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1. Resumen

Los poliuretanos (PU) son plasticos ampliamente utilizados como materias primas
en diversas industrias, pero al igual que la mayoria de los otros plasticos, son
resistentes a la biodegradacion. Se sintetizan a partir de polioles y diisocianatos que
determinan sus caracteristicas. Varios hongos y bacterias capaces de atacar PU de
tipo poliéster (PS) han sido aislados y algunas enzimas hidroliticas de tipo esterasa
involucradas en su degradaciéon han sido identificadas. Sin embargo, la via para la
biodegradacion de PU es desconocida y no hay suficiente informacion sobre los
genes implicados en este proceso. Puesto que los PU son polimeros grandes y
complejos, ademas de las esterasas, muchas otras enzimas deben estar implicadas
en su degradacion. En nuestro laboratorio, se estudian microorganismos aislados
del ambiente, con capacidad de crecer en medios con barnices de PU como Unica
fuente de carbono; uno de ellos es la B-proteobacteria Alicycliphilus sp. BQ1. Para
descubrir algunos de los genes implicados en la degradacion de PS-PU en esta
bacteria, se empled el transposon miniTn5 para generar una biblioteca de mutantes
y se seleccionaron aquellas que no fueran capaces de crecer en el poliéster-poliol
Rymsapol®. Las mutantes auxétrofas se descartaron debido a su incapacidad para
crecer en malato. Cuatro mutantes fueron obtenidas, confirmando por Southern blot
una Unica insercion del transposon en el genoma de cada una de ellas. Se
identificaron los genes afectados por el transposon digiriendo y clonando el DNA de
cada una de las mutantes en pBS, seleccionando por la resistencia a Km* presente
en el transposon, seguida de secuenciacion empleando un oligonucleétido dirigido
al transposén. Las cuatro mutantes fueron afectadas en genes que codifican
enzimas relacionadas con el metabolismo y la regulacion de aminoacidos: la
mutante H.1.20 resultdé afectada en el gen que codifica un regulador de la
transcripcion tipo AsnC, el cual se ha sugerido que regula la expresion de los genes
dadA (D-aa deshidrogenasa) y dadX (alanina racemasa) que participan en la
sintesis y regulacion de D-aminoé&cidos; la mutante E.II1.100 fue afectada en el gen
gue codifica a la 3-desoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintasa (EC 4.1.2.15),
que cataliza el primero de los siete pasos en la ruta del shikimato cuyo producto

final es corismato; y las mutantes D.IV.28 y J.XI1.10 fueron afectadas en el gen que
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codifica a la corismato mutasa/prefenato deshidratasa (EC 5.4.99.5), enzima
bifuncional que actia sobre el corismato para producir prefenato y luego sobre el
prefenato para producir fenilpiruvato que es el precursor de la L-fenilalanina. Todas
las mutantes fueron complementadas con sus genes silvestres recobrando la
capacidad de crecer en poliéster poliol. También se realizaron analisis de RT-PCR
para determinar si estos genes estaban organizados en operones. El papel de estas
enzimas en la degradacion de los polioles no esta claro, pero el hecho de que dos
de las mutantes fueron afectadas en el mismo gen y presentaron el mismo fenotipo
sugiere fuertemente que la corismato mutasa/prefenato deshidratasa debe
desempeiiar un papel importante en la capacidad de Alicycliphilus sp. BQ1 para

degradar el poliéster poliol.
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1. Abstract

Polyurethanes (PU) are plastics widely used as raw materials in various industries
and like some other plastics they are resistant to biodegradation. They are
synthesized from polyols and diisocyanates, which determine their characteristics.
Several fungi and bacteria able to attack polyester (PS)-PU has been isolated and
some hydrolytic enzymes acting in its biodegradation; such as esterases, have been
identified. However, the pathway for PU biodegradation is unknown. Since PU are
large and complex polymers, not only esterases, but also many others enzymes
must be involved in its biodegradation. In our laboratory, environmental
microorganisms able to grow in mineral media with PU varnishes as the only carbon
source have been isolated; one of them is the [-proteobacteria Alicycliphilus sp.
BQ1. As a strategy to discover some genes involved in PS-PU degradation in this
bacteria, a miniTn5 transposon mutant library was generated, and mutants unable to
grow in the poliéster-poliol Rymsapol® were selected. Auxotrophic mutants were
discarded because of their inability to grow in malate. Four mutants were obtained,
and a unique insertion of the miniTn5 in the genome of each mutant was confirmed
by Southern blot. The transposon affected genes were identified by digesting and
cloning the DNA of each mutant in pBS, selecting by Km® resistance, and
sequencing by using a primer that targets the trasposon. The four mutants were in
genes encoding enzymes related to amino acid metabolism and regulation: mutant
H.I.20 encodes a transcription regulator type AsnC-like protein that has been
suggested to regulate the expression of dadA (D-aa dehydrogenase) and dadX
(alanine racemase), which transform L- amino acid into D-amino acid for synthesis
of cell walls; mutant E.II1.L100 encodes 3-deoxy-D-arabino-heptulosonate-7-
phosphate synthase (EC 4.1.2.15), which catalyzes the first of seven steps in the
shikimate pathway that produces chorismate; and the mutants D.IV.28 and J.XII.10
were affected in a gene coding a chorismate mutase/prephenate dehydratase (EC
5.4.99.5), a bifunctional enzyme that acts on chorismate to produce prephenate and
then on prephenate to produce phenylpyruvate which is the precursor of L-
phenylalanine. All the mutants were complemented and recovered their ability to

grow in polyester poliol. RT-PCR experiments were also performed in order to define
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if these genes are expressed as operons. The role of these enzymes in polyol
degradation is unknown, but the fact that two different mutants affected the same
gene and generate the same phenotype strongly suggests that chorismate
mutase/prephenate dehydratase must play an important role in the ability of

Alicycliphilus sp. BQ1 to degrade polyester polyol.
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2. Introduccion

Los poliuretanos (PUs) son polimeros lineales que tienen un esqueleto molecular
gue contiene grupos carbamato (-NHCO;), también llamados uretano, que son
producidos por una reaccion de adicion entre un diisocianato y un poliol (Figura 1) y
tipicamente también contienen otros grupos funcionales como éteres y ésteres. Son
polimeros muy versétiles que se emplean en diversas aplicaciones que van desde
espumas Yy barnices hasta revestimientos para automoviles y aislantes térmicos en

las construcciones, entre otras (Howard, 2002).

Enlace Uretano

n 0=—C =—=N—R—N=C=—0 - ,_____44 1

Poliisocianato | 0 | (o}
Polimerizacion E i
- | 1
+ (R)IN—C o;(x)oc N
]

: |

n OH — R'—OH f P H i~\ H
| S ——— -

Poliol Segmento de Segmento de n
isocianato poliol

(Polimero de poliuretano)

Figura 1. Reaccion de sintesis del PU. La unién de un poliisocianato y un poliol
produciendo enlaces uretano (modificado de Gautam et al., 2007).

Entre los precursores de los PUs, los polioles, que contienen grupos hidroxilo que
funcionan como donadores de OH para formar el enlace carbamato, existen en un
amplio rango de variedades, sin embargo, se utilizan principalmente resinas de tipo
poliéster y poliéter. La estructura de los polioles es un factor muy importante en la
determinacion de las propiedades de los PUs. Los poliéter-poliol se componen
principalmente de homopolimeros de 6xido de propileno o de copolimeros
aleatorios con Oxido de etileno. Presentan una gran resistencia a la hidrdlisis,
excelente flexibilidad a bajas temperaturas y resistencia a la degradacion
microbiana (Vipin, 2009). Los poliéster-poliol estan basados en acidos carboxilicos
aromaticos o alifaticos saturados, comunmente acido adipico y dioles. Comparados
con los poliéter-poliol tienen baja estabilidad hidrolitica pero mejor oxidacion y

estabilidad termal, ademas de alta resistencia a aceites y sustancias quimicas
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(Vipin, 2009). Dependiendo el tipo de poliol utilizado, los PUs pueden ser de tipo
poliéter (PE-PU) o poliéster (PS-PU) (Urbanski, 1977) (Figura 2).

Poliéter poliuretano
Enlace uretano

i 0
: ) ] |
R+—N——C——0+4—(CH,)s——0——(CHp)y——O0——C—N
| 3[ g J
: Enlace éter H [,

Poliéster poliuretano
Enlace uretano

Enlaceuretano_ i
|

| 0 i 0 0
NN |
1 i

R ——N——C ——0—H—(CH,);—0——C——(CH,);—0—C~—C——N
| 1l —— |
i
1

m
H ] Enlace éster H

Figura 2. Estructuras tipicas de un PE-PU y un PS-PU. Ambos tipos de PUs presentan
grupos funcionales tanto éster como éter a lo largo de todo el polimero,
independientes del tipo de poliol. Sin embargo, la clasificacion del PU estd dada por
el tipo de poliol que presenten (Gautam et al., 2007) (Modificado por Alvarez-
Barragan).

Dada la gran resistencia que presenta este material, su uso se ha incrementado
enormemente afio tras afio, trayendo como consecuencia una gran acumulacién de
desechos, ya que solo una fraccion muy pequefia del polimero se puede reciclar.
En Europa, que es el segundo productor de PU a nivel mundial después de China,
la principal demanda es para el sector de empaquetamiento (39.6%), seguida por el
sector de construccion (20.3%), automotriz (8.5%) aplicaciones electronicas y
eléctricas (5.6%) aplicaciones a agricultura (4.3%) otras aplicaciones como
accesorios, hogar, productos de consumo, mobiliario y servicios médicos (21.7%)
(Plastics Europe, 2013). En E.U.A. se produjeron 13,650 toneladas de PU en el
2010 y 17,946 toneladas en el 2016. A nivel mundial, en el 2015 se produjeron 9.6
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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
millon de toneladas anuales de residuos plasticos, de las cuales sélo el 12% es
recolectado para su reciclaje. La produccién de PU en nuestro pais ha aumentado

en un 9.6% anual desde el 2010 (http://www.plastemart.com).

Existen algunos tratamientos para los desechos de PU a nivel industrial. Estos se
pueden clasificar en cuatro tipos de reciclaje: mecanico, quimico, termoquimico y el
reciclaje para recuperacion de energia. El reciclaje mecanico implica un tratamiento
fisico generalmente de compresion para poder utilizar nuevamente el PU en otro
producto (prensa adhesiva y moldeo por compresion). El reciclaje quimico
(hidrdlisis, glicolisis y amindlisis) y el termoquimico (pirdlisis, gasificacion e
hidrogenacion) implican la destruccion parcial o total del compuesto utilizando
sustancias quimicas o0 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 (combustiéon e incineracion)
(Mahmood et al., 2007). Sin embargo, los compuestos liberados por estos métodos
contaminan el medio ambiente y pueden generar alergias e irritaciones en la piel y
0jos en las personas que estén expuestos a ellos (Boutin et al., 2004), lo cual los

vuelve peligrosos para la salud y el ambiente, ineficientes y costosos.

Se consideraba que el PU no era biodegradable. Sin embargo, diversos estudios
realizados para mostrar la susceptibilidad del PU a la degradacién mostraron que
ésta es dependiente de la naturaleza de los precursores que forman el PU y que
cada parte de la estructura morfologica del PU, tanto la suave (aportada por los
polioles) como la rigida (aportada por los poliisocianatos) poseen también una
susceptibilidad al ataque bioquimico (Vojtova et al., 2007). Se ha observado que el
poliéster poliuretano (PS-PU) parece ser mas sensible a la degradacion microbiana
en condiciones aerobias. Microorganismos tales como hongos y bacterias han
mostrado tener esta capacidad (Morton y Surman, 1994). Algunas de las cepas
bacterianas reportadas como capaces de degradar PU suplementado con otra
fuente de carbono son Corynebacterium sp. (Kay et al., 1993), Pseudomonas

fluorescens (Howard y Blake, 1998), P. chlororaphis (Howard et al., 1999) y Bacillus
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subtilis (Rowe y Howard, 2002). Comamonas acidovorans TB-35 fue reportada
como capaz de crecer en PU como Unica fuente de carbono (Nakajima-Kambe et
al., 1995). P. chlororaphis ATCC 55729, después de ser incubada en PS-PU, realizo
cambios en la composicion quimica del polimero, debido a la liberacion de
dietinglicol, un constituyente de la region del poliol (Howard, 2002; Gautam, 2007).
Esto abrio la expectativa de que, al conocer los procesos biodegradativos llevados a
cabo por estos microorganismos, podria ser posible el desarrollo e implementacion
de técnicas biotecnoldgicas para el tratamiento de los desechos de PU, que sean

mas eficientes y mas amigables con el ambiente.

Se han identificado algunas de las actividades enzimaticas que poseen los
microorganismos capaces de crecer en PU. Las mas representadas son las
esterasas y las lipasas, aunque algunas proteasas (Howard et al., 1998 y 1999), e
inclusive una uretano hidrolasa, también se han identificado como posibles agentes
de degradacion (Akutsu et al., 2006). El primer paso de la degradacion del PU es
iniciado por la adhesion de enzimas asociadas a membrana a la superficie del PU,
seguida por la hidrdlisis de distintos enlaces en el polimero (ésteres y uretano) y la
liberacidbn de mondmeros y otros fragmentos que constituyen el PU (Howard, 2002;
Nakajima-Kambe et al., 1999). Por otro lado, se conoce muy poco sobre los genes
gue codifican a las proteinas responsables de la utilizacion del PU en bacterias. El
gen pudA que codifica una esterasa asociada a la membrana en C. acidovorans TB-
35 fue clonado y se expreso6 en Escherichia coli observandose también la presencia
de una esterasa extracelular, lo cual indica que las dos formas de la enzima estan
codificadas por el mismo gen y que la forma extracelular se libera al medio de
cultivo, por alguna modificacién postraduccional desconocida (Nomura et al., 1998;
Akutsu et al., 1999). Por otro lado, en P. fluorescens también se reportd una
proteina de 48 kDa con actividad esterasa codificada por el gen pulA, la cual podria
estar implicada en la ruptura de los enlaces éster de compuestos poliuretanicos
(Stern y Howard, 2000). Este mismo grupo aisl6 los genes pueA y pueB que
codifican esterasas extracelulares en P. chlororaphis, encontrando que en este

organismo existe un cassette de degradacion de PU, “PUase gene cluster’, que
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incluye 7 genes que estan implicados en la degradacion de PU y en el transporte de

“poliuretanasas” (Figura 3) (Howard et al., 2007).

Proteina ABC Proteina de fusion Proteina de PueB PspA PspB PueA
de membrana membrana externa
1781 1320 1362 1698 2978 3125 1851
pb pb pb pb pb pb pb

Figura 3. Cluster de genes de Pseudomonas chlororaphis relacionados con la actividad
“poliuretanasa” (Modificada de Howard et al., 2007).

Los primeros tres genes del cassette son proteinas membranales. Los genes pueB
y pueA codifican esterasas del PU y estan separados por genes que codifican para
serina proteasas. Es muy probable que la funcion de todas estas proteinas en

conjunto sean las que lleven a cabo la via de degradacién de PS-PU en P.

chlororaphis.
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3. Antecedentes

Desde el 2004, en nuestro laboratorio se ha trabajado en el aislamiento,
identificacion y caracterizacion de bacterias capaces de crecer en PU. En el 2007,
reportaron el aislamiento de algunas cepas bacterianas, a partir de espumas de PU
en descomposicion recolectadas del basurero Bordo de Xochiaca (Edo de México).
Al incubar estas muestras en un medio minimo (MM) de sales con un barniz
comercial de PS-PU (Hydroform® como Unica fuente de carbono (MM-PUh), se
seleccionaron 3 cepas (BQ1, BQ5 y BQ8) que fueron capaces de crecer en estas
condiciones. Mediante el andlisis de un fragmento del gen que codifica al rRNA16S,
determinaron que estas bacterias eran 3-proteobacterias, Gram negativas, de la
familia Comamonadacea, pertenecientes al género Alicycliphilus (Oceguera-
Cervantes et al., 2007, Solis-Gonzalez, 2008). La cepa BQ1 fue la que mostro el
mejor crecimiento por lo que se eligi6 como el organismo para trabajar en nuestro
laboratorio. Se analizé la composicién exacta del Hydroform®, por cromatografia de
gases acoplada a espectrometria de masas (CG-EM) y resonancia magnética
nuclear (RMN), encontrando que el Hydroform® estaba constituido por un PU de
tipo poliéster, N-metilpirrolidona (NMP) y dos isémeros de dipropilen glicol metil
éster. Asimismo, se determiné también que BQL1 era capaz de utilizar la NMP
presente en el barniz, asi como atacar al PS-PU en los enlaces éster, por lo que se
dedujo que la actividad de una esterasa debia estar involucrada en el ataque al PU.
Se detect6 ademas, la presencia de una actividad esterasa en el sobrenadante del
medio de cultivo de BQ1 y BQ8 (Oceguera et al., 2007).

Dentro del género Alicycliphilus Unicamente se ha reportado una especie, A.
denitrificans con dos cepas (BC y K601") que son anaerobias facultativas y son
capaces de degradar compuestos aliciclicos y aromaticos. La cepa K601' esta
reportada como capaz de utilizar ciclohexanol como unica fuente de carbono y
nitrato como aceptor de electrones (Mechichi et al., 2003). BC por su parte, es
capaz de degradar benceno y usar clorato como aceptor de electrones. De ambas
cepas se cuenta ya con el genoma completamente secuenciado y pese a las

diferencias antes mencionadas, las secuencias del gen del 16S ribosomal son
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idénticas, por lo que se agrupan como dos cepas dentro de la misma especie
(Oosterkamp et al., 2013). En nuestro laboratorio, ambas cepas, que fueron las mas
relacionadas filogenéticamente con BQ1, fueron retadas a crecer en MM-PUh, sin

embargo, fueron incapaces de hacerlo (Moreno-Gonzalez, 2012).

El PS-PU es sintetizado a partir de poliol tipo poliéster e isocianato. Como una
estrategia para identificar actividades enzimaticas capaces de degradar PS-PU, en
nuestro laboratorio se ha implementado un medio de cultivo que contiene un
poliéster poliol (MM-pp) (Rymsapol® 200/107, L-38 poliol), (Resinas y Materiales SA
de CV, Rymsa) (Figura 4), sintetizado con acido adipico y dietilenglicol (poli (adipato
de dietilienglicol)), como unica fuente de carbono, en el cual la cepa BQ1 es capaz

de crecer.

N=aaz

o
HOCH 2CH 20CH 2CH H—E CHo—COCH 2CH 20CH 2C—H

Figura 4. Estructura del poliéster-poliol Rymsapol 200/107, L-38
poliol. La estructura fue proporcionada por el Dr. Javier Cruz y su
equipo (Departamento de Ingenieria Quimica, Facultad de Quimica,
UNAM.

Con el objetivo de identificar algunos genes implicados en la degradacion del
poliéster poliol que forma parte del PU, se generd una biblioteca de mutantes de
BQ1, mediante mutagénesis por transposicion aleatoria empleando el transposén
miniTn5 Sm"KmR® usando el plasmido suicida pUT (Figura 5). En una primera
aproximacion se generaron 1500 mutantes por la M. en C. Julieta Solis Gonzalez y

el Dr. José Alberto Hernandez Eligio.
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Tn5

EE

Escherichia coli $17-1/pUT Alicycliphilus sp. BQ1 Nal?
(mMiniTn5) sme Km“k Conjugacion

J
Y B30°C/24h

NN

Seleccién LB Nal2%/Km?3°
37°C/48 h

Mutantes BQ1 Nal®?/KmR

Figura 5. Esquema de mutagénesis por transposicion aleatoria. (Tomado de
Solis-Gonzalez, 2011).

En este trabajo se increment6 el banco de mutantes y se realizdé una seleccién en
medio conteniendo al Rymsapol®, un poliéster poliol de estructura conocida, con el
propésito de aislar mutantes incapaces de crecer en este precursor de sintesis de
PU, para posteriormente identificar los genes interrumpidos y determinar qué
proteinas codifican, las cuales estaran implicadas en la degradacién del poliéster-

poliol.

Al conocer algunos de los genes y las proteinas implicadas en la degradacion del
poliéster-poliol, se intenta proponer la via metabolica que le permite a Alicycliphilus
sp. BQ1 utilizar este compuesto como Unica fuente de carbono y de esta forma

tener una aproximacion al proceso de biodegradacion de PS-PU.
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4. Hipétesis y Objetivos

4.1. Hipotesis
Al mutar aleatoriamente el genoma de Alicycliphilus sp. BQ1 se obtendran mutantes
que pierdan la habilidad de crecer en poliéster-poliol.

Al caracterizar los genes mutados se identificardn actividades enziméaticas

relacionadas con la capacidad de Alicycliphilus sp. BQ1 de degradar poliéster-poliol.

4.2 Objetivo general

Identificar y caracterizar algunos de los genes relacionados con la actividad

biodegradativa de Alicycliphilus sp. BQ1 sobre un poliéster poliol.

4.3 Objetivos particulares

1. Realizar mutagénesis aleatoria por transposicion, empleando el
minitransposén Tn5, para obtener mutantes de Alicycliphilus sp. BQ1

incapaces de crecer en poliéster poliol.

2. ldentificar algunos de los genes interrumpidos por el transposén en las

mutantes incapaces de crecer en poliéster poliol.

3. Analizar bioinformaticamente el contexto gendmico de los genes mutados y
tratar de correlacionar la actividad de las proteinas codificadas por estos

genes con la capacidad de Alicycliphilus sp. BQ1 de degradar poliéster poliol.

4. Complementar algunas de las mutantes para comprobar que los genes

identificados estan involucrados en la degradacion de poliéster poliol.
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5. Estrategia experimental

1. Obtener mutantes por
mutagénisis aleatoria
con miniTn5.

2. Seleccionar mutantes

N
N\

3. Demostrar una
Unica insercion de
miniTnd mediante
un Southern blot.

4. Identificar los genes
interrumpidos por el
transposoén (Clonacién en
pBluescript).

5. Hacer un analisis
bioinformatico del
contexto genémico

de los genes
mutados.

6. Complementar a
las mutantes.

Figura 6. Estrategia experimental: Se muestran los principales pasos a desarrollar en
este proyecto para lograr identificar algunos genes involucrados en la asimilacién de
poliéster-poliol y tratar de dilucidar un posible mecanismo de accidn de Alicycliphilus

sp. BQ1.



6. Metodologia
6.1. Cultivos

Se utilizaron los medios de cultivo LB sdlido y liquido con antibiotico (Kanamicina 30
mg/mL, Acido Nalidixico 20 mg/mL, Ampicilina 100 mg/mL, Gentamicina 20 mg/mL)
(Anexo 1) y los medios MM-pp (0.3% p/v), MM-PolyLack (0.3% p/v), MM-malato (10
mM), MM-NMP (2.5 mg/mL) y MM-pp2 (0.3% p/v) solo se usaron en soélido (Anexo
). La cepa BQl fue tomada del almacén que existe en el laboratorio.
Posteriormente, distintas colonias aisaladas de la cepa fueron cultivadas en MM-pp,
y de alli se les adicioné glicerol para almacenarlas a -70 °C. Para producir los
cultivos bacterianos se agregaron 5 yL de uno de los medios que contenia las
bacterias a -70 °C en un tubo con 5 mL de medio LB con su respectivo antibiotico y
se cultivd a 37 °C durante toda la noche (ON). Al dia siguiente se tom6 una colonia
grande y aislada del cultivo y se sembr6 usando un asa microbiolégica en medio LB
sélido para obtener nuevas colonias aisladas. Este protocolo se utilizd siempre que

fue requerida una colonia aislada para cultivo.

6.2. Mutagénesis aleatoria por transposicion

La mutagénesis se realiz0 para obtener inserciones de forma aleatoria del
transposon en el genoma de BQ1. De esta forma se pueden seleccionar aquellas
mutantes cuya habilidad de crecer en poliéster poliol se haya perdido y
posteriormente analizar el gen afectado. La generacion de mutantes se realizd
mediante conjugacion empleando las siguientes cepas:

Cepa donadora: E. coli S17-1 con el plasmido suicida miniTn5 pUTKm1 (De
Lorenzo et al., 1990). Resistente a Km*.

Cepa receptora: BQL1 resistente a Nal®®, generada en nuestro laboratorio.

Cepa con el plasmido auxiliar: HB101 con el plasmido pRK2013. Resistente a

KmSO

6.2.1 Conjugacion

Para la conjugacion se realiz6 el siguiente procedimiento:
1. Inocular cada una de las cepas participantes en la conjugacion, en tubos
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individuales con 5 mL de LB conteniendo el respectivo antibiético. Dejar
incubando ON a 37 °C/200 rpm.

2. Transferir los 5 mL de cada cultivo a un matraz conteniendo 45 mL de LB con el
antibiotico apropiado e incubar nuevamente a 37 °C/200 rpm hasta que los
cultivos alcancen una densidad 6ptica igual a uno (D.O.gy = 1.0).

3. Transferir el contenido de cada matraz en un tubo de centrifuga de teflén estéril
(25 mL) y centrifugar a 7,000 rpm durante 7 min (rotor JA-20/Beckman
J2-21M/E).

4. Desechar el sobrenadante (SN) y lavar cada paquete celular dos veces con 20
mL de MgSO, 10 mM.

5. Después del ultimo lavado, desechar el SN y resuspender cada pastilla celular
en 1 mL de MgSO4 10 mM.

6. Finalmente, mezclar los tres cultivos en una proporcion 3:1:1
(receptora:donadora:auxiliar) sobre una caja de Petri con LB y distribuir con
perlas estériles o con una varilla de vidrio flameada al mechero. Es importante
cuidar que el volumen total de células no exceda los 300 pL. Incubar la caja a
30 °C durante 24 h.

7. Cosechar las células de la caja con 1 mL de MgSO, 10 mM, empleando una
varilla de vidrio flameada al mechero.

8. Plaguear alicuotas de 300 pL sobre cajas de LB Nal*® Km* e incubar a 37 °C
durante 48 h.

9. Recuperar las colonias ex-conjugantes de BQ1 con palillos estériles y sembrar

en una caja nueva de LB Nal** Km* e incubar a 37 °C durante 48 h.

6.2.2. Escrutinio de las clonas en Rymsapol® (MM-pp).

En este punto, las mutantes fueron sembradas varias veces en el medio selectivo
(poliéster poliol) para identificar aquellas que en realidad perdieron la capacidad de

crecer en éste. El protocolo seguido fue el siguiente:

1. Tomar con un palillo estérii cada una de las colonias ex-conjugantes y

sembrarlas en a) MM-pp (0.3%) (Anexo 1) y b) una caja réplica de LB Nal?*® Km*°
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(Anexo I). Dejar incubando durante 48 h a 37 °C.

Con el mismo palillo, almacenar las exconjugantes en tubos eppendorf con 300
uL de LB Nal® Km* adicionados con el 30% de glicerol. Los tubos se
mezclaron por inversion y fueron almacenados a -70 °C. Estos tubos
constituyen la biblioteca de mutantes totales obtenidas por transposicion.
Revisar cada caja con cuidado y a detalle, seleccionar aquellas clonas que
resulten incapaces de crecer en MM-pp. Probar nuevamente cada una de estas
clonas en MM-pp y en MM-malato (10 mM) (Anexo |) para descartar las clonas
gue resultaran con auxotrofia.

Finalmente, si la clona conservé el fenotipo mutante incapaz de crecer en poliol,
tras tres rondas de prueba y no resulté auxétrofa, se considerdé que era una
mutante para poliol. De estas clonas se hicieron cultivos ON a partir de los
cuales se prepararon medios adicionados con glicerol para almacenarlas a -70

°C y comenzar con la identificacidon del sitio de insercion del transposon.

6.2.3. Caracterizacion de las mutantes

Como parte de la caracterizacion de las mutantes, éstas también fueron probadas

en MM-NMP (25 mM) (Anexo I) que es un cosolvente presente con frecuencia en

barnices de PU, en MM-PolyLack® (0.3% p/v) (Anexo 1) que es un barniz comercial

de PE-PU (Polylack®) y en MM-pp2 (0.3% p/v) (Anexo 1), otro poliéster-poliol, en los

cuales también crece la cepa BQ1. Estas pruebas se hicieron para determinar si los

genes afectados por el transposon, involucrados en la asimilacion de MM-pp

también participan en la habilidad de BQ1 para crecer en estos otros medios que se

utilizan en nuestro laboratorio.

1.

Sembrar 5 pL del medio de cultivo adicionado con glicerol que contiene a la
clona incapaz de crecer en poliol en una caja de LB Nal®*® Km*® y cultivar por 48
ha 37 °C.

Tomar una colonia aislada con un asa microbioldgica y resembrar en una caja
de LB Nal?® Km* y dejar crecer por 48 h a 37 °C.

Tomar una colonia aislada con un asa microbiolégica e inocular un tubo con 5
mL de LB Nal*® Km*®. Dejar crecer ON a 37 °C/200 rpm.
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4.

Al dia siguiente, sumergir el asa microbiolégica en el cultivo ON y sembrar por
estria lo que se haya quedado en el asa en una caja de medio selectivo MM-
NMP, MM-Polylack®, MM-pp2, y LB Nal*® Km*® simultaneamente. Incubar por 48
h a 37 °C y evaluar el crecimiento.

6.3. Confirmacién de una sola insercion del transposén en el genoma de BQ1
mediante Southern blot

Con esta técnica se verifico que las mutantes seleccionadas tuvieran solamente una

insercion del transposén en el genoma, ya que esto es necesario para

posteriormente intentar los ensayos de complementacion. El protocolo seguido fue

el siguiente:

6.3.1. Preparacion y marcaje de la sonda

1

Inocular 5 mL de LB Km*® con una colonia aislada de E. coli S-17, que contenga
el plasmido miniTn5 pUTKm1. Incubar ON a 37 °C/200 rpm.

Extraer el plasmido realizando una miniprep empleando el kit de extraccion de
plasmidos (Thermo Scientific), de acuerdo a las instrucciones del fabricante.
Amplificar, por una reaccién en cadena de la polimerasa (PCR), el transposoén
utilizando los oligonucleétidos Tn50 y Tn51 (Tabla 1) (6 pL Buffer 10X, 6 uL
MgCl, 25 mM, 1.2 pL dNTPmix 10 mM, 6 pL Tn50 10 puM, 6 pL Tn51 10 uM, 1.2
pL DNA (100 ng), 1.2 yuL TaqDNA polimerasa (5 U/uL), 32.4 pL H,O; volumen
final 60 uL). Las condiciones empleadas para la reaccion fueron las siguientes:
95° por 60 seg, 35 ciclos a 95°C por 35 seg, 62 °C por 20 seg y 72° C por 60
seg, finalmente 72 °C por 5 minutos

Después de transcurrida la reaccion, correrla en un gel de agarosa 1% vy
purificar el amplicén correspondiente al transposon usando el kit GeneJET Gel
Extraction (Thermo Scientific). Cuantificar el amplicon por nanodrop.
Reamplificar la sonda bajo las mismas condiciones de PCR, usando como
molde el amplicon generado, sustituyendo el 8% de dCTP por [a —**P]-dCTP
0.16 nmol/uL (10 mCi/mL, actividad especifica 6,000 Ci/mmol) (PerkinElmer,
BLU513H100UC).
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6.3.2. Extraccion y digestion del DNA genomico (gDNA) de Alicycliphlus sp. BQ1

El protocolo utilizado fue basado en Current Protocols in Molecular Biology y ha sido

modificado en nuestro laboratorio para lograr extraer DNA de Alicycliphilus sp. BQ1.

1 Inocular una colonia grande de la cepa BQ1 en 5 mL de medio LB en un tubo
de ensayo. Tomar una colonia recién sembrada o que tenga menos de una
semana de haber sido sembrada. Se ha visto que si se coloca directamente de la
primera siembra después de reactivar de glicerol, es muy probable que no
crezca, por lo que se sugiere que se pase a una caja nueva antes de iniciar este
protocolo. Cultivar ON a 37 °C/200 rpm. Al dia siguiente inocular estos 5 mL en
20 mL de medio LB (en un matraz de 250 mL) (D.O.4nm aprox. 0.3-0.5). Incubar
durante 4 h a 37 °C/200 rpm (D.O.¢0,m @prox.1.7-1.9).

2. Centrifugar 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 5 min cada vez. Drenar el
medio de cultivo y resuspender completamente el pellet por vortex vigoroso
antes de agregar 1 mL de buffer TE (Tris 50 mM y EDTA 20 mM, pH 8.0) estéril
a cada tubo eppendorf. Mezclar por inversion y centrifugar nuevamente. Drenar
completamente el liquido y resuspender el pellet por vortex vigoroso, hasta que
el pellet haya desaparecido.

3. Adicionar 504 uL de TE a cada tubo y volver a revolver con voértex para
incorporar la pastilla celular completamente. Agregar 40 pL de lisozima (50
mg/mL, recién preparada) y 10 yL de RNAsa (libre de DNAsa) (25 mg/mL
SIGMA R-4642) e incubar a 37 °C/200 rpm por 60 min. La suspension celular
debe aclararse y volverse viscosa por la accion de la lisozima.

4. Agregar 30 pL de SDS al 10% e incubar a 37 °C/200 rpm por 30 min. Se debe
observar la formacion de un moco blanco que indica que las células se han
lisado.

5 Agregar 6 pL de proteinasa K (20 mg/mL) e incubar 30 min a 37 °C/200 rpm.
Adicionar 100 pL de NaCl 5 M, agitar exhaustivamente por 30 seg o hasta
mezclar bien e incubar a 65 °C por 10 min.

7. Agregar 80 pL de la solucion CTAB/NaCl (CTAB 10% en NaCl 0.7 M),
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pre-calentada a 65 °C, incubar por 20 min, hasta que se observe la formacion
de un precipitado blanco. Adicionar 1 vol. (780 pL) de cloroformo:alcohol
isoamilico (24:1). Agitar vigorosamente en vortex (2-5 min). Centrifugar por 10
min en una microcentrifuga a 10,000 x g a temperatura ambiente (TA).

8 Tomar el SN cuidadosamente, medirlo y pasarlo a tubos limpios Adicionar 1
volumen igual de fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1) (aprox. 0.7-0.8
mL). Agitar en vortex por 5 min, formando una emulsion constante. Centrifugar 5
min a 14,000 x g a 4 °C.

9. Tomar el SN sin llevarse la interfase de precipitado de proteina y pasarlo a un
tubo limpio, medirlo. Adicionar 1 volumen de cloroformo:alcohol isoamilico
(24:1). Agitar por 3 min en vortex, formando una emulsion. Centrifugar 5 min a
14,000 xg a4 °C.

10. Tomar la fase acuosa cuidadosamente y pasarla a un tubo nuevo. Adicionar
0.6 volumenes de isopropanol o 1 volumen de etanol frio. Agitar el tubo por
inversion (incubar unos minutos a TA). Centrifugar a 10,000 x g durante 10 min a
TA.

11. Retirar el SN sin perder el pellet. Lavar el pellet 2 veces con 500 uL de etanol al
70% frio. Centrifugar 5 min a 14,000 x g a 4 °C y decantar completamente
quitando lo méas posible el alcohol cada vez. Dejar abierto el tubo e invertirlo
sobre un papel absorbente para que se seque. Resuspender en 100 pyL de agua
inyectable, o agua desionizada estéril.

12. Correr una alicuota en un gel de agarosa al 1% para confirmar la presencia de
gDNA y que no tiene RNA. Medir la concentracion y pureza en el nanodrop.

13. Una vez que se obtiene el gDNA se debe digerir con la enzima Pstl (Thermo
Scientific 10 U/uL). Las reacciones se establecen empleando 1 U/ug de DNA 'y
el volumen total se lleva a 20 uL de reaccion por 1 pug de gDNA (se digirieron 5
Mg). Incubar ON a 37 °C. A la mafiana siguiente correr una pequefia muestra de
la reaccion (5 L) para verificar que el gDNA esté completamente digerido.

6.3.3. Resolucion del gDNA digerido en gel de agarosa y desnaturalizacion

1. Si la reaccion de digestién del gDNA se llevé a cabo adecuadamente, preparar
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un gel con agarosa al 1% y poner a correr el resto de la reaccion (95 yL) en una
camara de mayores dimensiones por aproximadamente 6 h a 85 V para que se
separen los fragmentos de DNA. Cortar el exceso de agarosa del gel con una
navaja y lavar con agua destilada por unos seg.

Retirar el agua destilada y agregar la cantidad suficiente de solucion
desnaturalizante (1.5 M NaCl, 0.5 M NaOH) para cubrir el gel y dejar agitando
suavemente por 30 min. Enjuagar nuevamente con agua destilada.

Agregar la cantidad necesaria de solucion neutralizante (1.5 M NaCl, 0.5 M Tris
HCl pH 7.2, 1 mM EDTA) para cubrir el gel y dejar agitando por 15 min. Retirar

la solucidn y repetir este paso durante 15 min mas.

6.3.4. Transferencia de DNA a membrana de nylon (Southern blot)

1.

Montar el sistema para la transferencia hacia la membrana de nylon. Colocar el
gel sobre un soporte que estard en un refractario de vidrio conteniendo la
solucion de transferencia SSC 20X (3 M NacCl, 0.3 M citrato de sodio).

Colocar entre el soporte y el gel un puente de papel Wathman 3MM humedecido
con la solucion de transferencia y sobre el gel colocar la membrana de nylon
cargada positivamente (Hybond™-N+ de Amersham LIFE SCIENCES) con
dimensiones idénticas a las del gel. Encima de la membrana se colocan 3
laminas de papel Whatman 3MM cortadas del mismo tamafio que el gel y
previamente humedecidas en la solucion de transferencia.

Posteriormente colocar una torre de papel periédico de aproximadamente 12 cm
de altura, y sobre ésta colocar una placa de vidrio, y encima un peso de
alrededor de 700 g. La transferencia se deja ON a TA.

Terminada la transferencia, retirar la membrana del sistema, previo a esto
realizar un corte en la esquina superior izquierda para saber su orientacion, y
enjuagar con 50 mL de SSC 2X para eliminar restos de agarosa. Revisar el gel
en el transiluminador para comprobar la completa transferencia del DNA a la
membrana.

Fijar la membrana sobre papel absorbente humedecido completamente con
NaOH 0.4 M durante 20 min y enjuagar con 50 mL de SSC 5X por 40 seg.
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6.3.5. Prehibridacion e hibridacion

1.

Colocar la membrana ya fijada dentro de una botella de hibridacion y agregar
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 y colocar
la botella dentro de un horno de hibridacion a 60 °C durante 2 h.

Calentar la sonda marcada radioactivamente, a 94 °C por 5 min y colocarla en
hielo por 5 min més. Agregar la sonda al tubo que contiene la solucién de
prehibridacion para proceder a la hibridacién, incubar en el horno de hibridacion
a 60 °C ON.

Retirar el buffer de hibridacién con la sonda y almacenarla en un tubo falcon de
50 mL en el congelador dentro de una caja de acrilico.

Lavar la membrana con 15 mL de solucion de lavado 1 (SSC 2X/SDS 0.5%)
durante 20 min a 24 °C dentro del horno de hibridacion.

Desechar la solucién del primer lavado y lavar con solucién de lavado 2 (SSC
2X/SDS 0.1%) por 20 min mas a 24 °C.

Monitorear la cantidad de radiactividad de la membrana pasado este tiempo,
empleando un contador Geiger. Si aun es alta, lavar con la solucion de lavado 3
(SSC 0.1%/SDS 0.1%) por 20 min mas a 60 °C.

Una vez que se detecte la presencia de bandas especificas, cubrir la membrana
con Kleen Pack y exponerla en una pantalla intensificadora (BioRad), ON.
Pasado este tiempo colocar la pantalla en el equipo Phosphorimager (Biorad)
utilizando el software QuantityOne y la aplicacién Personal FX para visualizar el
resultado. Después de exponer la membrana, ésta se almacena en una bolsa de

plastico, en refrigeracién dentro de una caja de acrilico.

6.4. Identificacion del sitio de insercion del transposén mediante clonacién en
pBlueScript

La identificacién del sitio de insercion del transposon se realiz6 digiriendo el gDNA

de las mutantes con la enzima de restriccion Pstl, cuyo sitio diana no se encuentra

dentro del transposon, de esta manera, el fragmento de gDNA que contenga la

insercion del miniTn5 tendra la secuencia completa del transposon, con el gen de
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resistencia a Km. La clonacion de estos fragmentos se realizdé usando el sitio de

restriccion Pstl del MCS del vector pBS. Los productos de las ligaciones se

transformaron directamente en E. coli S-17 y se plaquearon en un medio con Km

para recuperar solamente las construcciones que contenian el transposon.

6.4.1. Preparacion de células competentes

6.4.1.1. Cepa E. coli S-17

La eficiencia esperada de transformacion con este protocolo es de 10’ ufc/ug de
DNA.

1

Inocular con una colonia de E. coli S-17 5 mL de medio SOB con 10 mM de
MgSO, y cultivar ON a 37 °C/200 rpm.

Inocular 50 mL de medio SOB con 10 mM de MgSO, con 0.5 mL del cultivo ON
e incubar a 37 °C/200 rpm hasta una D.O.4,,= 0.5.

Enfriar el cultivo en bafio de agua-hielo por 10 min. A partir de este momento las
bacterias deben de mantenerse a 4 °C durante todo el proceso y trabajar en
condiciones de esterilidad, el material empleado también debe de estar a 4 °C.
Centrifugar el cultivo a 4,000 x g por 12 min a 4 °C.

Descartar el SN e invertir el tubo sobre papel absorbente para eliminar todo el
medio posible.

Resuspender suavemente las bacterias en 16 mL de buffer RF1 frio (30 mM
acetato de sodio, 100 mM KCl,, 10 mM CacCl, 50 mM MgCl,, 15% de glicerol pH
5.8) e incubar 15 min en agua-hielo.

Centrifugar nuevamente a 4,000 x g por 12 min a 4 °C y resuspender en 4 mL
de buffer RF2 frio (10 mM MOPS, 75 mM CaCl, 5% de glicerol, a pH 6.5).
Incubar 15 min en bafio de agua-hielo.

Distribuir en alicuotas de 200 uL en tubos eppendorf de 1.5 mL. Congelar con

nitrégeno liquido y almacenar a -70 °C.

6.4.1.2. Cepa E. coli DH5«

1.

Inocular 5 mL de LB con una colonia aislada de E. coli DH5q¢.
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2. Después de la incubacion, transferir 1 mL del cultivo a un matraz Erlenmeyer
con 49 mL de LB fresco. Incubar el nuevo cultivo a 37 °C 200 rpm hasta
alcanzar una D.O.ggonm= 0.56.

3. Una vez obtenida la D.O. deseada, centrifugar las células a 5000 rpm (rotor
JA.20/Beckman J2-21 M/E) durante 10 min a 4 °C y desechar el SN.

4. Resuspender el paquete celular en 25 mL de CaCl, 50 mM helado e incubar
durante 5 min en hielo.

5. Centrifugar las células a 5000 rpm (rotor JA.20/Beckman J2-21 M/E) durante 10
min a 4 °C y desechar el SN.

6. Resuspender el paquete celular en 3.3 mL de CaCl, 50 mM adicionado con 14%
de glicerol helado y repartir la suspension de alicuotas en 100 uL. Almacenar
las alicuotas a -70 °C.

6.4.2. Ligacion del vector con el gDNA y clonacion

Para la ligacion de los fragmentos del gDNA de las mutantes, que fueron digeridos
con Pstl, con el vector, igualmente digerido (el pBS fue purificado por el kit de
extraccion de plasmidos de ThermoScientific), se utilizdé la enzima T4 DNA ligasa
(ThermoScientific 5 U/uL). La cantidad de enzima que se empleo fue de 2.5 U/ug de
DNA. Se probaron varias relaciones vector:.gDNA, 1:5 y 1:10, basados en la
concentracion de DNA. El volumen total se llevo a 20 pL de reaccion. Se dejaron
ligando ON a 16 °C 0 3-4 h a 22 °C.

6.4.2.1 Transformacion de células competentes

Con esta técnica se insertd material genético a través de plasmidos en Alicycliphilus
sp. BQL1. Este protocolo se utilizé indistintamente con cualquiera de los dos tipos de
células competentes.

1. Descongelar una alicuota de células competentes por cada transformacion y
mantenerlas en agua-hielo.

2. Mezclar los 200 pL de bacterias con el DNA a transformar (20 pL de mezcla de
reaccion de ligacion).
Incubar por 30 min en bafio de agua-hielo.

Incubar a 42 °C durante 45 seg e inmediatamente transferir a bafio de agua-hielo
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durante 2 min.

Agregar 800 pL de LB e incubar a 37 °C/200 rpm por una h.

Centrifugar a 8,000 x g a 4 °C durante 5 min, eliminar el SN.

Resuspender el pellet en 100 pL de LB y sembrar las células en cajas de LB
Km¥* e incubar a 37 °C, ON. Para seleccionar mediante coloracién causada por

a-complementacion agregar 40 pL de X-Gal (20 mg/mL) y 4 uL de IPTG 1M.

Las células transformadas se recuperan de la caja y se resiembran en una nueva

caja de LB Km*. Incubar de 16-24 h. Para verificar que sean células transformadas,

realizar extraccion de plasmido por miniprep mediante lisis alcalina.

6.4.2.2. Purificacion por lisis alcalina del plasmido con el fragmento clonado

1.

Inocular una colonia aislada de las células transformadas en 5 mL de LB Km*e
incubar a 37 °C/200 rpm, ON.

Centrifugar todo el cultivo en un tubo eppendorff de 1.5 mL a 10,000 x g a 4 °C
durante 2 min (tendr4 que centrifugarse varias veces para poder obtener el
pellet de los 5 mL).

Desechar el SN y resuspender completamente el pellet con vortex fuerte antes
de agregar 100 pL de solucion | (Glucosa 50 mM, Tris-Cl 25 mM, pH 8.0, EDTA
10 mM pH 8.0) a 4 °C y mezclar con vortex fuerte.

Agregar 200 pL de solucién Il (NaOH 0.2 N, SDS 1% (p/v)) a 4 °C recién
preparada y mezclar por inversion.

Agregar 150 pL de solucién Il (acetato de potasio 5 M, acido acético glacial
11.5 %) a 4 °C, mezclar por inversion y dejar incubando en hielo por 5 min.
Centrifugar a 14,000 x g durante 5 min. Recuperar el SN en un tubo eppendorff
limpio cuidando no tomar el debris celular (precipitado blanco).

Precipitar el DNA agregando un volumen de isopropanol, mezclar por vortex
ligero y dejar incubando por 5 min a TA.

Centrifugar a 14,000 x g durante 5 min, eliminar el SN y lavar pastilla con 1 mL

de etanol al 70%.

10. Centrifugar a 14,000 x g durante 5 min.

11. Decantar el SN con cuidado de no perder el pellet, invertir el tubo sobre una
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toalla de papel y dejar secar la pastilla de 5-10 min a TA.

12. Resuspender el pellet en 50 pL de TE (pH 8.0) con 20 pg/mL RNAsa libre de
DNAsa. Mezclar gentilmente con vértex la solucion unos segundos y almacenar
el DNA a -20 °C.

13. Se corre una pequefia alicuota del plasmido con el fragmento de interés en un
gel de agarosa 1% para verificar que la extraccién fue exitosa y entonces se
digiere con Pstl (1 U/ug de DNA). Después de la digestion se corre nuevamente
una alicuota en un gel de agarosa 1% para determinar el tamafio del inserto.

14. Si la muestra es para enviar a secuenciar, la extraccion del plasmido es

realizada usando el kit de extraccion de plasmidos (Thermo Scientific).

6.4.2.3 Secuenciacion de las muestras

Las muestras de DNA plasmidico con el inserto de interés se secuenciaron en la
Unidad de sintesis y secuenciacién de DNA del Instituto de Biotecnologia (IBT) de
la UNAM, empleando el oligonucleétido Tn51 (Tabla 1) que amplifica a partir de una

region interna del miniTn5 hacia la region externa del mismo.

6.5. Analisis bioinformatico

Las secuencias obtenidas fueron transformadas a formato FASTA y analizadas
usando el programa A plasmid Editor (ApE). Con este programa se ubicaron los
sitios de corte para Pstl y la region del gDNA donde se insertd el transposoén. La
identificacion de los genes afectados por el transposon se realiz6 mediante un

BLAST contra la base de datos del NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). Posteriormente se

mandod la secuencia al Dr. Luis Lozano del Centro de Ciencias Genémicas (CCG)
de la UNAM, quien alined la secuencia con el contig correspondiente del genoma de
BQ1, que esta siendo secuenciando en nuestro laboratorio en colaboracién con
investigadores del CCG. El contig dentro del cual se encontrdé la secuencia fue
identificado y se analizé el contexto gendmico del gen mutado realizando analisis de
los ORFs en el programa A Plamid Editor (ApE)
(biologylabs.utah.edu/jorgensen/wayned/ape/). Se buscoé la funcién enzimética y la
ruta metabolica de las proteinas codificadas por los genes mutados en la base de

datos del KEGG (www.genome.jp/kegqg). Los alineamientos entre proteinas se
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realizaron usando el programa CLUSTALW2 de EMBL-EBI (www.ebi.ac.uk). El

analisis de posibles promotores se realizé usando los programas Neural Network

Promoter Prediction (www.fruitfly.org) y BPROM (www.softberry.com) y para el

analisis de terminadores se usaron los programas ARNold finding terminators
(rna.igmors.u-psud.fr) y FindTerm (www.softberry.com). El analisis de posibles
operones se realizd usando el programa Prokaryotic Operon DataBase (ProOpDB)
del IBT (operons.ibt.unam.mx) asi como el programa Predicted Protein-Protein

Interactions en STRING (string-db.org).

6.6. RT-PCR

Para definir la regibn de DNA que se amplificaria para llevar a cabo la
complementacién de las mutantes E.I11.100, D.IV.28 y J.XI1.10 primero se realizaron
ensayos de RT-PCR, con los cual se determiné si los genes afectados por el
transposén se expresan policistronicamente y asi poder considerar la posibilidad de

gue la mutacion pudiera tener un efecto polar. El protocolo seguido fue el siguiente:

6.6.1. Extraccion de RNA y sintesis de cDNA

1. Reactivar las bacterias de un glicerol de BQ1 en una caja de LB. Sembrar por
estria e incubar a 37 °C durante 48 h.

2. Inocular una colonia aislada grande de BQ1 en 5 mL de LB e incubar a 37
°C/200 rpm, ON. A la mafiana siguiente, verificar que tenga una D.0.600 nm>
1.0. Tomar 500 pL del cultivo en un tubo eppendorf de 1.5 mL, lavar con 1 mL
de MgS0O4 10 mM, mezclar por inversion y centrifugar a 6000 x g durante 5 min.
Desechar el SN y resuspender en 300 pL de MgSO4 10 mM y sembrar con
perlas de vidrio en una caja de MM-pp. Incubar 48 h a 37 °C.

3. Cosechar las células en 1 mL de MgS0O4 10 mM. Centrifugar nuevamente y
resuspender por pipeteo en 1 mL de TRIzol (Thermo Scientific). Dejar incubar
por 5 min a 15-30 °C.

4. Adicionar 200 pL de cloroformo y mezclar por agitacion manual durante 15 s e
incubar 3 min a 15-30 °C.

5. Centrifugar a 12,000 x g 15 min a 2-8 °C. Se formaran dos fases. Una en la

parte superior sin color, la fase acuosa, una interfase de fenol-cloroformo, y la
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10.

11.

12.

fase inferior de color rojo.

Transferir la fase acuosa a un tubo limpio.

Agregar 500 pL de alcohol isopropilico e incubar 10 min a 15-30 °C.

Centrifugar a 12,000 x g 15 min a 2-8 °C.

Lavar el pellet de RNA con 1 mL de etanol al 75%, mezclar con vortex suave y
centrifugar a 7,000 x g 5 min a 2-8 °C. Resuspender en 30 pL de agua libre de
RNAsas.

Verificar la calidad del RNA en un gel de agarosa (pesar 350 mg de agarosa y
disolver en 25.2 mL de agua. Adicionar 3.5 mL de MOPS 10X (200 mM MOPS,
20 mM NaAc, 10 mM EDTA, pH 7.0) y esperar a que esté a una temperatura de
60 °C. Agregar 6.3 mL de formaldehido en la campana y depositar en la
camara) y cuantificar en nanodrop.

Tratar el RNA con DNAsa RQ1 RNAse-Free (Promega 1U/ L), usando 1 U de
enzima por cada g de RNA con un volumen final de reaccién de 10 pL. Incubar
30 min a 37 °C.

Verificar por PCR que el RNA quedo libre de DNA usando los oligonucle6tidos
12 e I3 (Tabla 1), que amplifican los genes que codifican para una Antranilato
fosforribosil transferasa y una proteina hipotética adyacente dentro de BQL.
Estos genes se usaron como control positivo porque mostraron su expresion en
andlisis de RT-PCR usando RNA extraido de células de BQ1 crecidas en MM-
PolyLack 0.3% y LB 20% (Ochoa, 2017).

La sintesis de cDNA se realizé6 usando kit RevertAid H Minus First Strand cDNA

Synthesis (Thermo Scientific, 200 U/uL) usando random hexamer primers, 250 ng

de RNA como molde y siguiendo las recomendaciones para secuencias de RNA

con

alto contenido de GC que se mencionan en el instructivo.
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Tabla 1. Oligonucleétidos empleados en este trabajo

Simbolo

Gen que

amplifican

Secuencia

G gyrA Fwd: AAGACGCAGCTTGCCGAGTT 20 63

S serC Fwd: GCTGGTGGTCGATTTCTCGTCG 22 64

p heA Fwd: AAGGACTGCACCAGCCTCATCA 22 64

P Rev: ACTCGAAGCGGGTCATGGACA 21 64

T tyrA Rev: GTGATGAGGTCTTCCAGGGGCT 22 63

A aroA Fwd: CACATCACTTTGGCCCTGCTCG 22 64
Rev: GCCTTCAGGGCTTGCTGCTATT 22 63

R rpsA Rev: TTCCGAAGGATGACGCACGC 20 63

| ihfB Rev: CGAGAAACTGCCAAAGCCACGG 22 65

R rodA Fwd: TGGGCGTGATCGGCATAGGG 20 64

D dah Fwd: AGACCAGCCAGACCGACGAC 20 64

5 Rev: CGCGTACCGGAGATCAGCGA 20 64

H prot hip Rev: AACTGAGACGACCAGGCGGG 20 64
DAHP dah Fwd: AAAAAGCTTAAGCGGGGCCTCTATGCCACCAACTTCGGC 39 638
3 Rev: AAAGGATCCGCGACCACATCCTCTGCATGAGCAACGG 37 66

ASNC asne Fwd: AAAACTCGAGGCCAGAGCCAAGTACGATGACTTTCACGT 38 62
Rev: AAAAAGCTTATCCACATCACGCGCCACCTCCGTT 35 64

M heA Fwd: GCGAAGCTTCGCAACGAGGCGTTCCTGG 28 64
S Rev: GCGCGAGCTCAGCCGATCAGGCCGAGTTGT 30 64

Tn50 miniTn5 Fwd: GGCCGCACTTGTGTATAAG 19 62
Tn51 miniTn5 Rev: GGCCAGATCTGATCAAGAG 19 62
12 igps2 Fwd: GAGCACCGCGAGATATTCCAT 21 56
13 igps3 Rev: GGAAAAATACGCCGACTCGC 20 58

Se verificd la calidad de la muestra mediante amplificacion por PCR (100 ng de
cDNA) usando los oligonucledtidos 12 e 13 (Tabla 1). Para hacer los analisis del
cDNA se emplearon distintos oligonucleétidos internos a algunos genes para las
mutantes E.I11.100 y J.XI1.10/D.IV.28 (Tabla 1) que fueron probados sobre gDNA de
BQ1 mediante ensayo de PCR.(1.5 pL Buffer 10X, 1.5 pL MgCl, 25 mM, 0.3 pL
dNTPmix 10 mM, 1.5 pL oligo Fwd 10 pM, 1.5 pL oligo Rev 10 uM, 0.5 pL DNA (250
ng), 1.8 uL de DMSO, 0.6 uL TagDNA polimerasa (5 U/uL), 6.2 pL H,O; volumen
final 15 pL). Las reacciones fueron corridas bajo las siguientes condiciones: 95° por
2 min, 35 ciclos a 95°C por 1 min, 60-68 °C por 15 seg-3 min y 72° C por 2 min,

finalmente 72 °C por 5 minutos. Los tiempos de extension y las temperaturas de
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alineamiento se modificaron de acuerdo con el tamafio del fragmento a amplificar
(Tabla 2).

Tabla 2. Tamaiios y condiciones de los distintos fragmentos amplificados para el ensayo

Oligonucl - Temperatura Tiempo de
na Genes que " Tamafiio de >
Mutante Amplicon o edtidos . . extension
amplifica {kb) alineamiento .
usados . (min)
Q)
D dah D-Fwd 0.121 64 0:15
- D-Rev ’ ’
D-Fwd
E.lll.100 DH dahp-h t 13 68 2:00
ahp-hyp pro .
R-Fwd
RD dA-dah 2.4 66 2:00
o e D-Rev
P heA P-Fwd 0.106 64 0:15
P P-Rev ’ ’
sp serC-pheA S-Fwd 1.6 66 2:00
o P-Rev ’ ’
P-Fwd
PT heA-tyrA 1.08 66 2:00
MBI T-Rev
D.Iv.28/ A-Fwd .
1XI1.10 AR aroA-rodA R-Rey 2.2 66 2:00
P-Fwd
PA heA-aroA 1.9 66 2:00
pheA-aro Py
A-Fwd
Al A-ihfB 3.5 62 3:00
aroA-ihfl .
G-Fwd
GP A-pheA 2.8 64 32:00
LR P-Rev
. . 12-Fwd
+ - . :
Control C igps2-igps3 13-Rev 2.2 60 2:00

6.7. Complementacion

Para comprobar que los genes identificados en realidad codifican enzimas
involucradas en la capacidad de Alicycliphilus sp. BQ1 de crecer en poliéster poliol,

se realizaron ensayos de complementacion con este compuesto.

6.7.1. Amplificacion y purificacién de las secuencias de los genes mutados

Posterior al analisis de las secuencias de DNA por RT-PCR se determinaron las
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regiones que se clonarian en el vector para los ensayos de complementacion de
cada una de las mutantes. Los oligonucleétidos fueron sintetizados con los sitios
blanco de enzimas de restriccion que se requerian para realizar las construcciones;
ademas se agregaron el nimero de pares de bases que Promega®
(https://worldwide.promega.com) recomienda que contengan los fragmentos
obtenidos por PCR para poderse digerir correctamente. Los oligonucleétidos fueron
sintetizados en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion del Instituto de Biotecnologia,
UNAM (Tabla 3).

Tabla 3: Oligonucleétidos disefiados para los ensayos de complementacion

Enzima de Tamafio

Clona Oligo ° t s Secuencias
restriccion producto

ENL10 0 DAHP fwd 68 39 Hindlll 5'-AAAAAGCTTAAGCGGGGCCTCTATGCCACCAACTTCGGC-3" 2191 b
o DAHP rev 66 37 BamHI 5'-AAAGGATCCGCGACCACATCCTCTGCATGAGCAACGG-3' P
H.1.20 AsnC fwd 62 38 Hindlll 5'-AAAACTCGAGGCCAGAGCCAAGTACGATGACTTTCACGT-3' 955 bh

o AsnC rev 64 35 Xho! 5'-AAAAAGCTTATCCACATCACGCGCCACCTCCGTT-3" i

D.IV.28/ CM fwd 64 28 Hindlll 5'-GCGAAGCTTCGCAACGAGGCGTTCCTGG-3' 1493 ob

JXIL.10 CM rev 64 30 Xhot 5'-GCGCGAGCTCAGCCGATCAGGCCGAGTTGT-3" 2

Las reacciones de PCR usando gDNA (12 pL Buffer GC 5X, 3 uL, MgCl, 50 mM, 1.2
pL dNTPmix 10 mM, 6 pL oligo Fwd 10 puM, 6 pL oligo Rev 10 pM, 2 pL DNA (100
ng), 0.6 uL Pushion High Fidelity DNA polimerasa (5 U/uL), 1.8 uL DMSO, 27.4 pL
H,0O; volumen final 60 pL). fueron corridas bajo las siguientes condiciones: 98° por
60 seg, 35 ciclos a 98°C por 30 seg, 64 °C (AsnC) y 66 °C (DAHP) por 45 seg o 68
°C (CM) por 30 seg y 72° C por 2 min, finalmente 72 °C por 5 minutos.

Todas las reacciones de PCR fueron llevadas a cabo empleando la Phusion High
Fidelity DNA polimerasa (Thermo Scientific 10 U/uL) la cual fue utilizada con el

buffer GC, que contiene 7.5 mM de MgClp, el cual es especifico para mejorar el

funcionamiento de la DNA polimerasa en secuencias con alto contenido de GC,
como es el caso del genoma de BQ1.

Los fragmentos nombrados AsnC (H.1.20) y DAHP (E.I11.100) amplificados fueron
purificados de la reaccion de PCR empleando el GeneJET PCR Purification Kit
(Thermo Scientific), mientras que el fragmento CM (D.IV.28/J.XII.10) fue purificado

de un gel de agarosa empleando el GeneJET Gel Purification Kit (Thermo
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Scientific). Los fragmentos fueron doblemente digeridos con las enzimas de
restriccion Xhol/Hindlll (Thermo Scientific, 10 U/uL) para las mutantes H.1.20 y
J.XI11.10, y Hindlll/BamHI (Thermo Scientific, 10 U/uL) para la mutante E.I11.100. De
igual forma se realizaron cada una de las dobles digestiones para el vector
pBBR1IMCS-5. Las reacciones de digestion se llevaron a cabo en 20 pL
conteniendo 2 pL de buffer 10X y 0.5 yL de cada una de las enzimas para digerir
500 ng de DNA. Las digestiones se realizaron durante 5 h a una temperatura de 37
°C primero con una enzima y ON con la segunda enzima. Una vez digeridos, los
fragmentos se ligaron en el vector de la misma forma que previamente se describi6
(Seccion 6.4.2. Ligacién del vector con el gDNA y clonacion) y se transformaron en
E. coli DH5a. A las clonas recombinantes, seleccionadas por el cambio de
coloracion de las colonias, como resultado de a-complementacién, en medio LB con
Gentaminica (Gm?%), X-Gal (20 mg/mL) e IPTG 1M, se les extrajo el plasmido por
lisis alcalina y se determind mediante analisis por PCR con los oligonucleotidos
especificos a los genes que se clonaron, que contuvieran el inserto, ademas, fueron
digeridos con sus respectivas enzimas de restriccion para liberar el inserto,
verificando su tamafio. Se extrajeron los plasmidos de las bacterias transformadas,
por medio de kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Scientific), se cuantificaron

por nanodrop y se emplearon para transformar E. coli S17-1.

6.7.2. Conjugacion

Se empled el protocolo previamente descrito para la generacion de la biblioteca de
mutantes (Seccién 6.2.1), pero no se empled la cepa auxiliar y para la recuperacion
de ex-conjugantes se incubé a 30 °C en lugar de a 37 °C. Los tiempos de
crecimiento después de la cosecha también se modificaron a 96 h en lugar de 48 h.
Las cepas empleadas fueron:

Cepa donadora: E. coli S17-1 con el plasmido recombinante pBBR1MCS-5.
Resistente a Gm?.

Cepa receptora: Mutantes de Alicycliphilus sp. BQ1 incapaces de crecer en
Rymsapol: pp E.II1.100, H.1.20 y J.XI1.10. Resistentes a Km* Nal®.
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6.7.3. Ensayos para verificar la recuperacion del fenotipo silvestre.

1.

La siembra de las exconjugantes (también BQ1 y las mutantes en todas los
ensayos, con sus respectivos antibiéticos) partieron de la reactivacion de células
congeladas en gliceroles hacia cajas de LB Nal20Gm20, se dejaron crecer a 37
°C durante 48 h y se tomaron colonias aisladas para inocular 5 mL de LB Gm20
y se dejaron crecer ON a 37 °C/200 rpm, en donde todas alcanzaron una
D.0.660nm>1.0. Ajustar todos los cultivos a una D.0.660nm=0.6. y colocar 1
mL de este cultivo en tubos eppendorf. Centrifugar a 6000 x g en una
microcentrifuga durante 3:30 min y desechar el SN.

Lavar el pellet con 1 mL de MgS0O4 10 mM. Volver a centrifugar a 6000 x g
durante 3:30 min y desechar el sobrenadante.

Resuspender el pellet en 500 pL de MgSO4 10 mM, mezclar perfectamente por
inversion e inocular 2 pL de cada cultivo en las cajas de MM-pp y LB y sembrar
por estria. Dejar crecer por 48 h a 37 °C.

Revisar cada caja con cuidado. Para observar el crecimiento, tefiir con azul de
Coomassie 0.3%, lo suficiente para que cubra el medio de la caja,
aproximadamente 20 mL, dejar actuar por 15 min y lavar 2 veces, cubriendo
completamente los medios, con solucién destefiidora (0.150 g de azul de
Coomassie, 150 mL de metanol, 30 mL &cido acético glacial, 120 mL agua

destilada).
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7. Resultados y Discusién

7.1. Generacion y selecciéon de mutantes de Alicycliphilus sp. BQ1 incapaces
de crecer en el poliéster poliol Rymsapol®

Con el proposito de identificar algunos genes que codifiquen proteinas involucradas
en la capacidad de Alicycliphilus sp. BQ1 de crecer en el poliéster poliol Rymsapol®,
generamos una biblioteca de 7132 mutantes empleando el transposén miniTn5.
Para realizar la seleccién de mutantes incapaces de crecer en Rymsapol®, primero
fue necesario estandarizar las condiciones de las pruebas para confirmar el
fenotipo, antes de empezar a trabajar en su caracterizacién. El MM-pp es muy dificil
de trabajar en liquido ya que el Rymsapol® no se logra mantener como una
emulsion estable, por lo que fue necesario trabajar en la estandarizacién de un
protocolo en medio sélido. Posteriormente se tuvo que ajustar el método de
sembrado, las concentraciones del Rymsapol® y el modo de preparacién del medio,
con el fin de lograr que el crecimiento fuera claramente visible y que no hubiera
lugar a dudas en el andlisis de los resultados. Los protocolos finales para todos
estos procedimientos estan descritos en Materiales y Métodos. Los escrutinios de la
biblioteca de mutantes se realizaron en MM-pp sélido. Se identificaron 4 mutantes
no auxotrofas (probadas en medio minimo adicionado con malato (MM-Mal))
incapaces de crecer en MM-pp (D.1V.28, E.I11.100, H.1.20 y J.XII.10) (Figura 7).
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Figura 7. Confirmacién de mutantes incapaces de crecer en MM-pp. Se
observa del lado izquierdo las mutantes sembradas en MM-pp; del lado
derecho sembradas en MM-Mal. Cajas teiidas con azul de Coomassie 0.3%.

Con el objetivo de caracterizar las mutantes obtenidas, se determin6 su habilidad de
crecer en otro tipo de PU o en compuestos relacionados con la sintesis de PU,
como unica fuente de carbono. Por lo que cada una de las clonas mutantes fue
sembrada en los medios sélidos: a) medio minimo adicionado con barniz de tipo
PE-PU PolyLack®, (MM-PL), b) medio minimo con N-metilpirrolidona (NMP) (MM-
NMP), que es un cosolvente presente en algunos barnices de PU y en c) medio
minimo con otro poliéster poliol, MM-pp2 (Rymsapol® L-1660, sintetizado a partir de
acido adipico, monoetilenglicol y dietilenglicol) (Figura 8, Tabla 4). Todas las
mutantes seleccionadas ademas de perder su capacidad de crecer el poliéster
poliol Rymsapol® también perdieron su capacidad de crecer en el barniz PolyLack®,
en NMP y en el medio con el otro poliéster poliol (MM-pp2). El hecho de que las
mutantes que seleccionamos también hayan perdido la capacidad de crecer en los
otros medios mencionados, nos sugiere que los genes que participan en la
capacidad de crecer en MM-pp estan también implicados en la capacidad de crecer

en los otros compuestos relacionados con la sintesis de PU.
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MM-PL

J.XIL10

Figura 8. Caracterizacion de las mutantes. Las mutantes fueron sembradas
de izquierda a derecha en MM-PL, MM-NMP y en MM-pp2. Las cajas fueron

E.lIIl.100

tenidas con azul de Coomassie 0.3 %. n=3.

Tabla 4. Fenotipo de Alicycliphilus sp. BQ1 silvestre y de las mutantes

Cepa MM-pp | MM-Mal MM-PL MM-NMP MM-pp2

BQ1 Sl S S S S
E.l1.100 NO si NO NO NO
H.l.20 NO S NO NO NO
D.IV.28 NO s NO NO NO

Crecimiento de BQ1 y de las mutantes en los diferentes medios selectivos.
MM-pp Rymsapol , MM-Mal, malato; MM-NMP, N-metil-2-pirrolidona, MM-

PL, PolyLlack, MM-pp2, poliéster poliol Rymsapol L-1660. Si indica

crecimiento, NO indica ausencia de crecimiento.

7.2 Confirmacién de una unica insercion del miniTn5 en el gDNA de las

mutantes

Con la finalidad de confirmar que el miniTn5 se inserté en un solo sitio en el
genoma de las mutantes y de esta manera poder continuar con su analisis de una
manera confiable, se utilizé la técnica de hibridacion Southern Blot especifica para
el transposon. Se digirio cada uno de los gDNA de las clonas, se resolvié en un gel
de agarosa (Figura 9A) y se transfiri6 a una membrana de nylon para realizar la

hibridacién y posteriormente revelarlo por autoradiografia (Figura 9B). En todas las
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mutantes el transposén se inserté en un sitio Unico en su genoma, lo cual nos

permitié continuar con su caracterizacion de una manera confiable.

A) B

kb

|UT M BQl

Figura 9. Identificacion de una Unica insercion del miniTn5. A) Digestion de
gDNA de las mutantes con Pstl. Gel de agarosa 1% tefiido con BrEt. M,
Marcador DNA de Lambda digerido con Hindlll. pUT 100 ng, muestras 7 ug por
carril. B) Membrana hibridada usando la técnica Southern blot. Marcador DNA
de Lambda digerido con Hindlll. pUT 100 ng. Muestras 7 ug de gDNA. La sefial
de hibridacién inferior corresponde a una hibridacién inespecifica.
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7.3. Identificacion del sitio de insercidon del transposén en cada mutante

Con el objetivo de identificar el sitio de insercion del miniTn5 en el genoma de las
mutantes, el gDNA de las mutantes se digiri6 con la enzima de restriccion Pstl, se
clond en el vector pBluescript (pBS) SK y se transform6 en E. coli. La seleccion de
las colonias transformadas fue por resistencia a kanamicina (Km*°), gen presente
en el transposon. Para cada plasmido conteniendo la region del genoma que porta
el transposon obtenido de cada mutante y digerido con Pstl, se observa una banda
de 2.96 kb correspondiente al plasmido linearizado y al menos otra banda en la que
esta insertado el transposon. En aquellas preparaciones en las que se observan
mas de dos bandas puede deberse a la formacion de quimeras causadas por la
unién de mas de un fragmento de DNA. No obstante, se pudieron descartar

aquellas bandas menores a 1.8 kb, que es el tamafo del miniTn5 (Figura 10). Para
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secuenciar se utilizé el oligonucleotido Tn51, el cual alinea dentro de la region del
miniTn5 y esta dirigido hacia el exterior del mismo. La secuencia que se obtiene
corresponde al gDNA en donde se inserté el transposon, aunque la construccion

hubiera sido una quimera.

2.96

Figura 10. Clonacion del gDNA que contiene el transposén, en las
distintas mutantes. Colonias transformantes resistentes a Km fueron
seleccionadas y el plasmido con el transposén obtenido. Las muestras
fueron corridas en un gel de agarosa 1% tefiido con BrEt. Marcador
DNA de Lambda digerido con Hindlll. A) 1, pBS digerido con Pstl; 2,
pBS(E.II1.100); 3, pBS(E.III.100) digerido con Pstl; 4, pBS(J.XIl.10); 5,
pBS(J.XI11.10) digerido con Pstl. B) 1, pBS digerido con Pstl; 2,
pBS(D.IV.28); 3, pBS(D.I1V.28) digerido con Pstl.

7.4 Analisis del contexto genémico de las mutantes

El estudio bioinforméatico de las secuencias aledafias al sitio de insercion del
transposoén, permiti6 conocer el gen mutado y el contexto genémico del mismo en
cada mutante. En la mutante E.I11.100, el transposén se insert6 en el gen que codifica
a la 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato sintasa (DAHP sintasa) (EC 2.5.1.54)
con el nimero de gen CE154 16060. Este gen se encuentra también en los
genomas de las cepas BC y K601', identificados como ALIDE_RS18240 y
ALIDE2_RS18960, respectivamente (Figura 11). El arreglo genémico que se

presenta en BQ1 es idéntico a la organizacién genémica de las cepas BC y K601".
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BQ1 CE154_RS16050-R516065

Proteina DAHP Proteina

DNA girasa ] i
RodA sintasa Hipotética
BC ALIDE_RS18230- RS18245
K601 ALIDEZ_RS18950-RS18965 1kb

—

Figura 11. Regidn de insercion del miniTn5 en la mutante E.II1.100. En la
parte superior se muestra el contexto gendémico de BQ1, en la parte inferior
el de BC y K601'. Se indica con un tridngulo el sitio de inserciéon del
transposon.

En las mutantes J.XI1.10 y D.IV.28 el transposon se insertd en dos sitios distintos a
774 pares de bases (pb) de distancia entre las inserciones en el gen que codifica la
corismato mutasa (CM) (EC 5.4.99.5) con el numero CE154 06450. Encontrar dos
mutaciones por transposicion independiente que cayeron en el mismo gen y que
generan el mismo fenotipo, en este caso la pérdida de la capacidad de BQ1 de
crecer en poliéster poliol, es una evidencia muy importante de que la enzima
codificada por este gen esta participando en dotar a BQ1 con la capacidad de crecer
en este compuesto. Este gen se encuentra también en las cepas BC y K601" con los
nameros de genes ALIDE_RS09175 y ALIDE2_RS09890 respectivamente (Figura
12).
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BQl CE154_RS06430-RS06460
gyra serC  pheA tyrA aroA rpsa ihfB

BC ALIDE_RS09155-RS09185
K601 ALIDE2_RS09870-R509900

1 kb

Figura 12. Region de insercion del miniTn5 en las mutantes D.IV.28/).X11.10. Arriba.
Contexto gendmico de BQ1l. Abajo. Contexto gendmico en BC y K601'. Triangulos negros,
sitios de insercion del transposon. gyrA, DNA girasa subunidad A; serC, Fosfoserina amino
transferasa; pheA, Corismato mutasa/prefenato deshidratasa; tyrA, Prefenato
deshidrogenasa; aroA, 3-fosfoshikimato-1- carboxivinil transferasa; rpsa, proteina ribosomal
S1; ihfB, factor de integracién al hospedero subunidad R.

Finalmente, en la mutante H.I.20, el transposon se inserté en un gen que codifica a
un regulador transcripcional con el numero de gen CE154_20540. Este gen se
encuentra también en el genoma de las cepas BC y K601", en el ALIDE_RS21025 y
ALIDE2_RS22655 respectivamente (Figura 13).

BQ1 CE154_20530-20540

Regulador D-amino acido Alanina racemasa
transcripcio deshdrogenasa (dadXx)
nal (dadA)
BC ALIDE_RS21015- RS21025 1 kb

K601 ALIDE2_RS22645-RS22655

Figura 13. Region de insercidon del miniTn5 en la mutante H.l.20. En la parte
superior se muestra el contexto genémico de BQ1, en la parte inferior el de BC

T
y K601 . Se marca con un tridangulo negro el sitio de insercidn del transposén.
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7.5 Analisis de la DAHP sintasa mutada en Alicycliphilus sp. BQ1

La DAHP sintasa (EC: 2.5.1.54) pertenece a la clase de las transferasas, transfiere
grupos arilo o metilo, produciendo 3-deoxi-D-arabino-heptulosonato-7-fosfato
(DAHP) y fosfato, a partir de fosfoenolpiruvato (PEP), D-eritrosa-4-fosfato (E4P) y
agua (http://www.genome.jp/kegg/) (Figura 14). Esta reaccién corresponde al
primero de siete pasos de la via del shikimato, en la que se obtiene como producto
final corismato (Figura 15). El corismato puede canalizarse hacia la sintesis de
triptéfano por un lado o hacia la sintesis de tirosina y fenilalanina por otro. Ademas
de ser el precursor de los aminoacidos (aa) aromaticos, el corismato, también lo es
de la vitamina C, acido félico, ubiquinona y otros metabolitos secundarios (Hermann
et al., 1999).

(o] OH (o]
b\ -O\ \/’\/u\
0 o
) /F’/ o ' p”” . H + H,0
o\ o\
0 0 50
PEP E4P
[e) 0
\p/
o// \o '

fostato

Figura 14. Reaccidn realizada por la DAHP sintasa. La DAHP sintasa
transfiere el grupo vinil de PEP a E4P y se desprende un fosfato del PEP
mediante hidrdlisis (http://www.genome.jp/kegg/).

La via del shikimato, estd presente en bacterias, hongos, algas y plantas y la
actividad de la DAHP sintasa es el principal punto de regulacion de la cantidad de

carbono que entra en esta ruta. En bacterias esta regulacion puede llevarse a cabo
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por dos mecanismos, la inhibicion por retroalimentacion (feedback) y por control

transcripcional (Hermann et al., 2001).
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Figura 15. Enzimas e intermediarios de la ruta del shikimato. El primer paso es
catalizado por la 3-deoxy-D-arabino-heptulosonato 7-phosphate (DAHP) synthase (EC
4.1.2.15; codificada por aroG/F/H de acuerdo con la nomenclatura de Escherichia
coli). El Segundo paso lo realiza la type | 3-dehydroquinate (DHQ) synthase (EC
4.6.1.3; codificada por aroB1). El tercer paso lo cataliza la 3-dehydroquinase (EC
4.2.1.10; codificada por aroD). El cuarto paso es catalizado por shikimate
dehydrogenase (EC 1.1.1.25; codificada por aroE). El quinto paso es catalizado por
shikimate kinase (EC 2.7.1.71; codificada por arok). El sexto paso es catalizado por 5-
enolpyruvyl-shikimate 3-phosphate (EPSP) synthase (EC 2.5.1.19; codificado por
aroA). El paso final es catalizado por chorismate synthase (EC 4.6.1.4; codificada por
aroC). (Modificado de Xiao-Yang, et al., 2014).

En E. coli se han identificado tres isoenzimas de la DAHP sintasa, cada una de las
cuales es regulada por uno de los tres aa aromaticos. Estas tres isoenzimas son
codificadas por tres distintos genes: aroG para la DAHP sintasa regulada por
fenilalanina (Phe), aroF para la DAHP sintasa regulada por tirosina (Tyr) y aroH
para la DAHP sintasa regulada por triptéfano (Trp) (Craig y Klau, 1984). Con
excepcion de aroF que forma parte del operon de tirosina, estos genes se

encuentran distribuidos en distintos sitios del genoma de E. coli y son expresados
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como mRNAs monaocistronicos (Davies y Davidson, 1982; Grove y Gunsalus, 1897).
Sin embargo, en otros organismos solo existen dos isoformas de DAHP sintasas, tal
es el caso de la actinobacteria Corynebacterium glutamicum, en donde una de las
DAHP sintasas (aroF) es inhibida en mayor medida por retroalimentacion de Tyr y
en menor medida por Phe y Trp; mientras que la segunda DAHP sintasa (aroG) es
ligeramente inhibida por retroalimentacion sélo por Trp (Liao et al., 2001, Liu et al.,
2008). Finalmente existen otros organismos como Bacillus subtilis en donde sélo
existe una DAHP sintasa que no es inhibida por retroalimentacion por ninguno de
los aa aromaticos, sino que es regulada por prefenato y corismato, que son
intermediarios de la via del shikimato. (Wu et al., 2005). Con base en anlisis de
secuencia, de requerimientos de cationes y de regulacién, se ha definido que las
DAHP sintasas se clasifican en dos tipos: las DAHP sintasas tipo I, con secuencias
semejantes a las de E. coli, con un tamafo de alrededor de 39 kDa y las DAHP
sintasas tipo Il, que tienen secuencias parecidas a las de plantas, con un tamafio de
alrededor de 52 kDa.

En el genoma de BQ1 se encuentran dos DAHP sintasas, una de 373 aa (41 kDa)
en cuyo gen cayo el transposon, a la que llamaremos DAHP1 (CE154 16060) y otra
en otra region del genoma de 368 aa (40 kDa) nombrada DAHP2 (CE154 21600).
Genes homélogos estan presentes en las cepas BC y K601'. Se realiz6 un
alineamiento multiple de las secuencias de BC y K601' con las tres isoformas
caracterizadas de E. coli (DAHP sintasas clase |) (Figura 16). Se observé que
ambas DAHP sintasas de BQ1 son de tipo | y éstas a su vez muestran una mayor
relacién con sus respectivas homélogas presentes en las cepas BC y K601' y
guardan una relacion filogenética mas cercana con el gen aroG en E. coli. Esto nos
permite sugerir que la DAHP sintasa en cuyo gen se insert6 el transposon, pudiera
estar regulada por fenilalanina (Figura 17). También se incluyé otra secuencia de
DAHP sintasa clase | de Saccharomyces cereviseae y tres de DAHP sintasas clase
Il (dos de Neurospora crassa y la Unica de Mycobacterium tuberculosis), cuyos
resultados no presentaron una identidad mayor con respecto a los mostrados

(Datos no mostrados).
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CLUSTAL multiple sequence alignment by MUSCLE (3.8)

T.mar.DAHPI
aroF.Ecoli
aroH.Ecoli
DAHPZ.KG01
DAHPZ.BC
DAHPZ.EQL
aroG.Ecoli
DAHFL.EBOQL
DAHP1.BC
DAHFL.K601

T.mar.DAHPI
aroF.Ecoli
aroH.Ecoli
DAHP2.K601
DAHP2.BEC
DAHFZ.EBQL
aroG.Ecoli
DAHFL1.EQL
DAHPL.BC
DAHPL1.K601

T.mar,.DAHPL
aroF.Ecoll
aroH.Ecoli
DAHPZ. K601
DAHP2.EC
DAHPZ.EBQL
aroG,.Ecoli
DAHPL.EQL
DAHPL.EC
DAHPL.K601

T.mar . DAHPT
aroF.Ecoli
aroH.Ecoli
DAHPZ.KGOL
DAHPZ.BC
DAHPZ.EQL
aroG.Ecoli
DAHPL.EQL
DAHPL.EC
DAHPL.F601

T.mar.DAHPL
aroF.Ecoll
aroi.Ecoli
DAHPZ.K60L
DAHPZ.EC
DAHPZ.EQL
aroG.Ecoli
DAHPL.EQL
DAHPL.BC
DAHFL. K601

T.mar.DAHPT
aroF.Ecoli
aroH.Ecoli
DAHPZ. K601
DAHP2.BC
DAHPZ.BQL
arof.Ecoli
DAHPL.EQL
DAHPL.BC
DAHFL.K60L

T.mar . DAHPI
aroF.Ecoli
aroH.Ecoli
DAHPZ. K601
DAHPZ.BC
DAHPZ.EQL
aroG.Ecoli
DAHPL.BOL
DAHPL.BC
DAHF1.K601

Figura 16. Alineamiento de las DAHP sintasas de BQ1 con otras DAHP sintasas.
DAHP1.BQ1, DAHP sintasa mutada; DAHP2.BQ1 otra DAHP sintasa encontrada en
el genoma de BQ1l; DAHP1 y DAHP2.BC/K601 son homdlogas a DAHP1 y DAHP2
de BQ1, respectivamente. AroF, aroG y aroH.Ecoli corresponden a DAHP sintasas
clase | de E. coli cepa K. T.mar.DAHPI, DAHP sintasa clase 1 de Thermotoga
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LRNOYQSRLEIVHRTY FEKPRTV-VEUEGLISDPDLNGSYRVNHGLELARKLLLOVNELG
QARALAQDLLIVMEYY FEKPRTT-VGWEGY INDFHLDGSFAINEGLEFARALLLD ILALG
QARALAQDLLIVHRVY FEKPRTT-VEWHGY INDPHLDGS FATNEGLERARALLLDILALG
QAGALAQDLLIVMEVY FEKPRTT-VGUEGY INDFHLDGS FAINEGLERFARALLLDILALG
LREELFDELEIVHRYVFEKPRTT-VGWEGLIND PHMDNS FOINDGLRIARKL LLD INDS G
VREQYFDOLEVVMEVY FEKPRTT-VGUEGLINDFYLDGSYRIDEGLRIARQLLIDINRLG
VREQYFDQLEVYMRVY FEKFRTT-VGWHGLINDFYLDGSYRIDEGLRIARQLLIDINRLG
VREQYFDOLEVVMRVY FEKPRTT-VGUEGLINDFYLDGSYRIDEGLRIARQLLIDINRLG

MYVVTEALGEDDLPEVAEYADI IQIGARNAONFRLLSFAGSYNKPVLLERGFHNTIE-~~
LPLATEALDFNSPQYLGDLFSVSALGARTTESQTHREMASGLSMPY GFENGTDGS LATAL
VPTATEFLDMVTGOQFIADLISWGALGARTTESQTHREMASAL SCPVGFENGTDGNTRIAY
LFVGTEFLDLLSPQFISDLVSWGALIGARTTESQOSHROLASGLSCPVGFENGTDGGVEVAA
LPVGTEFLDLLSPQFIZDLVSUGALGARTTESQSHROALASCLSCPVGFENGTD GGVEVAA
LPVGTEFLDLLSPQFISDLVSVGAIGARTTESQSHROLASGLSCPY GFENGTDOGVEVAL
LPAAGEFLDHMITFQYLAD LHSUGALGARTTESQVHRELASGLSCPVGFENGTDGTIEVAL
VPAGSEFLDVISPOYIGDLISVGALGARTTESQVHRELASGISAPIGFFNGTDGHIRIAT
VPARSEFLDVISPQYIGDLISWGALGARTTESQVHRELASGISAP IGFENGTDGNIRIAT
VPAASEFLDVISPOQYIGDLISWGALGARTTESQVHRELASGISAP IGFENGTDGNIRTAT

L TEEW_r s = e oem o

EFLLSAE----VTIANSGNTKIIL--------CERGIRTFEEATRNTLDISAVFIIRFESH
HAMPAAAQPHRFVGINQAGQVALLOTQGNPDGHVILRGGEAPNY SPADVAQCEKENE QAG
DATRAARASHNFLSFDENGONTIVOTSGNFYGHI IMRGGRE FNVHADD TARACDTLHE FD
DATQAAQAFPHAFMGHTFENGQAAT FETRGNRDCHYILEGGEAPNY GAADVQAACDLLEEAG
DATQAAQAPHAFMGHTFENGOALI FETRGNRDCHVILRGGEAPNY GAADVOAACDLLEKAG
DAIQAAQAPHATHGHNTFENGUAAI FETRGHRDCHYILRGCEAPNY GAADVIAACELLEKAG
DATNAAGAPHCFLSVTFUGHSAIVNTSGNGDCHI ILRGGHE PNY SAFHVAEVFEE GLNEAG
DAIQSASRGHHFLSVIFNGOVAIVRTSGNEDCHYILRGGHAFNYDAASVARACAD LEKAG
DATQSASRGHHFLSVEFNGOVAIVRTSGNFDCHVILRGGHAPNYDAASVAAACADLENAG
DATQSASRGHHFLSVEFNGOVAIVRTSGNEDCHVILRGGRAFNYDAASVARACAD LEKAG

LP--ILVDPSHIGGRED LVIPLIRAA- -~~~ IAVGAH---GIIVEVHPEPEK------~-~
LEPSLMVDCSHGNSNFDYRRQPAVAESYYAQIFDGNRSIIGLMIESNIHEGNQSSEQ PR~
LPEHLVVDFSHGHCOFQHRRQLEVCEDICOQIRNGETAIAGIMAES FLREGTKIVES]-
QRAQVMIDLSHANS SEQHARQITVAAEVARQIAAGDARITGVMIESHLEEGRODIVEGQ-
QRAQVMIDLSHANS SEQHAROITVAAEVARQTAACDARITGVHIESHLEEGRODIVP GO -
QRPOVMIDLSHANSSEQHARQIAVAAEVASQIAAGDARITGVMIESHLEEGRODIVE GO~
LPAQVMIDFSHANSSKQ FRROMDYCADVCQQIAGCERAIIGVHMVESHLVE GNOSLESGE -
LEPATLMVDCSHANSHNEQHERQRD VARD TAAQTAGGSRSVFGVHIEGHLOPGAQEFTP GED
LPATLMVDCSHANS SHQHERQFD VARD TAAQTAGGSRSVFGVMIEGHL)PGAQKFTR GKD
LEATLMYDCSHANSHEQHER QRD VARD TAROTAGGERSVFGVHIEGHLOPGAQEFTP GFKD

---ALSDGKQSLDFEL-FFRELVOEMFF LADALGVE-VN-—-
==SEMFYGVSVIDACISWENTDALLRETHOD LNGOLTARVA
---PLTYGOSITDPCLGVEDTERLVEK LASAVDTR-F---~
-=-ALRHGVSVIDACISFAOTVFVLEQLAAAVRAR -RARAS
===ALEHGVSVIDACISFAQTVIVLEQLAAAVRAR -RARAS
---ALEHGVSVIDACISFAQTVPVLEQLAAAVRAR-RAALS
===PLAYGKSITDACIGWEDTDALLRQLANAVEAR-RG- -~
DPAALEYGHSITDACLGWDDSVACLAELASAVOAR -RAR-~
DPAALEYGESITDACLGWDDSVACLAELASAY QAR -FAR--
DPAALEYGHSITDACLGUDDSVACLAELASAV QAR ~RAR -~

maritima como grupo externo (Clustal (www.ebiac.uk)
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i TmarDAHPI 053141
aroH.Ecoli 0.22286
L aroF Ecoli 0.26674
DAHP2 K601 0
4{[ DAHP2BC 0
DAHPZ BQ10.0072

— aroG Ecoli 0.18003
4{1 DAHP1.BQ10.00487

DAHP1.BC 0.00134
DAHP1 K601 0.00135

Figura 17. Arbol filogenético de DAHP sintasas de BQ1 y otras DAHP
sintasas de Escherichia coli. El recuadro rojo marca la ubicacién de la
DAHP sintasa de Alicycliphilus sp BQ1 donde cayo el transposoén. BC y
K601, Alicycliphilus denitrificans cepa BC y K601, respectivamente.
AroF, AroG y aroH DAHP sintasas clase | de E. coli (Clustalw2
(www.ebiac.uk)).

Como ya se mencion6 anteriormente, en E. coli el gen aroG, que codifica la
isoforma de DAHP sintasa regulada por fenilalanina, se expresa como un transcrito
monocistronico. La DAHP sintasa mutada de BQ1 presenta una mayor identidad
con esta isoforma que con las otras dos DAHP sintasas presentes en E. coli. A
razon de conocer si el gen que codifica la DAHP sintasa mutada de BQ1 pudiera
ser expresado monocistrénicamente de la misma forma que lo es en E. coli, o si por
el contrario se encuentra organizado en un operdn, se realiz6 primeramente un
analisis bioinformatico de posibles operones (operons.ibt.unam.mx) para este gen
en las betaproteobacterias y se encontrd que el arreglo génico reportado en E. coli
se encuentra conservado en algunas betaproteobacterias, o bien, como en el caso
de BQ1, se encuentran con un gen rio abajo que codifica enzimas no

caracterizadas o de funcion desconocida (Figura 18).

Burkholderia_ | Bcenmc03_4621 >

Ralstonia_pic | Rpic120_1407 >

Comamonas_tes | ctoweieszo >

Figura 18. Arreglo génico para la isoforma de DAHP sintasa regulada por
triptéfano en algunas betaproteobacterias. Se representa en color amarillo al gen
aroH que codifica para DAHP sintasa; el resto de los genes mostrados codifican
para enzimas no caracterizadas o de funcion desconocida (operons.ibt.unam.mx).
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En BQ1 se encontraron dos genes que codifican DAHP sintasas, lo cual podria
significar que la regulacion de alguna o de ambas, podria estar dada por mas de un
aa aromatico, como en el caso de C. glutamicum. Dado que la DAHP sintasa es el
principal punto de regulacion de la entrada de carbono hacia la via del shikimato, la
cual es vital para las bacterias, el hecho de que uno de los dos genes que codifican
para estas enzimas esté mutado por el transposon, sugiere que con sélo una de las
dos enzimas es suficiente para suministrar el carbono necesario para esta via y de

esta forma se explicaria porque la mutante no es auxétrofa.

7.6. Analisis de la Corismato mutasa presente en Alicycliphilus sp. BQ1

La corismato mutasa (CM) (EC 5.4.99.5.) es una enzima que actla sobre el
corismato, producto final de la via del shikimato, para producir prefenato a través de
la formacion de un intermediario inestable (Figura 19) y su actividad constituye el

primer paso en la via de sintesis de tirosina y fenilalanina.

o [= o [1Ba & /002
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Corismato Prefenato

Figura 19. Reaccion catalizada por la corismato mutasa. Mediante un rearreglo
sigmatrdpico entre los enlaces C-C (rearreglo Claisen) se provoca un estado de
transicion momentaneo del corismato antes de convertirse a prefenato (Gray y
Knowles, 1994).

En el segundo paso, el prefenato puede ser descarboxilado por dos distintas
enzimas, la prefenato deshidrogenasa (PDH) o la prefenato deshidratasa (PDT)
produciendo 4-hidroxifenilpiruvato y fenilpiruvato, precursores directos de tirosina y
fenilalanina respectivamente. En E. coli, las CMs estan fusionadas con alguna de

estas dos actividades enzimaticas (enzimas tipo AroQ), es decir, son enzimas
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bifuncionales que realizan ambos pasos sucesivos (Figura 20), aunque en otros
organismos estos pasos son catalizados por dos enzimas distintas. Con base en

esto, las CMs pueden ser agrupadas en dos clases, AroH y AroQ.

Corismato
COOH

@\ CH»
0~ SCOOH

tyrA / OH \PhEA

HOOC COOH HOOC, COOH

O

OH OH

Prefenato Prefenato
tyrA l l pheA
OH OH
O
O
O 0

HO
4-hidroxifenilpiruvato fenilpiruvato
tyrB l l tyrB

OH

HO
L-tirosina L-fenilalanina

Figura 20. Biosintesis de tirosina y fenilalanina en E. coli. El gen tyrA
codifica una enzima bifuncional con actividades CM y PDH; pheA
codifica una enzima bifuncional con actividades CM/PDT; tyrB, codifica
la tirosina aminotransferasa (Prabhu y Hudson, 2010).

Las AroH son enzimas monofuncionales que forman una estructura de barril o/R3.

Estan presentes principalmente en firmicutes y cianobacterias y pueden encontrarse
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0 no agrupadas en operones con otras enzimas de las rutas del corismato. El
nombre de esta clase no debe confundirse con el nombre anteriormente
mencionado para la clasificacion de las tres isoformas de la DAHP sintasa
reportadas en E. coli, ya que aunque son dos actividades cataliticas distintas,
ambas son reportadas con el mismo nombre en el GenBank. Las AroQ son
proteinas con enrrollamiento a-hélice que pueden presentar otro dominio catalitico
diferente ademés de la actividad CM (Dosselaere y Vanderleyden, 2001). Esta clase
presenta cinco tipos distintos de organizacion estructural y catalitica: las enzimas
AroQp tienen el dominio CM fusionado a un dominio PDT, las AroQt tienen el
dominio CM fusionado al dominio PDH, las enzimas AroQd presentan el dominio
CM fusionado a uno de DAHP sintasa. Por otro lado, los arreglos AroQf son CMs
monofuncionales que no son reguladas alostéricamente, mientras que los arreglos
AroQr son CMs monofuncionales que si estan reguladas por los productos finales
de la biosintesis de aa aromaticos (Lim et al.,, 2009). De acuerdo con esta
clasificacion, la CM de BQ1 afectada por el transposon presenta un arreglo tipo
AroQp, ya que ademas de presentar el dominio CM se identifico también un dominio

PDT, lo que sugiere que es una enzima bifuncional CM/PDT (Figura 21).
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426|CGCGCAGTACGGCGTGGTGGGCGTCGAGARCTCCARCGAGGGCGTGETCACGCGCTCGCTGGACATGTTCCTGCACACGCCCTGC
511|CACGTGGTCGGCGAGGTGAGCCTGCTGATCCGCCACARCCTGCTGCGCAGCGTCARCTCGGCTGAGGGCATCGAGGCCGTGCTGE

766 GGCCCACGCCA‘ICCAGGACGACGCC‘IAC'ZCGCACGCGCH CGCCATCATCTGCCTGCCGCACACGCTGGCCACGCCCGCGC

851 [CCACGGGCAAGGACTGCACCAGCCTCATCATCTCCGTGCCCAACCGCCCCGECGCGETGCACGACCTGCTGGTGCCGCTCAAGCG

936 |CCACGGCGTGTCCATGACCCGCTTCGAGTCGCGCCCCGCGCGCACCGGCCAGTGGGAGTACTACTICTACATCGACCTCGARGGT
1021 |[CACCCCGCGCAGCCCARCGTGGCCGCCGCGCTGGCCGAGCTGCAGCAGCTGTGCGCCTTCTACAAGCTGCTCGGCACCTACCCCG
1106 |TCGCTGCGIG

C) chorismate mutase [Alicycliphilus denitrificans]
Sequence ID: YWP_013518700.1 Length: 366 Humber of Matches: 1

> See 1 more title(s)

Range 1: 1to 366 GenPept Graphics

Score Expect Method Identities Positives Gaps Frame

676 bits(1744) 0.0 Compositional matrix adjust. 358/366(98%) 363/366(99%) 0/366(0%) +1

Query 16 MSITPQASPALADLRVQIDSLDHQLLELVNQRARVAEQVGELKKREGTPFFRPDRVAQVI 195
M5 TPQASPALADLRVQIDSLDHQLL+LVNQRARVAEQVGELKKREGTPFFRPDRVAQVI

Sbjct 1 MSTTPQASPALADLRVQIDSLDHQLLQLVNQRARVAEQVGELKKREGTPFFRPDRVAQVI 60

Query 196 EKIQAANPGPLKNAHVAAIWREIMSACLALESPQRVAVLGPEGTFCEQAAIEYFGGAADL 375
EKIQ ANPGPLKNAHVAAIWREIMSACLALESPQRVAVLGPEGTFCEQAAIEYFGGAADL

Sbjct 61 EKIQGANPGPLKNAHVAATWREIMSACLALESPQRVAVLGPEGTFCEQAAIEYFGGAADL 120

Query 376 MYCNSFDEVFHATAAGSAQYgvvgvensnegvvTRSLDMFLHTPCHVVGEVSLLIRHNLL 555
MYCNSFDEVFHATAAGSAQYGVVGVENSNEGVVTRSLDMFLHTPCHVVGEVSLLIRHNLL

Sbjct 121  MYCNSFDEVFHATAAGSAQYGVVGVENSNEGVVTRSLDMFLHTPCHVVGEVSLLIRHNLL 180

Query 556 RSVNSAEGIEAVLAHPQALAQCHAWLAKHLPHAERRPVSSNAEGARLAATNPAWAGISSE 735
RSVNSAEGIEAVLAHPQALAQCHAWLAKHL PHAERRPVS SN+EGARLAATNPAWAGISSE

Sbjct 181  RSVNSAEGIEAVLAHPQALAQCHAWLAKHLPHAERRPVSSNSEGARLAATNPAWAGISSE 240

Query 736 RAAQQYGLHVVAHAIQDDAYNRTRFAIICLPHTLATPAPTGKDCTSLIISVPNRPGAVHD 915
RAAQQYGLHVVAHAIQDDAYNRTRFAIICLPHTLATPAPTGHDCTSLIISVPNRPGAVHD

Sbict 241  RAAQQYGLHVVAHAIQDDAYNRTRFAIICLPHTLATPAPTGRDCTSLIISVPNRPGAVHD 300

Query 916 LLVPLKRHGVSMTRFESRPARTGQUWEYYFYIDLEGHPAQPNVaaalaelgglcaFYKLLG 1095
LLVPLK+HGVSMTRFESRPARTGQUEYYFYIDLEGHPA+ NVAAALAELQQLCAFYKLLG

Sbjct 301  LLVPLKKHGVSMTRFESRPARTGQUEYYFYIDLEGHPAEANVAAALAELQQLCAFYKLLG 360

Query 1096 TYPVAA 1113
TYPVAA

Sbhjct 361  TYPVAA 366

Figura 21. Dominios presentes en la secuencia del gen afectado por el miniTn5
en las mutantes D.IV.28/).XI1.10. A) Dominio de la superfamilia CM_2
(Corismato mutasa) (46-288 pb); dominio de la superfamilia PheA2 (Prefenato
deshidratasa) (298-1110 pb). Umbral de valor E especifico del dominio (E-value)
de 8.44 e™? y 4.12 e®, respectivamente. B) Nucleétidos del gen que codifica
para la CM/PDT. En rojo se marcan los sitios de insercion del miniTn5; en
morado se muestra el dominio CM y en verde el dominio PDT. C) Secuencia de
aa traducida a partir de los nucleétidos del gen CM/PDT de BQl; BLAST
realizado contra Alicycliphilus denitrificans BC (www.ncbi.nlm.nih.gov).

En E. coli, los genes aroF (DAHP sintasa regulada por tirosina) y tyrA conforman el
operén de tirosina, en donde tyrA codifica la enzima bifuncional corismato
mutasa/prefenato deshidrogenasa (CM/PDH) o proteina T (Camakaris y Pittard,
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1983). Esta proteina (arreglo AroQ;) esta implicada en la biosintesis de tirosina
(Koch et al., 1971) y es inhibida alostéricamente por ésta (Hudson et al., 1983). Por
otro lado, la corismato mutasa/prefenato deshidratasa (CM/PDT), también llamada
proteina P (arreglo AroQp), esta implicada en la biosintesis de fenilalanina. Esta
enzima bifuncional lleva a cabo una reaccion muy semejante a la CM/PDT pero es
codificada por un gen que se expresa monocistronicamente y es inhibida
alostéricamente por fenilalanina (Gething et al., 1976). En otros organismos, en vez
de existir enzimas bifuncionales como las descritas anteriormente, cada una de las
reacciones es catalizada por dos polipéptidos distintos (Koch et al.,, 1971;
Schnappauf et al., 1998), o bien, presentan una combinacion que consiste en una
de las proteinas bifuncionales (P o T) y otras proteinas monofuncionales. La
proteina P bifuncional estd ampliamente distribuida en bacterias Gram negativas,
mientras que en otras bacterias se encuentra como enzimas monofuncionales. Por
otro lado, la proteina T bifuncional esta restringida a un cluster filogenéticamente
estrecho de bacterias entéricas y unas pocas especies cercanamente relacionadas,
mientras que la generalidad es que estas actividades se presenten como enzimas
monofuncionales (Ahmad y Jensen, 1986).

En el genoma de BQl ademéas del gen que codifica a la enzima bifuncional
CM/PDT, la cual fue mutada por el transposdn que tedéricamente participa en la
sintesis de fenilalanina, se encontr6 un gen que codifica una CM monofuncional
(CE154_18705) y un gen que codifica una PDH (Figura 12) las cuales podemos
predecir participarian en la sintesis de tirosina. El gen PDH se localiz6 rio abajo del
gen de la CM/PDT mutado. Sin embargo, no se encontrd ningun gen que codifique
una CM/PDH bifuncional o una PDT monofuncional. Lo mismo se observo en los
genomas de las cepas BC y K601'. Esto sugiere que la enzima CM/PDT, codificada
por el gen mutado por el transposoén, estaria realizando la conversion de corismato
a prefenato y de prefenato a fenilpiruvato, para la sintesis de fenilalanina; mientras
gue la CM monofuncional y la PDH monofuncional podrian estar suministrando el
prefenato para la sintesis de tirosina y transformando el hidroxifenipiruvato a tirosina
respectivamente. Al mutarse el gen que codifica la enzima bifuncional CM/PDT, la

mutacion deberia ser auxoétrofa, sin embrago, no lo fue. Una explicacion para este
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resultado podria ser que la CM monofuncional suministre el prefenato necesario
para la sintesis de ambos aa, pero seria necesaria una actividad que transforme
prefenato a fenilpiruvato, para continuar con la sintesis de fenilalanina. Una
posibilidad que podemos sugerir es que el gen de la PDH monofuncional
encontrado rio abajo del gen CM/PDT pueda estar llevando a cabo la
descarboxilacion del prefenato hacia ambos intermediarios: 4-hidroxifenilpiruvato y
fenilpiruvato, para la sintesis de tirosina y fenilalanina respectivamente, para asi
tener el suministro de ambos aa aromaticos. Otra posibilidad es que exista en el
genoma de BQ1 otro gen que no identificamos y que puede llevar a cabo esta
reaccion para la sintesis de la fenilalanina. Esto implicaria que el gen mutado en
este trabajo y que generé una mutante incapaz de crecer en poliol, debe ser
especifico para alguna reaccién necesaria para la utilizacion del poliol como fuente
de carbono por la bacteria.

En un andlisis de posibles operones de los aa aromaticos en Bordetella
bronchiseptica, se reportd que en el arreglo génico donde se encuentra la proteina
P (CM/PDT) se identificaron dos promotores putativos a 169 y 144 pb rio arriba del
codoén de inicio del gen gyrA y secuencias repetidas invertidas de un terminador a
41 pb rio abajo del codén de paro del gen ihfB, sugiriendo que el operéon completo
podria incluir todos los genes intermedios entre esas dos secuencias (McArthur et
al., 2003). Una organizacién muy similar se ha visto en Pseudomonas sp. (Xie et al.,
1999). Esto sugeria que los genes contiguos a la CM/PDT de BQ1, organizados de
manera semejante a B. bronchiseptica, y que codifican proteinas de la via del
shikimato, podrian también constituir un operdn. Para analizar esto, primero se hizo
un andlisis bioinformatico de los arreglos gendmicos alrededor del gen que codifica
a la CM/PDT en distintas betaproteobacterias usando el programa Prokaryotic
Operon Predictor (ProOpDB) (operons.ibt.unam.mx), encontrdndose que el arreglo
génico presente en BQ1 estd conservado en otras betaproteobacterias.
Particularmente el arreglo presente en Acidovorax JS42 es muy similar al que
presenta BQ1, a excepcion del gen que codifica la citidilato kinasa que no esta

presente en BQ1 (Figura 22). Esto apoya la observacion previa de que los seis
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genes contiguos al gen que codifica a la proteina P podrian estar organizados como

un operon.

Been_0571

1-| Boen_0564 >—| Been_0565
2 | coervcos iz —] Beemcea o
3 -| RPICIZD0845 =  RpiciZD_0846 = RPICIZD_0847 ok > [ e >

4 AT =
5-—| ctonet 1420 [ CHONB1 1428

- 4 = B £)r) ) mp ) (

Figura 22. Arreglo génico de posibles operones para CM/PDT en algunas betaproteobacterias y BQ1.
Arriba algunas especies de betaprotecbacterias, abajo BQ1l. En BQ1l se enmarcan los genes
conservados con las betaproteobacterias. gp L Type A Topoisomerasa (DNA gyraseftopo IIf
topoisomerase V) A subunit; B phosphoserine aminotransferase;[—> chorismate mutase/prephenate
dehydratase (CM/PDT); [» prephenate dehydrogenase (PDH); B 5-enolpyruvyl-shikimate-3-
phosphate synthase (EPSP sintasa); Jp ribosomal protein 51; [ citidylate kinase; @ L-bacterial
nucleoid DNA binding protein; B uncharacterized integral membrane protein; B G predicted N-
acetylglucosaminyl transferase; [ E Histidinol phosphate/ aromatic aminotrnasferase and cobyric acid
decarboxylase. 1 y 2, Burkholderia sp.; 3, Ralstonia picketti; 4, Acidovorax JS42; 5, Comamonas
testosteroni. Los genes que presentan dos colores, corresponden a proteinas con dos actividades
cataliticas.

7.7. Analisis del regulador transcripcional tipo AsnC presente en Alicycliphilus
sp. BQ1

La proteina parecida al regulador transcripcional tipo AsnC (PF01037) contiene un
dominio de unién al DNA, HTH tipo AsnC que esta presente en los reguladores de
transcripcion de la familia AsnC/Lrp. Esta familia lleva el nombre por la proteina
reguladora AsnC y la proteina reguladora en respuesta a leucina (Lrp), las cuales
regulan la sintesis de asparagina y la regulacion global de varios operones,
respectivamente (Willins et al.,, 1991). Estos reguladores se encuentran
ampliamente distribuidos en bacterias y arqueas (Charlier et al., 1997; Napoli et al.,
1999). Ademas del dominio de unién al DNA HTH variable en el N-terminal
presentan un dominio de unién efector caracteristico en el C-terminal. Los miembros
de esta familia influencian el metabolismo celular de forma global (Lrp) o especifica
(AsnC), frecuentemente en respuesta a aa exogenos efectores. Tienen una masa

molecular de alrededor de 15 kDa y a la fecha no se han confirmado homdlogos en
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genomas eucariéticos, indicando que la familia esta probablemente restringida a
procariontes (Brinkman et al., 2003).

El miembro mejor caracterizado de la familia es el regulador Lrp de E. coli, el cual
controla un regulén global que abarca al menos el 10% de todos los genes de E.
coli (Tani et al., 2002). Los genes que pertenecen a este reguldn codifican proteinas
gue estan involucradas en transporte, degradacién y biosintesis de aa, asi como un
namero pequefio de proteinas involucradas en la produccion de pili, porinas,
transportadores de azlcar y nucleotido transdeshidrogenasas (Calvo y Matthews,
1994; Newman y Lin, 1995). En contraste con Lrp, AsnC ha mostrado ejercer solo
control especifico de asnA (asparagina sintasa A) (Colling et al., 1985) y de su
propio gen, regulando su propia expresion de una manera independiente de
aspargina (Thaw et al.,, 2006). Otro regulador transcripcional de E. coli
recientemente caracterizado que pertenece a esta familia es YbaO, también
conocido como decR (regulator of detoxification of cysteine), el cual regula al
operon yhaOM que se encarga de la detoxificacion de cisteina. Este operdn se
encuentra alejado del lugar en donde se encuentra el gen que codifica a YbaO,
mientras que homodlogos a este regulador en Sallmonella entérica y Pantoea
ananatis regulan al gen adyacente que codifica a la cisteina desulfhidrasa que
controla la detoxificacion de L-cisteina (Shimada et al., 2016)

El arreglo génico que flanquea el gen en el que se insert6 el transposén en BQ1
(Figura 12), es idéntico al operon dadAX en E. coli. En este operdn se agrupan el
gen dadA, que codifica la D-aminoacido deshidrogenasa y el gen dadX, que codifica
la isoenzima degradativa alanina racemasa (Wild et al., 1985). La racemasa
convierte L-alanina en el isomero D, el cual es después oxidado a piruvato y amonio
por la deshidrogenasa (Franklin and Venables, 1976) (Figura 23). Aunque en el
caso de BQ1 el gen regulador fue identificado como AsnC y no como dadR, con
base en la organizacion de los genes, es probable que este regulador AsnC pudiera
estar regulando la expresion de los genes adyacentes de igual forma que lo hace
Lrp (dadR) en E. coli. Lrp es un represor de dadAX (Mathew et al., 1996) que es
requerido para que E. coli pueda crecer usando alanina como unica fuente de

carbono y energia (Wild y Klopotowski, 1981).
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DadX DadA

L-Alanina <T> D-Alanina » Piruvato + NH;
r Y
FAD FADH,
PMS + INT

(aceptores de electrones desconocidos)
Figura 23. Funciones propuestas para DadA, DadX y Alr en el catabolismo de
alanina. DadA D-aminodacido deshidrogenasa, DadX y Alr alanina racemasas.
PMS e INT aceptores de electrones desconocidos propuestos. (Modificado de
Weiqing et al., 2011).

El catabolismo de alanina también es mediado por este operdn en otras bacterias
Gram negativas. Ademas, se ha determinado la presencia de otra alanina racemasa
(Alr) en una Salmonella entérica serotipo Typhimurium, que también esta presente
en E. coli (Wasserman et al., 1983). En Pseudomonas aeruginosa la expresion de
dadAX requiere DadR (Boulette et al., 2009) que es un activador transcripcional de
la familia Lrp (Brinkmann et al., 2003). La organizaciéon de los genes en el locus
dadRAX esta altamente conservada en Pseudomonas excepto que existen tres
genes adicionales insertados dentro de la regién intergénica entre dadA y dadX que
codifican proteinas hipotéticas en P. aeruginosa (Figura 24).

Sz AN PF/PM/PSy
7z l>—— pE/PP
S\\Wzzzzz2 PSt

—— 77z~ PA
dadR dadA dadX

.......

Figura 24. Organizacion de genes del locus dadRAX en Pseudomonas.
Ortdlogos de dadRAX estan marcados igual. PA Pseudomonas aeruginosa, PE P.
entomophila, PF P. fluorescens, PM P. mendocina, PP P. putida, PSt P. stutzeri,
PSy P. syringe. (Weiging et al., 2011).

Con el objetivo de determinar la similitud entre distintas secuencias de este
regulador tipo AsnC, se realiz6 un alineamiento multiple con secuencias homélogas

a este gen presentes en BC y K601', distintos reguladores dadR (Lrp) de
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Pseudomonas vy los reguladores Lrp, AsnC e YbaO de E. coli (Figura 25A). Con
base en este alineamiento se construyd un arbol filogenético (Figura 25B) en el que
se muestra que el regulador transcripcional AsnC de BQ1 estd mas relacionado con
sus homologos presentes en BC y K601" y con respecto al resto de las secuencias
esta mas relacionado con el regulador transcripcional dadR (Lrp) de P. aeruginosa,
lo cual sugiere que podria estar regulando la expresion de los genes adyacentes
gue sirven para la conversion de L-alanina en D-alanina, es necesario hacer otro

tipo de ensayos para verificar esto.
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A)

B)

CLUSTAL multiple sequence aligrment by MUSCLE (3.8)

cpet. Lep/fdsnC

_______________ MEEILEVLEFNSRYTDOEIAVMTGETVEEVREAIRDYEERSIIAG

eco.hsnC ==MENYLIDNLDRGILEALNGNARTAYAELAFKQFGVEPGTIHVEVERMEQAGIITG
eco.Ybao === ---------- HLDKIDRELLALLQODCTLSLOALAEAVNLTTTPCWFRLFRLEDDGILIG
eco.Lrp MVDSFFRPGFDLDRIDENILNELQFDGRISNVEL SKRVGLSPTPCLERVRRLERQGFIOG
BQ1 ========MSELDSIDLRILDLLOQDGRLTHTELGERVGLSTIPCSQRVERLEAQGVITG
BC  memeeeee MSELDSIDLRILDLLOQDGRLTHTELGERVGLETSPCSORVERLEAQGVITG
E601 MIELDSIDLRILDLLOQDGRELTHTELGERVGLETSPCSQRVEELEAQGVITG
patu -MRTRHQTRRELDKIDFHILRILQAEGRLEF FTELGERYGLSTTFCTERVRRLEREGIING
ppt =METQHOSERELDEIDENILRILONDGRISFTELGEKVGLETTPCTERVRELEREGIING
pau ~MRTH)SFRELDKIDRNILRILQEEGRISFTELGERVGLSTTPCTERVRRLEREGLING

cper. Lep/hsnt

TTTLINVENTGRETVTALIEYQITPQRGVGFDEVAERIVEFPQVEACYLHSSGGFDLTVI

eco.AsntC ARIDVSPHOLGY-DVGCFIGIIL--KSAKDYPSALAKLESLDEVTEAYYT-TGHYSIFIK
eco. Yhao EVALLDPEFIGL-GLTAFYLIKTQHHS SENYCRFVTVYTEMPEYLGFWRM-AGEYDYLHR
eco.Lrp FTALLNPHYLDA-SLLYVFVEITLNRGAPDVFEQFNTAVOIKLEEIQECHLY-SGDFDYLLE
EOL YTHARVS PAALGE-NLLVFVEITLAQKSEQI FEFVRDELQMMPEVLECHLI-SGSFDYLVE
BEC FTHARVSPRALGE -NLLVFVEITLAQKSEQIFFEVRDELOQNMPEVLECHLI-SGSFDYLVE
K601 YTHARVIPAALGE-NLLYFVE ITLAQKSEQI FEEVRDELOQMMPEVLECHLI-SGSFDYLVE
pstu TSARLNPOHLEA-GLLYFVEISLAYES GDIFEEFRRAVLEL PHVLECHLV-SGDFDYLVE
ppt THARLNPQHLEG-SLLYFVE IS LDVES GDTFEEFRRAVLEL PHVLECHLV -SGDFDYLVE
pau

cpetr. Lep/hsnc

THARLNPOQHLEA-SLLVFVE ISLDYES GDTFEEFRRAVLEL PHVLECHLYV-SGHFDYLVE

VEGKTIFEVANFVSDELSIQEYVTGTATHFVLEKYFDHCTI FREE-KTDDREMLFI -~ -~

eco.Asnt VHCRSIDALOHVLINKIQTIDEIQSTETLIVLQNPIMRTIKP-- - --=-=—mmmmm oo
eco.Ybao VOVADIFRYDEFYERLVNSYPGLSDVT SSFAMEQIFYTTSLPIE -~ - - - - == e m e e
eco.Lrp TEVPDHSAYRELLGETLLELPGVHDTRTYVYVMEEVED SHELVIKTR -~~~ ~~=~=~~

EOQL ARLAGHSEYRHLLGSILOQONPVPAQSNSYVVHEEVEE SFVY PVDRGRGRARGAGAGOPF LA
BC ARLAGHSEYRHLLGSILQQNPYVPAQSNSYVVMEEVEE SFVVPVDRGRGRARGAGSGOPLA
Ks0l ARLAGHSEYRHLLGSILOQOMPVEAQSNSYVVHEEVEE SFVVPVDRGRGRARGAGS GO P LA
pstu ARISEMASYRKLLGDILLKLPHVRESKSYIVMEEIKESLDLPVED

ppr ARTSEMASYRELLGDILLELPHVRESKSYIVHEEVEESLCLPIPD----—--——-=—m -
pau

ARISEMASYRKLLGDILLELPHVRESKSYIVMEEVEE SLDLPVED - - - cm e m e e e

cperLrpfAsnC 04188
eco.AsnC 041337
eco.Ybao 0.35735

BQ10.00294

BCO

K601 0

eco.Lrp 0.24079

pstu 0.05245

ppt 0.03172

pau 0.02384

T

Figura 25. Relacion filogenética de reguladores transcripcionales AsnC/Lrp de
distintos organismos. A) Alineamiento de secuencias. BC y K601, Alicycliphilus
denitrificans cepa BC y K601, respectivamente; ppt, Pseudomonas putida; pau, P.
aeruginosa; pstu, P. stutzeri; eco, E. coli; cper, regulador transcricional de la
familia Lrp/AsnC de Clostridium perfringens usado como grupo externo. B). Arbol
filogenético resultado de alineamiento de las secuencias. (Multiple Sequence
Alignment (www.ebiac.uk)).

66


http://www.ebiac.uk/

7.8. Determinacion de las unidades transcripcionales de los genes mutados

Se hicieron andlisis bioinforméticos para determinar la presencia de posibles
operones en los arreglos génicos de las mutantes. Para esto se identificaron
posibles promotores, empleando los programas Neural Network Promoter Prediction

(www.fruitfly.org) y BPROM (www.softberry.com), y terminadores de la

transcripcion, empleando el programa ARNold finding terminators (rna.igmors.u-
psud.fr).

En la mutante E.II1.100 (DAHP sintasa) al usar el programa en busca de promotores
con el rigor marcado predeterminadamente (20.8), no se detectaron promotores en
la region rio arriba del gen mutado. Sin embargo, cuando se empled un valor de
rigor de 0.6 se encontré un promotor rio arriba del gen, a 165 pb del AUG y otro en
la regidon codificadora en el gen precedente, a 1323 pb rio arriba del AUG. Esto
sugiere que el promotor mas probable seria el que se localizé a 165 pb rio arriba del
AUG, sugiriendo que este gen se podria expresar de manera dicistrénica,
incluyendo al gen que codifica a la proteina hipotética, localizado rio abajo. No se

encontraron terminadores (Figura 26).

Proteina DNA girasa DAHP Proteina

RodA sintasa Hipotética

< - - 5

1 kb

Figura 26. Andlisis de promotores para la mutante E.llI.100. Las flechas en negro
muestran promotores con un rigor > 0.8. Las flechas en rojo muestran los promotores
detectados bajando el valor del rigor (www.fruitfly.org).

Para las mutantes D.IV.28/J.X11.10 (CM/PDT) se encontraron varios promotores
identificados por los dos programas, pero no se detectaron secuencias
terminadoras. Los promotores mas probables podrian ser, uno localizado rio arriba

de pheA, el cual podria regular la transcripcion a partir de pheA, u otro rio arriba de
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serC, que podria estar regulando la expresion a partir de ese gen. Debido a la
distancia entre los genes tyrA y aroA, existe la posibilidad de que exista un promotor
qgue el programa no haya detectado, lo cual implicaria que el promotor encontrado

rio arriba de pheA podria funcionar sélo para los genes pheA y tyrA (Figura 27).

gyrA serC  pheA  tyrA arocA rpsa ihfB

5] ‘E_ e « EBe N

1kb

Figura 27. Andlisis de promotores y terminadores dentro de las mutantes
D.IV.28/).X.11.10. Las flechas en negro muestran promotores encontrados con Neural
Network Promoter Prediction (www.fruitfly.org). Las flechas en rojo muestran los
promotores detectados usando BPROM (www.softberry.com).

En la mutante H.1.20 (Regulador transcripcional tipo AsnC) se encontré un promotor
a 50 pb de bases rio arriba del AUG del gen mutado con el mismo sentido
transcripcional, el cual parece ser el responsable de la transcripcion de este gen. No

se encontraron terminadores (Figura 28).

Regulador D- amino acido Alanina racemasa
transcripcional deshidrogenasa (dadX)
(dadA)

— > <
1 kb

Figura 28. Analisis de promotores para el arreglo génico de H.l.20. Se identificaron cuatro
promotores y ningun terminador (Neural Network Promoter Prediction (www.fruitfly.org)).

El siguiente paso para determinar cOmo se expresaban los genes de interés y poder
definir que fragmento se debia amplificar y clonar para realizar los ensayos de

complementacion, era realizar un andlisis de RT-PCR. Para esto se disefiaron
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oligonucledtidos intergénicos que pudieran determinar la existencia de mRNA con
estas secuencias, para cada mutante. Las distintas combinaciones que
intentariamos amplificar sobre el cDNA, se probaron primero sobre el gDNA de
BQ1. Para analizar los genes de interés correspondientes a la mutante E.II11.100
(DAHP sintasa) se probaron tres pares de primers sobre gDNA de la cepa silvestre.
Todos los fragmentos lograron ser amplificados mediante PCR cuando se empleo
como molde DNA, lo que confirma que en el genoma de BQ1 estos genes son

adyacnetes (Figura 29).

gDNA

Proteina DNA girasa DAHP Proteina

RodA sintasa Hipotética

iy > > (<
= < <
D (0.121 kb) 1kb
DH (1.3 kb)
RD (2.4 kb)

Figura 29. Amplificacion por PCR de segmentos de regiones intergénicas de la mutante
E.lI11.100 empleando gDNA como molde. En la parte superior se muestra el gel de agarosa
1% tefiido con BrEt. M, marcador DNA de Lambda digerido con Hindlll; C-, reaccién sin
gDNA. Los tamafios y los nombres de los fragmentos amplificados por PCR se muestran en
la parte inferior. Las flechas en color verde representan los oligonucleétidos usados y las
flechas roias v negras representan los posibles nromotores.
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Para las mutantes D.IV.28/J.XI1.10 (CM/PDT) se amplificaron siete fragmentos
usando nueve oligonucleodtidos en distintas combinaciones empleando gDNA como

molde. Todos los fragmentos lograron ser amplificados mediante PCR (Figura 30).

gDNA
kb M GP SP PA PT AR Al A P C-

gyrA serC pheA  tyrA aroA rpsa ihfB

3] B »p <« EBe <]

> > = <« =3 < <
P(0.106kb) A (0.180 kb) 1kb
SP (1.6 kb)
PT {1.08 kb) AR (2.2 kb)
PA {1.9 kb
GP (2.8 Kkb) (-9 k0) Al (3.5kb)

Figura 30. Amplificacion por PCR de segmentos de regiones intergénicas de las
mutantes D.IV.28/).XI11.10 empleando gDNA como molde. En la parte superior se
muestra el gel de agarosa 2% tefiido con BrEt. M, marcador 1000 pb plus; C-, muestra sin
cDNA. Los tamafnos y nombres de los fragmentos amplificados por PCR se muestran en la
parte inferior. Las flechas en color verde representan los oligonucleétidos empleados y
las flechas rojas y negras representan los posibles promotores predichos
bioinformaticamente.

Una vez obtenidos estos resultados se prosiguio a la extraccion de RNA total de BQ1
de las mutantes. Se obtuvieron cuatro muestras, en todas se apreciaron las

subunidades ribosomales y el tRNA (Figura 31).
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RNA

23S

16S

tRNA

Figura 31: Verificacidon de extraccion y calidad de RNA total
de Alicycliphilus sp. BQ1. Gel de agarosa al 1%. Se corrieron
las cuatro muestras de RNA total obtenidas. 23S y 16S,
subunidades ribosomales rRNA; tRNA, RNA de transferencia.

Se prosiguié con la sintesis de cDNA y se realizaron ensayos de RT-PCR. Como
control positivo (12-13) se amplific6 un fragmento de un par de genes (Antranilato
fosforribosil transferasa y una proteina hipotética), que se expresaron tanto en RNA
extraido de BQ1 crecida en LB como en MM-PolyLack® (datos no mostrados). En el
caso del analisis de los genes relacionados con la mutante E.111.100 (DAHP sintasa)
se aprecian bandas que corresponden al fragmento DH y al fragmento D, pero no
para el fragmento RD, lo cual indica que los genes que codifican a la DAHP sintasa
y a la proteina hipotética estan siendo transcritos como un mismo mRNA. Este
resultado concuerda con lo esperado, dada la informacién reportada previamente,

referente a este gen en betaproteobacterias (Figura 32).
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cDNA

- 048

- 0.121

Figura 32. Ensayo RT-PCR de la mutante E.111.100. Gel de agarosa 1.5% tefido
con BrEt. M, marcador 1000 pb plus; C+, genes 12-13; C-, mix de PCR sin cDNA.

Para el analisis de los genes correspondientes a las mutantes D.IV.28/J.XI1.10 se
encontré que el gen pheA, que codifica para la CM/PDT se expresa como un mRNA

monocistronico (Figura 33). Serd necesario confirmar estos resultados.

cDNA
kb

1.5

0.5

0.2 0.180

0.1 0.106

Figura 33. Ensayo RT-PCR para la mutante D.IV.28/).X11.10. Gel de agarosa 2% tefiido
con BrEt. M, marcador 1000 pb plus; C+, genes (12-13); C-, muestra sin cDNA.
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7.9. Ensayos para evaluar la recuperacion del fenotipo de las mutantes

El dltimo punto, fue demostrar que los genes mutados por el transposon estan
involucrados en la capacidad de BQ1 de usar MM-pp como Unica fuente de carbono
mediante los ensayos de complementacion. Con este fin se seleccionaron los
distintos oligonucledtidos a utilizarse para cada mutante. En el caso de la mutante
H.1.20 (regulador transcripcional tipo AsnC) se incluy6 la region del posible promotor
con el mismo sentido transcripcional al del gen del regulador transcripcional AsnC
(955 pb) (Figura 34).

Regulador D- amino acido Alanina racemasa
transcripcional deshidrogenasa {dadX)
(dadA)
Y

= 955 pb <m 1kb

Figura 34. Fragmento seleccionado para ensayos de complementacion de la mutante
H.l.20. Se muestra el tamafio del fragmento seleccionado para los ensayos de
complementacién. Los oligonucledtidos se representan con flechas verdes y las enzimas de
restriccidn que los flanquean se representan con un rectangulo azul (Hindlll) y rojo (Xhol).

Para el analisis del gen interrumpido en la mutante E.Il1.100 (DAHP sintasa), se
decidi6 incluir ademas del gen mutado, la proteina hipotética contigua y considerar
funcional al posible promotor mas cercano a estos genes rio arriba del arreglo
génico. Si bien se desconoce la funcion de la proteina hipotética, de acuerdo con el
ensayo de RT-PCR, este gen es transcrito en el mismo mRNA de la DAHP sintasa,
asi que si la mutaciéon tuviese un efecto polar, seria probable que afectara la
expresion de ese gen, cuya proteina podria tener una actividad implicada en la
utilizacion del poliéster-poliol como fuente de carbono, por lo que se tom6é como

parte del fragmento para los ensayos de complementacion (Figura 35).
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Proteina DNA girasa IE)AHP Proteina
RodA sintasa Hipotética

>

> 2191 pb

Figura 35. Fragmento seleccionado para ensayos de complementacion de la mutante
E.III.L100. Se muestra el tamano del fragmento seleccionado para los ensayos de
complementacion. La flecha negra representa el posible promotor. Los oligonucleétidos se
representan con flechas verdes y las enzimas de restriccidn que los flanquean se
representan con un rectangulo azul (Hindlll) y rojo (BamHIl).

= 1kb

Para las mutantes D.IV.28/J.XI1.10 (CM/PDT), de acuerdo con el ensayo de RT-
PCR, en el que se vio que este gen se expresa en un mMRNA de tipo
monocistronico, el fragmento a amplificar incluye solamente al gen afectado por el

transposon y el promotor sugerido para su expresion, dando un total de 1423 pb

(Figura 36).

gyrA serC pheA  tyrA aroA rpsa ihfB

>
=> 1473 pb<m 1kb

Figura 36. Fragmento seleccionado para ensayos de complementacion de las mutantes
D.IV.28/).X11.10. Se muestra el tamafio del fragmento seleccionado para los ensayos de
complementacion. La flecha negra representa al posible promotor. Los oligonucleétidos se
representan con flechas verdes y las enzimas de restriccidn que los flanquean se

representan con un rectangulo azul (Hindlll) y rojo (Xhol).

Los oligonucledtidos propuestos se mandaron a sintetizar, se probd su correcto
funcionamiento usando Taq DNA polimerasa sobre gDNA, y se hizo la amplificacion
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para los ensayos usando la enzima Pushion High Fidelity DNA polimerasa. No se

obtuvieron amplificaciones inespecificas (Figura 37).

kh M C-  AsnC C- DAHP

Figura 37. Amplificacién de los fragmentos para complementacién de
las mutantes E.I11.100 y H.1.20. M, marcador 1000 pb plus; C- control
negativo (mix de reaccién sin DNA); AsnC, H.1.20; DAHP, E.II1.100.

En las mutantes D.IV.28/J.XX.10, los oligonucledtidos alinearon especificamente a
distintas temperaturas, sin amplificaciones inespecificas usando la enzima Taq DNA
polimerasa; sin embargo, al usar la enzima Pushion High Fidelity DNA polimerasa,
si hubo amplificaciones inespecificas. Se modificaron distintas concentraciones de
magnesio para tratar de eliminarlas pero no se logré (datos no mostrados). Para
subsanar este problema, se usé un kit de purificacion por gel (Thermo Scientific)
para purificar la banda correspondiente al tamafio esperado (1.4 kb) (Figura 38).

C-

Figura 38. Amplificacion del fragmento para complementacion de
la mutantes D.IV.28/).XI1,10. M, marcador 1000 pb plus; C-, mix de

reaccion sin DNA); CM, fragmento para mutantes D.IV.28/J.XI1.10.
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Los fragmentos correspondientes para complementar las cuatro mutantes (AsnC,
DAHP, CM) y los vectores de clonacién (pBBR1MCS-5) fueron digeridos con sus
respectivas enzimas de restriccion y se hicieron los controles pertinentes
sembrando en cajas de medio sélido LB Gm* bacterias E. coli DH5a transformadas
con reacciones de autoligacion de los vectores sin los insertos (T4 DNA ligasa
(Thermo Scientific 10 U/uL)) para evaluar que ambas enzimas hubieran digerido
adecuadamente y poder iniciar con el proceso de ligacion con los fragmentos de las
mutantes (datos no mostrados). Las reacciones de ligacion vector/inserto se
realizaron usando T4 DNA ligasa (Thermo Scientific 10 U/uL), y las reacciones se
usaron para transformar células DH5a. La seleccidén de transformantes se hizo por
a-complementacion. Las transformantes obtenidas se seleccionaron y se realizaron
reacciones de PCR de colonia con los oligonucledtidos disefiados para los
fragmentos DAHP y AsnC y con M13 para el fragmento CM como un primer criterio
para determinar que las transformantes seleccionadas tuvieran el plasmido con el

inserto de interés (Figura 39).

Figura 39. PCR de colonias transformadas con las construcciones de las mutantes E.l11.100,
H.1.20 y D.1V.28/J.XI1.10. DAHP, construccién para complementar la mutante E.I11.100; M,
marcador DNA de Lambda cortado con Hindlll; C+, molde DNA de BQ1; 1-5 colonias
transformantes. AsnC, construccién para complementar la mutante H.l.20; M, marcador
DNA de Lambda cortado con Hindlll; C+, molde DNA de BQ1; C-, mix de PCR sin DNA; 1-5
colonias transformantes. CM, construccion para complementar la mutante D.IV.28/J.X11.10;
M, marcador 1000 pb plus; C-, colonia con plasmido vacio; 4 y 12 células transformantes.
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Como un segundo criterio, en las células transformadas con las construcciones para
complementar las mutantes E.I11.100 y H.I.20 se extrajo el plasmido por lisis alcalina
y se realiz6 nuevamente ensayo de PCR con el plasmido, para asegurarnos que
tenian el plasmido recombinante (Figura 40). Se observd la amplificacion de

fragmentos del tamafo correspondiente.

Figura 40. PCR de plasmidos recuperados de células transformadas con las
construcciones de las mutantes E.III.L100 y H.1.20. Lado izquierdo,
construccion para complementar la mutante E.II1.100; lado derecho,
construccion para complementar la mutante H.l.20; M, marcador 1000 pb
plus; C-, mix de PCR sin DNA; C+, molde DNA de BQ1.

En el caso de la mutante D.IV.28/J.XII.10 se hizo directamente la doble digestion
del plasmido obtenido de las transformantes, que fue el tercer criterio empleado
para las otras dos mutantes (Figura 41). En cada una de las digestiones se observé
una banda de 4.7 kb correspondiente al plasmido linearizado y la banda del tamafio
esperado para AsnC (955 pb), DAHP (2191 pb) y CM (1423 pb).
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H.1.20 E.l1.100 D.1v.28/1.X11.10
cwm/

PC DAHP M Xhol

M kb PL
L
LN—
3
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1

Figura 41. Dobles digestiones de los plasmidos recombinantes de todas las mutantes. M
de H.L.20, marcador 1000 pb plus; M de E.II.100, marcador 1000 pb plus; M de
D.IV.28/).XI1.10 gel del lado izquierdo, DNA A digerido con Hindlll; M de D.IV.28/J.XI1.10 gel
del lado derecho, marcador 1000 pb plus; PL, plasmido linearizado; PC, pldsmido circular,
CM/Xhol, plasmido recombinante digerido con Xhol, AsnC, DAHP y CM, plasmido
recombinante doblemente digeridos de las mutantes H.l.20, E.II1.100 y D.IV.28/J.X11.10,
respectivamente.

M PL AsnC kb M PL CM

kb
3 -4.7
2
1

Los plasmidos recombinantes fueron transformados en E. coli S-17. Las cepas
transformadas se emplearon para realizar las conjugaciones con las cepas
mutantes y asi introducir los plasmidos para las complementaciones
correspondientes. Como resultado de las conjugaciones se obtuvieron células que
recuperaron la habilidad de crecer en MM-pp (Figura 42). Estos resultados indican
gue se logré la complementacion de todas las mutantes, y por lo tanto, los genes
gue habian sido afectados por el transposon estan involucrados en la habilidad de
BQ1 para degradar el poliéster-poliol Rymsapol®. A las células mutantes que
recuperaron su capacidad de crecer en Rymsapol® se les extrajeron los plasmidos
correspondientes y se enviaron a secuenciar para verificar que los genes clonados
no tuvieran mutaciones. Ninguna secuencia presentdé mutaciones en la region

codificante (Anexo 2).
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E.II1.100

Figura 42. Complementaciéon de mutantes. Cajas con MM-pp tefiido con azul de
Coomassie 0.3%. BQ1, C+; E.III.100, H.I.20, D.IV.28 y J.XII.10, mutantes afectadas
por el transposdn; EC1 y EC2, exconjugantes de E.I11.100, HC1 y HC2, exconjugantes
de H.1.20; DC1 y DC2, exconjugantes de D.IV.28; JC1 y JC2, exconjugantes de J.XII.10.

Las colonias recuperadas fueron también probadas en los otros medios selectivos
con los que se trabaja en nuestro laboratorio: MM-NMP, MM-PL y otro poliéster-
poliol (MM-pp2), sobre los cuales las mutantes también habian perdido la habilidad
de crecer; en todos los casos las mutantes complementadas fueron capaces de
crecer nuevamente (Figura 43). Esto indica que las actividades de las proteinas
codificadas por los genes mutados podrian no ser exclusivas para la capacidad de
crecer en el poliéster-poliol (MM-pp y MM-pp2), sino que también podrian estar
involucradas en la asimilacibn de otros compuestos relacionados con los
poliuretanos, como el NMP, y con el poliéter poliuretano usado en nuestro
laboratorio, MM-PL PolyLack®. En qué parte especificamente del proceso de
asimilacion de estos compuestos, no lo sabemos con certeza pero con base en el
tipo de mutantes encontradas podemos decir que en rutas metabdlicas relacionadas

con la sintesis de aminoacidos.
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E.IIL.100

E.IIl.100

Figura 43. Caracterizacion de mutantes complementadas. MM-NMP (cosolvente de

PUs), MM-PL (PE-PU, PolyLack ) y MM-pp2 (poliéster-poliol), distintos medios
selectivos usados en nuestro laboratorio. BQ1, C+; E.II1.100, H.I.20, D.IV.28 y J.XII.10,
mutantes afectadas por el transposén; EC1 y EC2, exconjugantes de E.II1.100, HC1 y
HC2, exconjugantes de H.l.20; DC1 y DC2, exconjugantes de D.IV.28; JC1 y JC2,
exconjugantes de J.XI1.10. Cajas tefiidas con azul de Coomassie 0.3%.
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8. Conclusiones

En las cuatro mutantes de Alicycliphilus sp. BQ1, seleccionadas por su incapacidad
de crecer en el poliéster poliol Rymsapol® (MM-pp) la insercién del transposén fue
en genes que codifican enzimas relacionadas con la biosintesis de aa aromaticos y
la regulacién del metabolismo de algunos D-aa: una proteina semejante al
regulador transcripcional de la familia Lrp/AsnC (mutante H.I.20), que podria regular
los genes que codifican la DadA (D-aa deshidrogenasa), el cual convierte la
mayoria de los D-aa en cetoacidos y la DadX (alanina racemasa), que se encarga
de la conversion de L-alanina en D-alanina y participa en el metabolismo de alanina
y aspartato; y dos enzimas que participan en la biosintesis de aa aromaticos, una
de ellas en la via del shikimato, la DAHP sintasa (mutante E.Il11.100) y la otra, la
corismato mutasa, que participa en la sintesis de prefenato (precursor de tirosina y
fenilalanina), de la cual se identificaron dos mutantes (J.X11.10 y D.IV.28). El hecho
de que dos de las mutantes caracterizadas tengan la insercion del transposén en un
mismo gen, sugiere fuertemente que la enzima codificada, la CM/PDT, debe tener
una participacion muy importante en la utilizacion del poliéster-poliol por parte de
Alicycliphilus sp BQ1.

Contrario a lo que esperabamos, ninguna de las actividades de las enzimas cuyos
genes se vieron afectados por el transposon posee actividad esterasa, ni otro tipo
de actividad hidrolitica que pudiera explicar la degradacion del poliéster-poliol. Por
tal motivo, la participacion que desempefia cada una de las enzimas en la
asimilacion de Rymsapol® es todavia desconocida. Una posibilidad es que las
enzimas identificadas actlien en vias metabdlicas posteriores a la fragmentacion del
poliol y tomen productos mas pequefios de esta ruptura para incorporarlos al
metabolismo central.

Se ha sugerido que el primer paso de la degradaciéon del PU es iniciado por la
adhesion de enzimas asociadas a membrana a la superficie del PU, seguida por la
hidrolisis de distintos enlaces en el polimero (ésteres y uretano) y la liberacion de
monomeros y otros fragmentos que constituyen el PU (Howard, 2012; Nakajima-
Kambe et al.,, 1999). Lo que encontramos con este trabajo sugiere que los

monomeros liberados tras la ruptura del poliéster-poliol entran en rutas del
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metabolismo central, como la via del shikimato, en donde la DAHP sintasa regula la
entrada de carbono necesaria para la via; o bien en la sintesis de aa aromaticos, en
donde la CM hace la conversion de corismato a prefenato, el cual puede ser
transformado a fenilalanina o tirosina. La posibilidad de que estas enzimas tengan
alguna otra actividad catalitica no es algo que esté reportado en la literatura y dada
la naturaleza de ambas, parece poco probable. Sin embargo, se requiere de mas

andlisis para poder dilucidar su mecanismo de accion sobre este precursor del PU.

9. Perspectivas

Entre las perspectivas de este trabajo estarian: a) realizar un analisis de los
monomeros obtenidos una vez que la bacteria rompe el poliéster-poliol y tratar de
comprender como es que éstos llegan a las rutas identificadas en este trabajo; b)
purificar las enzimas ya identificadas y evaluar si presentan alguna actividad
catalitica distinta a la reportada en la literatura; c) mutar las otras enzimas DAHP
sintasa y CM presentes en BQ1 y evaluar si de esta forma BQ1 también pierde la
capacidad de degradar poliéster-poliol; d) realizar mutaciones dirigidas hacia los
genes que codifiquen esterasas presentes en BQ1 para tratar de identificar aquellas
implicadas en la ruptura inicial del poliéster-poliol; e€) determinar si la expresion de
los genes que identificamos en este trabajo es inducible en medios de cultivo
conteniendo poliéster-polioles o si es consitutiva; f) probar que el mecanismo que
Alicycliphilus sp. BQL1 utiliza para degradar poliéster-poliol, es el mismo que utiliza

en la degradacion de PS-PU.
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Anexos

l. Preparacion de medios selectivos
Medio minimo (Basado en el medio empleado por Nakajima-Kambe et al., 1995).

Composicion por litro.

-Solucion A (10 X)
KH,PO,4 20.0 g
K:HPO, 70.0 g
-Solucién B (100 X)
NH4;NO3 100.0 g
MgS0O,4-7H,0 10.0 g
-Solucion C (1000 X)
ZnS0O4-7H,0 1.0 g
CuS0O4-7H,0 0.1 ¢
FeS0O,-7H,0 10.0 g
MnS0O,4-6H,0 2.0 g

Las soluciones A y B se esterilizan directamente en autoclave 120 °C/ 15 min. La

solucion C se esteriliza por filtracion.

Medio Luria-Bertani (LB). Composicion por litro.

Triptona 10.0 g

Extracto de levadura 5.0 g
NaCl 10.0 g

Agar 16.0 g

Disolver todos los componentes en el orden que se indica, excepto el agar, en 700
mL de agua desionizada. Cuando la solucion esté totalmente cristalina aforar hasta
un volumen final de un litro. Si el LB se usara en forma liquida, omitir el agar. En la

preparacion de LB solido, el agar se agrega en el volumen final aforado. Ajustar a pH
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7.0. Esterilizar por autoclave 120 °C/ 15 min. Las placas de LB sélido se preparan
vertiendo el medio ya estéril y caliente sobre cajas Petri estériles desechables. Si se
usara antibidtico, se debe esperar a que el medio tenga una temperatura de 45-50 °C
para poder agregarlo, mezclar completamente y entonces verterlo en las cajas Petri.
Se deja enfriar y solidificar el medio por 20-30 min en condiciones de asepsia. Tapar
las cajas cuando esté totalmente solidificado y frio y guardar en refrigeracion.

Medios selectivos

Las cajas con medio solido son preparadas usando una solucién agar-agua (32 g/L)
estéril. Se funde el agar en el microondas y una vez que la botella tenga una
temperatura entre 45-50 °C se agregan los componentes estériles en el orden que se
muestra en la siguiente tabla. En el caso de la preparacion de MM-pp, la mezcla
debe ser continuamente agitada con vortex fuerte durante 1-2 minutos (2500 rpm)
para mantener una emulsion constante hasta el momento de verterlo en la caja de
Petri, de lo contrario el Rymsapol® forma agregados en el medio. La solucion C se

agrega al final, ya que el medio esta a TA.

Componente* MM-pp MM-PUpl MM-NMP MM-Mal
(mL) (0.3% p/v) (0.3% p/v) (25mmM) (10 mM)
Agar-agua
25 25 25 25
(32g/1)
Solucién A
(10 X) 5 5 5 5
Solucion B
(100 X) 0.5 0.5 0.5 0.5
Agua 19.3 14.45 18.95 14.45
Fuente de 0.15 5 0.5 05
carbono
Solucién C
(1000 X) 0.05 0.05 0.05 0.05
Volumen final 50 50 50 50
(mL)
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Il. Secuencias de los genes afectados por el transposoén de las mutantes

A) Mutante E.111.100 (DAHP sintasa CE154 16060)

ATRRCCGCCACCETCTCCAGCAGEGAT GOCT GG TACCGCARCGT CGRCARGACCAGCCAGACCGRACGRCCARCGE
ATCEAGGACATCACCGTGCTCCCCCCTCCCGARL, CEIGAIEEEEIIEIIEECEAICAEEGEG COGAGETCG
TCRCT AT CTCOGETACRCGCCGCAGCAT CCAGOGCATCAT GRACEEORAGRACGACCGCCTGCTGETCATCATC
GECCCCTGCTCCAT CCACR R CCCCGTAGCGECGCTCGRATACGOGCAL AGGCTCARGETGET GOGCGRAGCAGTAC
GERCCAGCTGRRAGTRETGATGOGCGT GTACT TOGAGR AGCCCOGCACCACCGT GEECT GEARGEFOCTGATC
AACEACCCCTACCTGRACGECAGCTACCGCAT CRRACGAGEFCCTGOGCAT CECGOGCCAGCTGCTCATCGRACATC
CORCCTGEECET ROt ARCRRAGTTCCTRRACGTGAT CT OGO CRCAGTACATOGRORRACCTRAT CAGE

IHHHHHHHHAIHHHHHHHFHH r-r- o F R T Ry gy r'r'r-r-Ir-r'r'r'r-AIr- Hﬁr‘r‘r‘r‘r‘r‘ﬁ]‘r‘
(gl gl g gL GG T T AT AT T (LA ICI' AT A AT L T e A AT A AT AT L AT AT i L AT AT LT LTI AT AT e

GECTTCARGRRCGECACEEACGECAACATCOGCATCGCCACCGACECCAT CCAGTCOGCCAGCCGCGECCACCAC
TTCCTGTCGGT GCACARGR L CGROCAGRT GRCCATCAT GORCACGT COGECARCARGRRACTROCACETRATCCT G
CEOGECEECARGEOGCCCALCTACGACEOGECCAGCGTGRCCECCECTTGOGCCGACCTGEARARGEOCGECCT G
COOGCCACECT AT GRTREACT GCAGCCACGOCALCAGCR R CR AGCAGCACGRGCRCCAGCRCRRCGT GECGCGEE
GFRACATCGCOGECECAGATCGOGEELGECTCRCGCAGCGTGT TCGECGT CATGATCGAGEECCACCT GCAGCCCGEE
GCOECAGRRRATTCRACGOCEEECARGEACGACCCCGCRECCCTGEAGTACGECARGRAGCATC ECE CEOCTGECTGE

T L AT e T L e T e e L T R e e L L e R e e R R e L .

B) Mutante D.IV.28/3.X11.10 (CM/PDT CE154_06450)

ATEECAGACARACCRAATRAGCATCACCCCRCAGECCAGCCCCGCGITREICRAT CTROGCGT RCARATCRACTCG
CT&EEACCACCARCTECTTGAGCT ORI CARCCAGCGORCCCECRT GRCORAGCAGRT GRFCGAGCTCARGRARCEE
GAGEECACGCCCTICTICCGOCCCGACCGOGT GEOGCAGET GAT CRAGRAGRT CCAGROGECCARCCCCGECCCGE
CTCAAGAR OO TGEC GO AT CT GO CGAGR T CAT GI CCRCRI GCCT RO CI CERAT CRCCCCAGCEE

T T T Ry S FFIIﬂIFHF Falad ﬁﬁﬁﬁHHHRIHHAAIRHIIHHHHHHHHHHHHHH I
TL 0T T L T L O e o T T AT TR T LT T s T o T T T e T T b T, uu =]

ATGTACTGCARCAGCTTORACGAGSTRTTCCACGCCACEECCECGEGEE EEEEEEAEIAEEECEIEE FFFCGTC
GAGRACTCCAACGAGEECGT GET Al GO GCT CGCT GRACAT GI TCCT RCACACROCCT RCCACGET RET CEEEG.

ETRAGCCTECTRAT CCGCCACR A CCTGCT GOGCAGCRT CARCTORRCT RAGRFCAT CRRAGECCE E_TEGECE C
CCGECAGECECTRECECART GOCACGCGTGECTOGCCRAGCRCCT GOCGCAT ROCGRAGOGCCGCCCRETGTCGAGT

Pl ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁIFﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁFﬁﬁIFﬁﬁﬁﬁFﬁﬁAIAIﬁﬁ ot et e I it sl et il ks N g i
(I PR e gl e g pG S IR R g f IR L (Y A (L o (LR R b e JIE G il L g L ok B e B G R L G

TACEECCTGCACGT GETGECCCACGOCAT CCAGE. uE CECCTACARCCGCACGOGCTTCGCCATCATCTGCCTG
CCECACACGCTRECCACECCCGCGoCCACGEECANGRACT GCACCAGCCTCAT CATCTCCGT RCCCARCCGCCCC

FFCECEETECACGRCCTRCTGETGCCGCTCAAGCGCCACGEOGT G CCAT RACCOGCTICGAGT CRCECCCCEEGE

CECACCEECCARTRERARTACTACT TCTACATCGRCCTCGRAGRCCACCOCRORCARCCCARCRTREOCECCEEG

CTEECCGAGCTRCAGCARCTGTGCGCCT TCTACRRGCTRCTCRRCACCTACCCORTCGCTROGTGA

C) Mutante H.1.20 (regulador transcripcional tipo AsnC CE154 20540)

ATGICTEAGCTCGRCT CCATAGRCCTGOGCAT CCT CGACCTCCT GCAGCAGGACGRACGCCT GACGAT GACTG,
SR r-r- r-r' 7 T S e Falact oo Pt gt et el Wl gl g et iy ol el
Il.'l'l.'l'-\:l'l..l.'l' T T T -\:I'l.'l'-\:l'-\..l..I-\:l'I e T T L T e LT A T T T AE—'.I.-.'I’-..CI’-..-..I-J-.‘I’ T \J'J'JM'JI\J:"‘.I

ACGEECTACCACGOROGCGT GAGCCCRRCGECACT GEECALGR L CCTGCTGETCT TOGT GGARRTCACCCTGEEG

CAGARGTCCG auAaAI“II“AAaAA GIGCEOEACGAGCTGCAGRNCATGOCCGAGET RCTGRRAATGCCACCTG

ATCTCOGEECAGCTTCGACTACCT T CARGECGCGECTGECCGECATGTCOGRRTACCEECACCTGCTGEECTCC

ATCCTGCAGCAGATRCCCE ECEEEC““AaIEEAACAGEIA GETGATGGAGGAGGTCARAGGRAGAGCTTICGTG
7 T B B B B B B B B g ]

Tl TTl g e T T T e e T T T T T e T T T T T T T e T T T e AT e T T
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