mL

Guardar en alicuotas de 200 L a -20 °C.

3) Buffer de corrida para RNA

Glicerol 50 %
EDTA (pH 8) 1 mM
Azul de bromofenol 04 %
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Bromuro de etidio 1 mg/mL
Guardar en alicuotas de 200 L a -20 °C.

5. Las muestras se desnaturalizaron a 70 °C por 10 min y después se
cargaron en los pozos.
6. La electroforesis se realizé a 80 V durante 1 h y después se observo el gel

en un transiluminador.

VIl. Curvas de calibracién para RT-qPCR
Se realizaron curvas de calibracién para determinar la concentracion de cDNA en

la cual se comenzaba a observar una expresion relativa de los genes entre los 15
y los 25 ciclos. Se realizé la calibracion con el gen gyrA y con el gen rpoB. Todas
las curvas mostradas a continuacion son a una concentracién de 50 ng/uL por lo
que se determind que esta era la concentracion requerida para cada una de las

condiciones.
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Curvas de calibracion con el gen gyrA

LB 20% logaritmica
08 ;

0.7
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C

@ 04;
<]

031

021
0.11

/’,_,——’- 50 ng/ulL

5 ng/ul

2 4 6 8 10 12 4 16 18 20 2 U X 28 N R N ¥ R L

Cycle

08 LB 20% estacionaria

0.7
0.6 -
051
=

® 04/
<]

03
021
0.14

- 50 ng/ulL

B
]

5 ng/ul

2 4 6 8 10 12 4 16 18 X0 2 A X 28 N R N ¥ R L

124



0.8 1
0.7 -
0.6 -
05 1

0.3

0.2
0.1

08
0.7 1
06 1
051
C
® 04/
<]
031

021
0.11

Poly Lack logaritmica

50 ng/ulL
5 ng/ul

-

10 12 14 16 18 20 2 U % XA

Cycle

Poly Lack estacionaria

o 50 ng/ul

—

5 ng/ul

T T T

8

10 12 14 16 18 20 2 24 &% 28 30 1 % % 3 4L

Cycle
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Curvas de calibracion con el gen rpoB

LB 20% logaritmica

1.00 4
0.75 1 —— 50 ng/uL
'/J._’_-_;;.E—-—~ 5 ng/ul
x 050 ;
0.25 1
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Cycle
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1.00 ;
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Poly Lack logaritmica
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Poly Lack estacionaria
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...dary...Legendary!
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