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1. RESUMEN

El poliuretano (PU) es un polimero sintético con elevada versatilidad. Su sintesis se
basa en la gran reactividad del isocianato, el cual se une facilmente a los ésteres o éter-
polioles, generando los grupos uretano, mediante una reaccion de condensacion. Las
propiedades fisicoquimicas del PU le confieren resistencia a la degradacion bajo
condiciones ambientales, por lo que su descomposicién es dificil y muy lenta, ademas
de que los métodos para el tratamiento de residuos de este material no son muy
eficientes. Dada esta problematica, se busca desarrollar tecnologias para su
biodegradacion, por microorganismos capaces de emplear este polimero como fuente

de carbono.

En nuestro laboratorio se aislé, de una muestra de espuma de PU deteriorada
colectada en un basurero, una bacteria que se identific6 como Alicycliphilus sp.,
nombrandola cepa BQ1. Esta bacteria es capaz de crecer en un medio mineral con un
barniz de PU como unica fuente de carbono. Esta cepa es capaz de atacar los grupos
carbonilo, uretano y éter del PU, ademéas de degradar la N-metilpirrolidona (NMP),
presente como aditivo en algunos barnices. Otras cepas del mismo género,
Alicycliphilus denitrificans BC y K601, son capaces de degradar compuestos

xenobidticos, pero no pueden degradar ni al PU, ni al NMP.

Con el propésito de identificar los genes y las rutas metabdlicas que permitan la
actividad degradativa de BQ1 sobre el PU, asi como de identificar las diferencias
genéticas entre BQ1 y las cepas BC y K601 de A. denitrificans, se emprendié un
proyecto de secuenciacion de su genoma. EI DNA gendmico de BQ1l se secuencio
mediante diferentes tecnologias de secuenciacibn de nueva generacién (Next
Generation Sequencing, NGS), obteniendo bibliotecas de 200, 300 y 2000 pb
secuenciadas por lllumina, mas dos secuenciaciones con lon Torrent y una con
Pirosecuenciacion 454. Con estas secuencias y utilizando el programa SPAdes 3.9.0,
se generd un ensamble de 15 contigs (E15), el cual fue empleado para determinar un

posible orden de los contigs empleando el programa Mauve. Posteriormente, se genero
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otro ensamble del genoma, utilizando diferentes programas, dando como resultado un

ensamble de 13 contigs (E13).

El objetivo de este trabajo era llegar a obtener un solo ensamble del genoma de
Alicycliphilus sp. BQ1 y de ser posible, cerrar el genoma, utilizando tanto herramientas
bioinforméticas como técnicas de biologia molecular (PCR) para lograrlo, asi como,
reportar este genoma al GenBank. Para ello, primero se definid que el mejor ensamble
era el E15, con base en la comparacion de cada uno de los ensambles previos (E15 y
E13), con un tercer ensamble realizado con otro programa bioinformatico. Se realizé el
reporte del genoma de Alicycliphilus sp. BQ1l en la base de datos del GenBank,
obteniendo el nimero de acceso NZ_NKDB00000000.1. El Ensamble consta de 15
contigs, 69% de GC y 4.6 Mb totales. Posteriormente, se analizé si el orden de los
contigs del E15 obtenido por Mauve podria ser soportado haciendo alineamientos de
secuencias con los genomas de A. denitrificans BC y K601 y si fuera posible identificar
regiones ausentes en E15 y presentes en E13, que permitieran ensamblar los contigs.
Esta estrategia bioinformética permitié identificar algunos contigs que si estaban
contiguos y alargar en pequefias secuencias otros, con lo que se redujo el nUmero de

contigs a 13.

Posteriormente, utilizando las secuencias de los extremos de cada contig, se disefiaron
iniciadores para llevar a cabo reacciones de PCR con los primers de los contigs
propuestos como contiguos y obtener amplificados intercontigs. Asi se obtuvieron cinco
amplicones: 5,700 pb para GAP4-2, 500 pb para GAP9-3, dos bandas cercanas a 1,400
pb para GAP6-10, 300 pb para GAP5-6 y 800 pb para GAP3-8. Se corrieron por
electroforesis los productos amplificados por PCR en geles de agarosa; se
seleccionaron y recuperaron las bandas de los tamafos antes mencionados, para su
clonacion, secuenciacion e identificacion. Ningun amplicon correspondid a las
secuencias que se pretendia amplificar lo que sugiere que los primers tuvieron
alineamiento inespecifico con el DNA molde. Al final se logré obtener el mejor ensamble
del genoma de Alicycliphilus sp. BQ1 y se establecieron metodologias bioinformaticas
gue son de ayuda para posteriores trabajos relacionados con analisis de secuencias,

asi como de curacion de ensambles de genomas.
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2. INTRODUCCION

2.1 El poliuretano y la microbiologia como alternativa para tratar sus residuos

El poliuretano (PU) fue desarrollado por Otto Bayer en 1938. Debido a su gama de
propiedades, el polimero se usa ampliamente, en revestimientos liquidos, pinturas,
adhesivos, selladores, espumas flexibles y rigidas, ademas de elastomeros (Center for
the Polyurethanes Industry, 2007). El incremento en su manufactura y uso ha acarreado
la inevitable acumulacion de desechos, en México, en el afio 2013, se enviaron mas de
4 millones de toneladas de residuos de plastico a los basureros (Instituto Nacional de
Estadistica y Geografia, 2016). Los PU se degradan lentamente, estimandose que lleva
cientos de afos para que las moléculas de PU vuelvan al medio ambiente (Gautam et

al., 2007), ademas, no existen sistemas limpios o efectivos para su eliminacion.

Entre las técnicas existentes de disposicion de residuos de PU se encuentran: 1) la
acumulacion en vertederos, 2) el reciclaje mecéanico, 3) el procesamiento quimico,
caracterizado por producir polioles mediante hidrdlisis, lamentablemente este
procedimiento no es viable econémicamente debido al elevado consumo de energia y
4) el procesamiento térmico, el cual provoca gran impacto ambiental pues se generan

residuos toxicos derivados de compuestos nitrogenados (Ignatyev et al., 2014).

El descubrimiento de microorganismos capaces de utilizar PU como fuente de carbono
y nitrdgeno (Nakajima et al., 1999) han abierto la posibilidad de una industria quimica
mas ecologica. Existen algunas cepas bacterianas que crecen en medios de PU
suplementados con extracto de levadura o glucosa. Se han detectado actividades de
poliuretanasa proteasa en Pseudomonas fluorescens y P. chlororaphis (Howard y
Blake, 1998), de poliuretanasa lipasa en cepas de Bacillus subtilis (Rowe y Howard,
2002) y se han identificado actividades de poliuretanasa esterasa en Corynebacterium
sp., Comamonas acidovorans TB-35 y P. chlororaphis (Nakajima et al., 1997).
Comamonas acidovorans TB-35 tiene la capacidad de atacar el PU sdlido y usarlo
como fuente de carbono (Nakajima et al., 1995). Los PU de tipo poliéster tienen mayor

susceptibilidad al ataque microbiano por lo cual, la biodegradacién es una alternativa

18



factible en proceso de desarrollo para el tratamiento de estos desechos (Morton et al.,
1991).

Debido a lo anteriormente descrito, es claro que necesitamos hacer uso de nuevas
metodologias para el tratamiento de residuos, y una de las opciones es desarrollar
procesos biotecnoldgicos que permitan la biodegradacion de polimeros como el PU,
entre otros. La clave para esto es estudiar microorganismos con diferentes actividades

enzimaticas que ayuden a su biodegradacion y el primer paso es conocer su genoma.
2.2 Secuenciacion de nueva generacion

Gracias a las tecnologias de secuenciacion de nueva generacion (Next Generation
Sequencing, NGS), la informacion de secuencias genomicas esta al alcance de los
investigadores. Las tecnologias de secuenciacion de DNA podrian ayudar a los
bidlogos y proveedores de servicios de salud en una amplia gama de aplicaciones
como la clonacién molecular, la reproduccion, la basqueda de genes patdgenos, asi
como en estudios comparativos y de evolucion. Idealmente, las tecnologias de
secuenciacion de DNA deben ser rapidas, precisas, faciles de operar y econémicas.
Actian como el motor de la era del genoma, que se caracteriza por una gran cantidad
de genomas secuenciados y una amplia gama de areas de investigacion y aplicaciones
multiples (Liu et al., 2012).

Las tecnologias NGS son diferentes del método Sanger, el cual utilizaba una tecnologia
de secuenciacion basada en el método de terminacion de cadena, en diversos aspectos
como el analisis masivo, alto rendimiento y bajo costo. Sin embargo, una de las
desventajas de estos métodos es que se tienen dificultades en la secuenciacion precisa
de regiones ricas en GC, lo cual afecta la secuenciacion de algunos géneros
bacterianos con esta caracteristica. Aunque las técnicas de NGS hacen que las
secuencias de muchos genomas estén disponibles, el analisis de datos y la
interpretacion del papel biolégico de las proteinas codificadas, son todavia el cuello de
botella en su comprension. Los sistemas NGS estan tipicamente representados por
SOLID/lon Torrent PGM de Life Sciences, Genome Analyzer/HiSeq 2000/MiSeq de
lllumina, y GS FLX Titanium/GS Junior de Roche (Liu et al., 2012). Describiré
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especificamente los métodos que fueron empleados para secuenciar el genoma de

Alicycliphilus sp. BQ1, objeto de este trabajo.
2.2.1 lon PGM de lon Torrent

lon PGM fue lanzado por lon Torrent a finales de 2010. PGM utiliza la tecnologia de
secuenciacion de semiconductores, la cual se basa en la deteccion de cambio de pH al
agregarse un nucleétido incorporado por la DNA polimerasa. Se coloca la muestra a
secuenciar en un chip al cual se le agrega un nucleoétido a la vez, si no es el nucledtido
correcto, no se generara cambios en el pH; si hay 2 nucle6tidos afiadidos, se detecta el
doble de la sefial emitida al agregar ese mismo nucle6tido. PGM es la primera maquina
de secuenciacién comercial que no requiere fluorescencia y escaneo de la camara,
resultando en mayor velocidad, menor costo y menor tamafio del instrumento.
Actualmente, permite lecturas de 200 pb en 2 horas. (Liu et al., 2012). Esta tecnologia

ha entrado en desuso debido a los avances logrados con otras tecnologias.
2.2.2 Sistema 454 de Roche

Este secuenciador usa tecnologia de pirosecuenciacion. En lugar de usar
didesoxinucleodtidos para terminar la amplificacion de la cadena, la pirosecuenciacion se
basa en la deteccidn de pirofosfato liberado durante la incorporacion de nucleétidos. El
DNA con adaptadores especificos del sistema 454 se desnaturaliza en cadenas
sencillas y se capturan mediante perlas de amplificacion seguidas por PCR en
emulsion. Luego, en una placa de picotiter, un dNTP se incorpora a la cadena molde
con la ayuda de la DNA polimerasa, ATP sulfurilasa, luciferasa, luciferina y la adenosina
5'-fosfosulfato, liberando pirofosfato. El pirofosfato liberado es igual a la cantidad de
nucleotidos incorporados. El pirofosfato producido a partir de ATP lleva a la luciferina a
la oxiluciferina y genera luz visible, al mismo tiempo, las bases incomparables son
degradadas por la apirasa. Actualmente la longitud de lectura podria llegar a 700 pb con
precision 99.9% después de filtrar y salida de 0.7 Gb de datos por ejecucion en 24
horas. La ventaja mas destacada de 454 de Roche es su velocidad: solo tarda 10 horas

desde el inicio de la secuenciacion hasta la finalizacion. Una de las deficiencias es que
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tiene una tasa de error relativamente alta en términos de interpretacion de cadenas de

poli bases mayor a 6 pb (Liu et al., 2012).
2.2.3 Genome Analyzer de Illumina

En 2006, Solexa lanz6 el Genome Analyzer (GA), y en 2007, la empresa fue comprada
por lllumina; el secuenciador adopta la tecnologia de secuenciacion por sintesis. Esta
tecnologia utiliza cuatro nucleodtidos marcados con fluorescencia, durante cada ciclo de
secuenciacion, se agrega un unico desoxinucleésido trifosfato (ANTP) marcado a la
cadena de acido nucleico. La etiqueta de nucleétidos sirve como un terminador para la
polimerizacién, por lo que, después de cada incorporacion de dNTP, se toma una
imagen del tinte fluorescente para identificar la base, luego se escinde enzimaticamente
para permitir la incorporacion del siguiente nucleétido. Dado que los cuatro dNTP
reversibles unidos al terminador (A, C, T, G) estan presentes como moléculas
individuales separadas, la competencia natural minimiza el sesgo de incorporacién. La
identificacion de los nucledétidos se lleva a cabo por la intensidad de sefial durante cada
ciclo (Illumina, 2016). En 2009, la produccién de secuenciaciéon era de 85 Gb/corrida. A
principios de 2010, lllumina lanz6 HiSeq 2000, su salida fue de 200 Gb/corrida

inicialmente y mejor6é a 600 Gb/corrida (Liu et al., 2012).
2.3 Ensambles de novo

Los ensambles de novo intentan reconstruir la secuencia de DNA de un genoma
completo a partir de los datos generados por secuenciacion, sin ningun tipo de
conocimiento previo a cerca del genoma a ensamblar. Busca lecturas cuyo final
coincida con el principio de otra lectura de forma que se puedan unir para formar
fragmentos de mayor tamafio hasta completar el genoma. A medida que el costo de
secuenciacion disminuye, aumenta el nimero de proyectos que intentan el ensamblaje
de novo, sin embargo, persisten los problemas ya que no se sabe qué combinaciones
de datos de secuenciacion y algoritmos de ensamblaje conducen a genomas precisos,

ni como evaluar la precision de los nuevos (Baker, 2012).
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El ensamblaje del genoma para un nuevo organismo debe convertir los datos de
secuenciacion en bruto en un genoma completo. Los datos de secuenciacion en bruto
son una biblioteca de lecturas de DNA superpuestas, de un solo lado o de dos
extremos, de cualquiera de las dos cadenas y en cualquier sentido. Con los
secuenciadores de segunda generacion disponibles, las lecturas Unicas son de longitud
uniforme y precisa, ademas cubren el genoma subyacente varias veces, con traslape

entre las lecturas adyacentes.

Para ensamblar un genoma, las lecturas de DNA en bruto deben ordenarse linealmente
de modo que cada par de lecturas adyacentes se traslape con otras de la misma region.
Las secuencias continuamente traslapadas de lecturas cortas forman un contig de DNA,
con los contigs ordenados se forma un scaffold de DNA y, posteriormente, el ensamble
del genoma resultante. Cuanto mas grande sea el genoma y mas profunda sea su
cobertura, sera mayor la cantidad de datos a analizar, dificultando en algunas

ocasiones la computacion de estos para su ensamble (Raiha y Ukkonen, 1981).

Los genomas resultantes de un ensamble de novo se evallan principalmente por el
namero de contigs en el ensamble, la fraccion de lecturas en bruto que se pueden
ensamblar y la longitud de los contigs. Otro factor para evaluar su calidad es la relacion
entre el tamafio estimado del genoma, con relacion a la fraccion de lecturas en bruto

gue se pueden ensamblar y la longitud de los contigs (Baker, 2012).

El resultado del ensamblaje final de un genoma varia mucho dependiendo del programa
utilizado para llevar a cabo el ensamble y de las tecnologias utilizadas para llevar a
cabo la secuenciacién del genoma; un ensamble obtenido por diferentes métodos de
secuenciacion es mas probable que sea mas preciso. Cuando existe un genoma de
referencia, este es la mejor base para escribir métricas de precision (por ejemplo, el
grado en que la referencia esta cubierta por el conjunto y el porcentaje de contigs que
se puede alinear en la referencia). Al comparar los ensambles obtenidos con un
genoma de referencia, se encuentran algunos problemas como: muchos contigs (de
muy corta longitud), contigs duplicados, compresiones de secuencias repetidas y

contigs unidos errdneamente por el ensamblador (Bucur, 2017).
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2.4 GenBank

GenBank es una base de datos de secuencias genéticas, una coleccién anotada de
casi todas las secuencias de DNA disponibles publicamente. GenBank es parte de la
Colaboracion Internacional de Base de Datos de Secuencia de Nucleotidos, que
comprende el Banco de Datos de DNA de Japén (DDBJ), el Archivo de Nucledtidos
Europeo (ENA) y GenBank en el Centro Nacional de Informacion Biotecnologica (NCBI).

Estas tres organizaciones intercambian datos diariamente.

La base de datos de GenBank esta disefiada para proporcionar y fomentar el acceso
dentro de la comunidad cientifica a la informacion de secuencias de DNA mas
actualizada y exhaustiva. NCBI no impone restricciones sobre el uso o la distribucion de
los datos de GenBank. Sin embargo, algunos remitentes pueden reclamar patentes,
derechos de autor u otros derechos de propiedad intelectual sobre la totalidad o una
parte de los datos que han enviado (NCBI, 2018).

Hay varias formas de buscar y recuperar datos de GenBank.

e Busqueda en GenBank por identificadores de secuencia y anotaciones con
Entrez Nucleotide, que se divide en tres divisiones: CoreNucleotide (la coleccion
principal), dbEST (Etiquetas de secuencia expresadas) y dbGSS (Secuencias de
estudio del genoma).

e Bdlsqueda y alineamiento de secuencias a una secuencia de consulta usando
BLAST (herramienta de busqueda de alineacion local basica).

e Buscar, vincular y descargar secuencias utilizando NCBI e-utilities.
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3. ANTECEDENTES

3.1. Aislamiento y caracteristicas de Alicycliphilus sp. BQ1

En el afio 2002, en nuestro laboratorio se inici6 un proyecto de investigacion con el
objetivo de aislar y caracterizar microorganismos capaces de degradar PU. Para ello, se
colectaron muestras de hule espuma deteriorado en el basurero Bordo de Xochiaca
(Netzahualcoyotl, estado de México) y se inocularon en un medio de cultivo que
contenia un barniz comercial de poliéster PU base agua (Hydroform®, marca Polyform®)
(MM-PUh), como unica fuente de carbono. Después de algin tiempo en incubacion, se
aislaron ocho cepas bacterianas (Oceguera-Cervantes, 2005), de las cuales se
seleccionaron las tres cepas bacterianas (BQ1, BQ5 y BQ8) que mostraron el mejor
crecimiento en MM-PUh, para continuar con su estudio. Estas cepas bacterianas son
bacilos cortos Gram negativos, que se desarrollan en un intervalo de temperatura de
30-37°C (Oceguera Cervantes, 2005). El analisis de la secuencia parcial del gen 16S
rRNA confirmé que las tres cepas pertenecian al género Alicycliphilus sp., de la familia
Comamonadaceae de las [-proteobacterias (Oceguera Cervantes, 2005; Solis
Gonzalez, 2011). Alicycliphilus sp. utiliza como fuente de carbono al NMP y también
ataca al poliéster PU. Se logré identificar que una de las actividades enzimaticas
relacionadas con la degradacién de PU es de esterasa (Oceguera et al., 2007). Debido
a que la cepa BQ1 mostr6é la mayor actividad degradativa sobre PU, se decidié que
seria la principal cepa a estudiar en cuanto a la degradacion de PU.

Posteriormente, en nuestro laboratorio se ha observado que Alicycliphilus sp. BQ1 es
capaz de crecer en otro barniz de PS-PU, el Impranil (Fuentes-Jaime, 2015) y en un
barniz de PU aromaético acrilico, el PolyLack (Savin-Gamez, 2016) como Unica fuente
de carbono. Ademas, se ha encontrado que BQl es capaz de degradar NMP
empleandolo como unica fuente de carbono (Solis-Gonzéalez et al., 2018).

3.2 Otras cepas de Alicycliphilus

El género Alicycliphilus, cuenta con una sola especie, Alicycliphilus denitrificans. La

primera cepa reportada fue la K601 (Mechichi et al., 2003) capaz de degradar
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ciclohexanol. La siguiente cepa reportada fue A. denitrificans BC, la cual degrada
benceno acoplada a la reduccién de cloratos (Weelink et al., 2008). Para ambas cepas
su genoma ya ha sido secuenciado y reportado. En nuestro laboratorio se determiné
que A. denitrificans BC y K601 no pueden crecer en medios minerales con PU o NMP
como Unica fuente de carbono, lo que indica que la cepa BQ1l debe tener genes

especificos responsables de esta capacidad.

Otra cepa cuyo genoma ya ha sido reportado es Alicycliphilus sp. B1, la cual se aisl6 de
una muestra de lodo activado recogido de una fabrica de componentes electrénicos en
Japon (Okutsu et al., 2015). Se sabe que la cepa B1 es una bacteria productora de N-
acil homoserina lactona, que es una molécula sefial de qudérum que regulan la
expresion de exoenzimas implicadas en los sistemas de tratamiento de aguas
residuales. La relacion entre la deteccion de quorum mediada por N-acil homoserina
lactona en Alicycliphilus sp. B1 y la actividad de tratamiento de aguas residuales ain no
se ha dilucidado (Morohoshi et al., 2016).

Entre las cepas en las que aun no se ha reportado la secuencia de su genoma se
encuentran algunas con capacidades para utilizar compuestos recalcitrantes como
fuente de carbono tales como Alicycliphilus sp. KN Bun08, aislada de un cultivo
enriquecido en butanona y nitrato. Esta bacteria tiene la capacidad para acoplar la

degradacion de acetona al proceso de reduccién de nitratos (Dullius et al., 2011).

Alicycliphilus sp. se ha encontrado formando parte de diferentes comunidades
microbianas con capacidades de degradar compuestos como acetato (Adav et al.,
2010), triclosan (Lee et al. 2014) y Nonilfenol, un disruptor endocrino (Bai et al. 2017), o
tetraciclina (Taskan et al., 2016). Ademas este género ya ha sido utilizado en
biorreactores para degradar indol (Hong et al., 2010) y quinolina (Zhang et al., 2017);
por lo cual, las cepas de este género se encuentran como potenciales candidatas para

Su uso en estrategias de biorremediacion.

A continuacion se muestran en la Tabla 1 los genomas secuenciados y reportados
hasta antes de que el genoma de Alicycliphilus sp. BQl fuera registrado en el

GeneBank.
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Tabla 1. Cepas del género Alicycliphilus reportadas en el NCBI (Agosto, 2017).

Cepas Tamafio total Nivel de Ao de reporte
del genoma (pb) ensamble en el NCBI
*Alicycliphilus denitrificans K601 5'070,751 Completo 2011
*Alicycliphilus denitrificans BC 4'835,713 Completo 2011
Alicycliphilus sp. B1 7°465,959 Contigs (59) 2015
Alicycliphilus sp. 69-12 4'633,122 i%?ff%'?‘?’gfg%) 2016

* Estas cepas cuentan con plasmidos; K601 tiene el plasmido pALIDE201 (75488
pb); BC cuenta con dos plasmidos, pALIDEO1 (119718 pb) y pALIDEO2 (78982 pb).

Como se ha visto, contar con la secuencia del genoma de diferentes cepas del género
Alicycliphilus ha ayudado a estudiar a fondo su actividad metabdlica, por lo cual es de
gran importancia tener un ensamble del genoma de BQ1 para descifrar en que genes

podria residir su capacidad degradativa de PU.
3.3 Secuenciacion del genoma de Alicycliphilus sp. BQ1

Con el propésito de conocer el genoma de Alicycliphilus sp. BQ1, para descubrir las
vias metabdlicas mediante las cuales puede aprovechar el PU como fuente de carbono,
se decidié secuenciar su genoma. Para ello, se realizaron varias secuenciaciones en
diferentes laboratorios y por diferentes técnicas, tales como pirosecuenciacion 454, lon
Torrent e lllumina en dos ocasiones. Analizando los datos obtenidos se generaron dos
ensambles a nivel de contigs, pero en ningun caso se logré6 ensamblar el cromosoma
completo. El primer ensamble fue realizado por el Dr. Luis Lozano y el Dr. Miguel Angel
Cevallos, en el Centro de Ciencias Genomicas, UNAM, usando los resultados de
secuenciacion del genoma de BQ1 obtenidas por la plataforma Illumina, utilizando el
programa SPAdes 3.9.0, se gener0 un ensamble de 15 contigs (E15). El segundo
ensamble fue elaborado por el M. en C. Otoniel Maya Lucas y el Dr. Jaime Garcia
Mena, en el CINVESTAV, IPN. Para este segundo ensamble se emplearon los

resultados de una nueva secuenciacion por lon Torrent y las otras secuenciaciones
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anteriormente realizadas mediante Illumina y el sistema 454 de pirosecuenciacion, el
resultado fue un ensamble de 13 contigs (E13). Posteriormente, durante mi trabajo
experimental, el Dr. Miguel Angel Cevallos realizé6 un nuevo ensamble utilizando todos
los datos de secuenciacion hasta la fecha, ayudado con el ensamblador CLC, genero
un tercer ensamble de 98 contigs (E98). Todos los ensambles tienen un tamairio total de
4.6 Mb. Se seleccion6 al E15 como ensamble para continuar con el proyecto, en la

tabla 2 se presentan los tamarfios de cada contig numerados de mayor a menor tamafio.

Tabla 2. Tamarfo de los contigs del E15.

Contig | Tamafo (pb) | Contig | Tamafio (pb)

1 1'847,482 9 23,292

2 1'431,080 10 6,132

3 417,414 11 2,100

4 353,217 12 767

5 323,056 13 629

6 154,131 14 622

7 81,368 15 511

8 34,454

Se realizaron algunos andlisis con el objetivo de determinar el orden de los contigs y
demostrar su veracidad. Como resultado y mediante el uso del programa Mauve, se
predijo un orden para los contigs de mayor tamaiio, del 1 al 10, llevado a cabo por el M.
en C. Daniel Ochoa Gutiérrez (Figura 1). Mauve es software que alinea regiones
ortélogas entre dos o mas secuencias de nucleétidos, determinando la estructura del
reordenamiento global con respecto a un organismo de referencia. Debido a que la
recombinacion puede causar reordenamientos del genoma, Mauve identifica segmentos
conservados, los cuales estan libres de reordenamientos del genoma (The Darling lab,
2018). En el caso de BQ1, se realiz6 tomando como genoma de referencia A.

denitrificans BC y, posteriormente, a K601 con los mismos resultados.
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Contig 7 Contig 10

Figura 1. Propuesta del orden de los contigs del genoma de BQ1 predicho por el
programa Mauve. Solo se consideraron los contigs del 1 al 10 ya que los contigs del 11 al
15 son de tamafio menor a 5,000 pb y el programa no les puede asignar un orden.

Asimismo, se lograron clonar y secuenciar dos fragmentos entre los contigs 8 y 1
mediante amplificacion por PCR y secuenciacién por Sanger, llevado a cabo por Ana
Bautista Alcantara, en su residencia profesional, lo cual apoya la propuesta de la
continuidad de estos dos contigs.

A partir de esta informacién, este trabajo tuvo como objetivo tratar de determinar el
orden de los contigs y cerrar el genoma de BQ1, realizando reacciones de PCR de las
regiones intercontigs y reportar el genoma de Alicycliphilus sp. BQ1 en el GenBank para

gue estuviera disponible y anotado para su consulta publica.
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4. OBJETIVOS

4.1 General

Determinar la secuencia mas probable del genoma de Alicycliphilus sp. BQ1 a partir de
las dos propuestas de ensambles existentes, empleando herramientas bioinformaticas y

PCR, y reportar el genoma al GenBank.
4.2 Particulares

e Proponer un orden de los contigs de Alicycliphilus sp. BQl mediante
alineamientos contra genomas de referencia de bacterias del género
Alicycliphilus, asi como el uso de programas bioinformaticos

e Estimar in silico la separacion entre los contigs de acuerdo al orden
anteriormente propuesto

¢ Realizar la curacion del ensamble E15 del genoma de Alicycliphilus sp. BQ1

e Disefiar iniciadores para llevar a cabo las reacciones de PCR entre los contigs

e Obtener las condiciones idoneas para cada reaccion de PCR, obtener los
amplicones y clonarlos para, posteriormente, secuenciar por Sanger

e Analizar bioinformaticamente los resultados de la secuenciacién para determinar
su ubicacion dentro del ensamble E15

e Reportar el genoma al GenBank
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5. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Seleccionar el ensamble
mas probable del genoma
de Alicycliphilus sp. BQ1

Verificar el posible orden
de los contigs del E15

Curar el ensamble seleccionado

Reactivar la cepa Alicycliphilus
sp. BO1 en medio LB

Aproximar la longitud de regiones
intercontigs a amplificar por PCR

Extraer DNA
gendémico

Disefiar iniciadores

regiones intercontigs

Amplificar por PCR

Clonar los amplicones

Secuenciar los amplicones

Ubicar las secuencias obtenidas dentro
del ensamble del genoma

Reportar el genoma
en el GenBank

Figura 2. Metodologia llevada a cabo en esta tesis.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1 Cepas bacterianas

Tabla 3. Cepas utilizadas en este trabajo.

Cepa

Genotipo

Fuente

Alicycliphilus sp. BQ1

Espumas en estado de
deterioro, Bordo de
Xochiaca, Cd.
Nezahualcoyotl, Edo de
México, México

E. coli cepa DH5a

F~ endAl ginV44 thi-1
recAl relAl gyrA96 deoR
nupG purB20
¢80dlacZAM15
A(lacZYA-argF)U169,
hsdR17(r« mg*), A~

Cepario del laboratorio
105 del Departamento de
Bioquimica, Facultad de
Quimica, UNAM

6.2 Vector pGEM®-T Easy

El vector pPGEM®-T Easy es un vector de alto nUmero de copias que cuenta con un gen
de resistencia a ampicilina como marcador de seleccion (Figura 3). El vector cuenta con
una T anadida en ambos extremos 3’, lo cual ayuda a que se lleve a cabo la clonacion
de amplificados producidos por la Tag DNA polimerasa que agrega una adenina al final
del amplicén producido (0.GEM®-T Easy Vector Systems, 2015). Cuenta también con el
sistema de complementacion alfa para la identificacion de las clonas que adquieren el

inserto, en donde tienen el sitio maltiple de clonacién con 16 sitios Unicos para enzimas

de restriccion que flanquean la zona donde se inserta el fragmento a clonar (Figura 4).
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Figura 3. Mapa de los sitios de restriccién del vector pGEM®-T Easy.

T7 Transcription Start

5 ... TGTAA TACGA CTCAC TATAG GGCGA ATTGG GCCCG ACGTC GCATG CTCCC GGCCG CCATG
3., ACATT ATGCT GAGTG ATATC CCGCT TAACC CGGGC TGCAG CGTAC GAGGG CCGGC GGTAC

T7 Promoter

Apa | Aat 1l Sphi BstZ | Neol

GCGGC CGCGG GAATT CGATT

_ ATCAC TAGTG AATTC GCGGC CGCCT GCAGG TCGAC
CGCCG GCGCC CTTAA GCTA (C'D”Ed ]”S’e”)s

TTAGTG ATCAC TTAAG CGCCG GCGGA CGTCC AGCTG

Mot |
sacll  EcoR| Spel EcoR | Fst Sall
BstZ | BstZ 1

5P Transcription Start

CATAT GGGA GAGCT CCCAA CGCGT TGGAT GCATA GCTTG AGTAT TCTAT AGTGT CACCT AAAT ... 3
GTATA CCCT CTCGA GGGTT GCGCA ACCTA CGTAT CGAAC TCATA AGATA TCACA GTGGATTTA ... &

| | || |] | SPE Promoter
Ndel Sacl BstX | Nsi|

Figura 4. Secuencia del sitio de clonacion multiple del vector pGEM®-T Easy. En el
esquema se muestra la ubicacion de la T que ayuda a que se lleve a cabo la clonaciéon TA.
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6.3 Reactivacion de Alicycliphilus sp. BQ1y extraccion de DNA gendémico

Para tratar de identificar las regiones intercontigs se empled la técnica de PCR e
iniciadores disefiados para cada secuencia de los extremos de cada contig. Para ello
primero se extrajo el DNA de la bacteria Alicycliphilus sp. BQ1. La extraccion de DNA
cromosomico se realiza utilizando el método de CTAB (Ausubel et al., 1994) con
modificaciones hechas para Alicycliphilus sp. BQ1 (Dominguez Cardenas, 2013). El

método consta de los siguientes pasos:

1. Descongelar un microtubo almacenado a -70 °C con células de Alicycliphilus sp.
BQ1 preservadas en glicerol al 30% y sembrar por estria en una caja Petri con
medio LB sdlido. Colocar en una incubadora (THELCO) a 37 °C durante 48 h.

2. A partir de una colonia aislada de BQ1, inocular un tubo con 5 mL de medio LB
liguido en un tubo de ensaye. Cultivar overnight (ON) en una incubadora
(Thermoscientific™) a 37°C y 200 rpm.

3. Al dia siguiente, inocular estos 5 mL en 20 mL de medio LB en un matraz de 250
mL. Incubar durante 4 horas a 37 °C y 200 rpm, hasta llegar a una absorbencia a
660 nm de 3.

4. Centrifugar el cultivo en cuatro microtubos de 2 mL en una microcentrifuga
(Eppendorf) a 10,000 x g, a 4 °C, durante 5 min. Decantar el sobrenadante y
resuspender completamente el pellet utilizando un vortex (Scientific Industries) antes
de agregar, a cada tubo, 1 mL de buffer TE. Volver a centrifugar, descartar el
sobrenadante, y resuspender completamente la pastilla celular por vértex, hasta que
se resuspendan las células.

5. Adicionar 504 pL de buffer TE a cada tubo y resuspender el precipitado con vortex.
Agregar 100 pL de lisozima (2 mg/mL) y 2 yL de RNAsa (25 mg/mL). Incubar a 37
°Cy 200 rpm por 60 min.

6. Agregar 30 pL de SDS al 10% e incubar a 37 °C y 200 rpm por 30 min.

7. Agregar 6 pL de proteinasa K (20 mg/mL) e incubar a 37 °C y 200 rpm por 30 min.

8. Adicionar 100 pyL de NaCl 5 M, agitar exhaustivamente por 30 s e incubar en un

bafio de agua (Precision Scientific) a 65 °C, por 10 min.
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9. Agregar 80 pL de la disolucion CTAB/NaCl (CTAB 10% en NaCl 0.7 M),
precalentada a 65 °C e incubar en bafio de agua, por 20 min.

10. Adicionar 1 volumen de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1) y agitar vigorosamente
en vértex (2-5 min). Centrifugar por 10 min en una microcentrifuga (Beckman
Coulter) a 10,000 x g a temperatura ambiente.

11.Tomar el sobrenadante y pasarlo a tubos limpios. Adicionar 1 volumen igual de
fenol: cloroformo: alcohol isoamilico (25:24:1). Agitar en vértex por 5 min, formando
una emulsién constante. Centrifugar 5 min a 14,000 x g a 4 °C.

12.Tomar el sobrenadante y pasarlo a un tubo limpio. Adicionar 1 volumen de
cloroformo: alcohol isoamilico (24:1). Agitar por 3 min en vortex, formando una
emulsion constante. Centrifugar 5 min a 14,000 x g a temperatura ambiente.

13.Tomar la fase acuosa y pasarla a un tubo nuevo. Adicionar 2 volimenes de etanol
frio. Agitar el tubo por inversion e incubar ON a 4 °C. Centrifugar a 10,000 x g,
durante 10 min, a temperatura ambiente.

14.Retirar el sobrenadante sin perder el precipitado. Lavar el pellet 2 veces con 500 pL
de etanol al 70% frio. Centrifugar 5 min a 14,000 x g a temperatura ambiente y
decantar completamente. Resuspender en 100 pL de agua inyectable.

15.Correr una alicuota en un gel de agarosa al 1% para confirmar la presencia de DNA
gendmico y la ausencia de RNA. Leer la absorbencia de una alicuota a 230, 260,
280 nm en un espectrofotometro BioDrop.

6.4 Comparacién y seleccion del ensamble mas probable del genoma de

Alicycliphilus sp. BQ1

Con el objetivo de reportar el genoma de Alicycliphilus sp. BQ1 en una base de datos
oficial (GenBank) para que estuviera disponible para ser consultado por la comunidad
cientifica y como contabamos con dos ensambles del genoma era necesario elegir el
mejor de ellos para reportarlo. Para esto, se implementd una metodologia nueva
basada en la comparacion con otro alineamiento de novo con el cual se alinearon cada
uno de los ensambles, asi como comparaciones entre ellos para observar similitudes y

diferencias entre ellos.
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1. Realizar alineamientos de nucledtidos con el programa mummerplot, en los cuales
se tomen en cuenta todos los contigs de ambos ensambles del genoma de
Alicycliphilus sp. BQ1 (E15 y E13).

2. Decidir en qué partes pueden complementarse ambos ensambles por métodos
bioinformaticos (coincidencia de secuencia de nucleotidos por alineamientos).

3. Realizar un nuevo alineamiento de nucleétidos usando como referencia E15 y E13
contra otro ensamble del genoma de Alicycliphilus sp. BQ1 que consta de 98
contigs.

4. Seleccionar el ensamble que mejor se acople al ensamble de 98 contigs.

6.5 Reporte de la secuencia del genoma de Alicycliphilus sp. BQ1 a la base de
datos del NCBI

1. Entrar a Submissions | Genome | Submission Portal, que se encuentra en la
siguiente direccion electronica: https://submit.ncbi.nim.nih.gov/subs/genome/.

2. Iniciar sesién en caso de contar con una cuenta, de no ser asi, crearla.

3. En la esquina superior derecha se encuentran varias opciones, de las cuales se
debe elegir la llamada MY SUBMISSIONS.

4. En la esquina superior derecha se encuentra un apartado donde dice Genome y
enseguida un botén llamado New submission, pulsarlo.

5. Lo primero que hay que elegir es el modo en el cual se desea enviar los datos, se
debe elegir la opcion Single genome, lo cual nos permite llenar un formulario
manualmente sobre los datos que vamos a enviar.

6. El primer apartado se refiere a los datos de la persona que envia los datos. Los
datos requeridos en este apartado son: Nombre, dos correos electrénicos, teléfono,
fax y la direccion de la institucion a la que pertenece la persona que sube los datos
(en nuestro caso el Departamento de Bioquimica; Facultad de Quimica, UNAM).

7. En informacion general, se pregunta si ya se cuenta con un BioProject y un
BioSample relacionados al genoma en cuestion, ademas de cuando debe de
liberarse publicamente la informacion del genoma.

8. Mas adelante se encuentra la informacion sobre el genoma, en la cual se pregunta
por: fecha en la que se realizo el ensamble, el programa con el cual se realizo y que

version es, nombre del ensamble, cobertura del genoma, método de secuenciacion
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del genoma, si en la muestra se incluye el genoma completo, si se trata de la version
final, si es un ensamble de novo y si es una actualizacibn de un genoma ya
existente.

9. Al no contar con un BioProject se llena la informacion para que este se genere. Los
datos requeridos son: descripcion de los objetivos de estudio, asi como su
relevancia.

10.A continuacién se llenan los datos del BioSample si no se cuenta con uno.
Primeramente, se elige una opcion que describa la muestra, posteriormente, los
datos que se necesitan son: nombre de la muestra, organismo, cepa, hospedero,
identificacion del aislamiento, lugar de aislamiento, fecha de muestreo, localizacién
geografica del lugar de la toma de muestra y tipo de muestra.

11.Fuente es el siguiente apartado. En estese pregunta si se desea que el NCBI anote
el genoma antes de ser liberado. La opcién seleccionada fue que si.

12.La siguiente pregunta acerca de cudl de tres opciones describe mejor el envio del
genoma (si hay uno o mas cromosomas y Si se agregan secuencias adicionales a
ellos). A continuacién, se selecciona el archivo que contiene la secuencia del
genoma en formato FASTA o archivo de texto.

13.En asignacion se pregunta si alguna de esas secuencias pertenece a un cromosoma
completo o si pertenece a un plasmido, seleccionando cromosoma completo ya que
se realiz6 la secuenciacion del genoma completo, sabiendo que BQ1 no contiene
plasmidos.

14.En referencias se coloca el nombre del autor(es) de la secuenciacion, estado de una
publicacién que haga referencia a este genoma, el nombre de la publicaciéon y sus
autores.

15.Por ultimo, se muestran algunos datos previamente llenados durante el formulario, si
todos son correctos, se pulsa el boton Submit para finalizar.

6.6 Posible orden de los contigs del E15 comparando con otras cepas del

género Alicycliphilus

El siguiente paso después de elegir un ensamble es tratar de darle un orden légico a los

contigs ensamblados. La metodologia utilizada se basa en una comparacion por BLAST
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(Basic Local Alignment Search Tool/Herramienta basica de busqueda de alineamiento
local) de la secuencia del genoma de BQ1 con los genomas de otras cepas del género

Alicycliphilus cuyos genomas estén ensamblados en un solo cromosoma.

1. Seleccionar fragmentos de diferentes longitudes de cada uno de los contigs
dependiendo del tamafio de cada uno de estos. Para los contigs 1-6 se utilizaron
50,000 pb; para el contig 720,000 pb; para el contig 8, 7,000 pb; para los contigs 9 y
10, 6,000 pb; y para los contigs 11-15 se alinearon por completo (2,100-511 pb).

2. En la pagina base del NCBI, realizar BLAST de los fragmentos de cada uno de los
contigs, usando como genomas de referencia, dos diferentes cepas de Alicycliphilus
denitrificans (BC y K601).

3. Realizar una lista de la posicion que ocupa cada fragmento de cada contig con
respecto a cada genoma de referencia dependiendo de las coordenadas de los
alineamientos. Se tomara como criterio de seleccion la opcién con el menor valor de
expectancia (E), el mayor porcentaje de cobertura y con un valor de similitud mayor
al 95%.

4. Asignar un orden a cada segmento alineado de acuerdo a las coordenadas
obtenidas en cada genoma de referencia.

5. De acuerdo al orden anterior, calcular la posible longitud de los segmentos de
nucledtidos que se podrian encontrar entre los extremos de los diferentes contigs
gue se estima son contiguos.

6.7 Curacion del E15 de Alicycliphilus sp. BQ1 utilizando secuencias del E13

Debido a que se encontré que existen regiones que complementan ambos ensambles
entre si (seccidén 7.1), se realizaron alineamientos de nucleétidos entre secuencias
concordantes de ambos ensambles. A partir de ellos, se realiza una curacion del
ensamble E15, lo cual quiere decir en este caso que se mejorara al lograr disminuir el

namero de contigs pertenecientes a este.

1. Ubicar las secuencias terminales de cada contig del E15 dentro del E13.
2. Buscar coincidencias en las cuales dos extremos terminales de diferentes contigs

del E15 se encuentren dentro de un solo contig del E13.
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3. Realizar alineamientos de nucle6tidos con el programa Vector NTI de las secuencias
qgue coinciden en ambos ensambles. En caso de tener un alineamiento con un
porcentaje de similitud del 95% o mayor, las secuencias de los dos diferentes
contigs se uniran y formaran un nuevo contig.

4. Realizar un BLAST con cada secuencia nueva agregada al ensamble.

6.8 Disefio de iniciadores

Se disefiaron iniciadores para los extremos terminales de los contigs 1-10 para realizar
la PCR para amplificar posibles regiones desconocidas intercontigs del E15. Utilizando
el programa Vector NTI se consideraron diversos criterios para su disefio, entre los que
se encuentran: una longitud entre 17-22 pb, Tm entre 52-55 ° C, el par de iniciadores
para cada PCR no debe tener una diferencia mayor a 2 °C, %GC entre 45-70%, no
formar mas de 3 dimeros y no formar mas de 1 loop (Tabla 4).

Tabla 4. Iniciadores empleados en este trabajo.

Primer Secuencia Tm | %GC | Dimeros | Loops | pb
J5Rout TCGATATTCTTGTTCAGCAGCC | 53.7 | 455 2 0 22
J5Fout GTGGTCGAGGGCATCCAG 53.3 | 66.7 3 1 18
J6Rout AGAACTGGTGCGGGTAGGC 54.0 | 63.2 0 0 19
J6Fout CTGGCGGTGAAGTCCAGC 53.7 | 66.7 2 1 18
J10Rout CTTGGCCGTCAGCACCTC 53.7 | 66.7 1 0 18
J10Fout GCTTCTTGCTGCCTTGCC 53.3 | 61.1 0 0 18
J4Rout TCTTGCGGTCCATCTCCG 54.1 | 61.1 2 1 18
J4Fout TTGGAACTGCATGGGCG 53.3 | 58.8 2 0 17
J2Rout AACTTGATGGTTGCGGCG 54.3 | 55.6 2 1 18
J2Fout CCAGACGGCATTGCTCG 53.0 | 64.7 2 0 17
J7Rout CCCTCCAGCAGAAAGAAGCTC | b4.7 | 57.1 3 1 21
J7Fout CGCTGATGGTGTAGGTGGC 53.7 | 63.2 0 0 19
J9Rout GAGCTTGATGGTTGCGGC 53.9 | 61.1 1 0 18
J9Fout TTGGGCTTTAGGGCTTGC 52.8 | 55.6 0 0 18
J3Rout CCTGGGCTTGTCTGGTAAGC 53.8 | 60.0 2 1 20
J3Fout GCCTGAGAGCCTGTTCAAGATC | 54.6 | 54.5 3 1 22
J8Rout CACTGGCTGCTGCTGGC 53.2 | 70.6 0 0 17
J1Fout ACAGATCCGCCTCCAGTCC 53.6 | 63.2 1 0 19
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6.9 Amplificacion por PCR de regiones intercontigs

Con base en los resultados obtenidos del analisis bioinformatico sobre el posible orden
de los contigs, se emplearon los iniciadores anteriormente descritos para llevar a cabo

reacciones de PCR para amplificar regiones intercontigs en el genoma de BQ1.

1. Utilizar DNA gendmico extraido de Alicycliphilus sp. BQ1l mediante el método
descrito en la seccidbn 6.3. Para este trabajo se emplearon dos diferentes
polimerasas: Taq DNA polymerase (Thermoscientific™) y Phusion High-Fidelity DNA
Polymerase (Thermoscientific™).

2. Realizar las reacciones de PCR en el termociclador (Applied Biosystems™, Veriti,
Modelo 9902) empleando un volumen total de 10 uL con cantidades de reactivo y
condiciones preestablecidas que han demostrado amplificar genes de Alicycliphilus

sp. BQ1, segun se describe en las Tablas 5,6y 7.

Tabla 5. Cantidades de reactivo para cada reacciéon de PCR con Taq DNA
polymerase y Phusion High-Fidelity DNA Polymerase.

Tag DNA polymerase PhusionPHigh-FideIity DNA
olymerase
Reactivo [Stock] [rxn] [Stock] [rxn]
Taq Buffer 10X 1X
5X Phusion GC Buffer 5X 1X
dNTPs 10 mM 0.2 mM 10 mM 0.2 mM
*Iniciador directo 20 uM 1uM 20 uM 1uM
*Iniciador reverso 20 uM 1uM 20 uM 1uM
MgCl, 25 mM 2.5mM 25 mM 1 mM
DNA molde 362 ng/ uL 90 ng 362 ng/ uL 90 ng
DNA polimerasa 5 U/ uL 0.05 U/ uL 2 U/ uL 0.02 U/ uL
DMSO 100% 10% 100% 10%
H,O c.b.p. 10 pL c.b.p. 10 pL

*Las secuencias son alguna de las parejas de iniciadores de la tabla 4.
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Tabla 6. Condiciones de reaccion de PCR para la Tag DNA polymerase.

Reaccion Temperatura °C | Tiempo | Ciclos
Desnaturalizacion inicial 95 2 min 1
Desnaturalizacion 95 30s
Alineamiento 53-59 30s 40
Extension 72 4 min
Extension final 72 7 min 1

Tabla 7. Condiciones de reaccién para la PCR con la Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase.

Reaccion Temperatura °C Tiempo Ciclos
Desnaturalizacion inicial 98 2 min 1
Desnaturalizacion 98 1 min
Alineamiento 60-65 30s 30
Extensién 72 2.4 min
Extension final 72 7 min 1

3. En caso de que los resultados obtenidos no sean los esperados, se variara la
temperatura de alineamiento y posteriormente la cantidad de cloruro de magnesio,
hasta obtener un amplificado Unico.

4. Purificar y ligar de los amplicones obtenidos para cada par de iniciadores en el
vector de clonacion.

5. Separar mediante electroforesis los amplicones obtenidos por PCR en un gel de
agarosa al 1.5% utilizando 60 V durante 1 h (condiciones controladas por una fuente
de poder, BIO-RAD™). Teiiir el gel con SYBR Safe y visualizar los resultados en un
transiluminador de luz UV (Invitrogen).

6.10 Purificacion de los amplicones obtenidos por PCR

Para obtener los amplicones puros y poder llevar a cabo las reacciones de ligacion al
vector de clonacidn, estos se purifican por columnas utilizando el kit GeneJET™ Gel

Extraction.
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1. Después de visualizar los amplicones en el transiluminador, cortar las bandas
deseadas con una navaja nueva en cada ocasion y colocarlos en un microtubo
estéril de 1.5 mL.

2. Utilizar el kit GeneJET Gel Extraction (Thermoscientific™) para purificar los
amplicones. Los pasos seguidos en el procedimiento se realizan de acuerdo a las
instrucciones del fabricante.

3. Una vez npurificados, realizar la cuantificacion de los productos de PCR
(espectrofotdometro BioDrop a una longitud de onda de 260 nm) y observar la
relacion 260/280, la cual debe ser mayor a 1.8.

6.11 Reaccion de adenilacién al amplicén del GAP 4-2 amplificado por Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase

Debido a que la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase genera amplicones con
extremos romos, se lleva a cabo una reaccién de poliadenilacion del amplicén para asi

poderlo clonar en el vector p GEM®-T Easy.

1. Una vez purificado y cuantificado el amplicon del GAP 4-2, el cual fue producido por
una reaccion de PCR con la enzima Phusion DNA pol; se toman 600 ng del
amplicon y se adiciona Buffer Taq 1X, 2.5 mM MgCl,, 0.2 mM dATP y 1 U de Taq
polimerasa, esta Ultima fue la utilizada para agregar las adeninas.

2. La reaccion se lleva a cabo de acuerdo al procedimiento indicado por el fabricante
de la Phusion High-Fidelity DNA Polymerase (Thermoscientific™) en el apartado de
recomendaciones para clonacion, utilizando la Taq DNA Polimerasa.

3. Al haber completado la reaccién, se purifica el producto de la reaccion utilizando el
kit GeneJET Gel Extraction (Thermoscientific™), de acuerdo a las especificaciones
del fabricante.

6.12 Ligacion de los productos de PCR en el vector pGEM®-T Easy vy

transformacién de células electrocompetentes

Los siguientes pasos consisten en clonar los amplicones obtenidos en el vector
PGEM®-T Easy y transformar E. coli DH5a para la transformacién por electroporacion,

después de esto las células son cultivadas para seleccionarlas transformantes por
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complementacion alfa. De las colonias positivas, se purifica el plasmido mediante el kit
GeneJET Plasmid Miniprep y posteriormente, se verifica que contenga el inserto

deseado.

1. Calcular la relacion de vector: inserto para la ligacion la cual fue de 1:3 molar; para
50 ng de plasmido.

2. Agregar a la reaccion las cantidades de reactivo descritas en la Tabla 8.

Tabla 8. Condiciones de reaccién para la ligacion de los amplicones al
vector pGEM®-T Easy.

Reactivo [StockK] [rxn]
2X Rapid Ligation Buffer 2X 1X
Vector 50 ng/uL 50 ng
Producto de PCR *
T4 DNA Ligasa 3 U/uL 3U
H,O c.b.p. 10 pL

*La cantidad de producto de PCR depende de la relacién molar vector: inserto 1:3.

3. Colocar en la incubadora (Thermoscientific™) durante 1 h a 22 °C las reacciones de
ligacién cuyo tamafio de inserto va de 0.3-1.4 Kb; mientras que para el inserto de
5.7 Kb, la incubacién se lleva a cabo durante 16 h a 4 °C.

4. Emplear la mitad del volumen de ligacién (5 pL) para transformar 200 pL de células
electrocompetentes de E. coli DH5a mediante electroporacion (Apéndice 1).

5. Sembrar 100 y 150 pyL de las células transformadas en cajas con medio LB con
ampicilina (concentracion final de 100 pg/mL), 40 pL de X-Gal al 2% y 4 pL de IPTG
al 20%, para la seleccién de las clonas de interés. Las cajas se colocan en una
incubadora (THELCO™) durante 14 h, a 37 °C.

6. Seleccionar 3 colonias blancas de las cajas de transformantes y realizar la PCR de
colonia para confirmar que contienen el inserto del tamafio de interés para cada
caso.

7. Inocular cada colonia confirmada por PCR en 5 mL de medio LB con ampicilina (100
pg/mL). Posteriormente, colocar en una incubadora a 37 °C y 200 rpm, por 14 h.
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8. Extraer el plasmido utilizando el kit GeneJET Plasmid Miniprep siguiendo las
instrucciones  del fabricante.  Posteriormente, cuantificar el plasmido
(espectrofotdometro BioDrop) a una longitud de onda de 260 nm y observar la
relacion 260/280, la cual debe ser mayor a 1.8.

9. Realizar la PCR utilizando como molde el plasmido extraido (20 ng), siguiendo las
condiciones de PCR anteriormente descritas. Correr una alicuota de 3 pL del
plasmido y 4 uL de cada PCR realizada, en un gel de agarosa al 1% tefiido con
bromuro de etidio y posteriormente visualizar su presencia en el CHEMIDOC (BIO-
RAD), para verificar la presencia y calidad del pldsmido extraido, ademas de
verificar de nuevo la presencia del inserto deseado.

10.Para el plasmido que contiene el inserto de 5.7 Kb, se realiza una digestion
enzimatica con la enzima EcoRI, en la Tabla 9 se muestran las cantidades de

reactivo utilizadas.

Tabla 9. Condiciones de reaccion de la digestion enzimatica con EcoRI
del plasmido.

Reactivo [Stock] [rxn]
Buffer Tango 10X 2X
Plasmido 1ug
EcoRI 5 U/ L 0.2U
H,O c.b.p. 20 pL

11.Colocar las reacciones en una incubadora (THELCO) durante 4 h a 37 °C.

12.Correr en un gel de agarosa al 1% tefiido con bromuro de etidio la reaccién de
digestién enzimatica y visualizar en el CHEMIDOC para verificar la presencia de
inserto.

6.13 Secuenciacion y analisis de secuencias amplificadas del genoma de

Alicycliphilus sp. BQ1

Se comprueba que las secuencias obtenidas sean confiables de acuerdo a los
electroferogramas, para esto se espera que los picos formados por las sefiales de cada

nucledtido no se encimen y la seflal sea Unica. Posteriormente, mediante un
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alineamiento de nucleétidos dentro de cada contig del E15 se ubican las secuencias
amplificadas por PCR.

1. Mandar a secuenciar los plasmidos a la Unidad de Sintesis y Secuenciaciéon de ADN
del Instituto de Biotecnologia (IBT), UNAM, Cuernavaca, Morelos. Utilizar los
iniciadores m13/pUC -40 Forward y m13/pUC Reverse de la lista de iniciadores que
proporciona el IBT para la secuenciacion.

2. Verificar la calidad de las secuencias observando los electroferogramas, utilizando el
programa SnapGene. Localizar la zona comprendida entre los iniciadores usados

para cada reaccion de PCR.

Analizar la ubicacién de las secuencias de Alicycliphilus sp. BQ1l dentro del E15

mediante alineamientos de nucledtidos, utilizando el programa Vector NTI.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

7.1Seleccion del ensamble del genoma de Alicycliphilus sp. BQ1

La cepa BQ1, debido a su actividad enzimatica de tipo esterasa capaz de degradar el
PU podria tener diversas aplicaciones biotecnoldgicas (Oceguera et al., 2007). Es pues
imperativo contar con un ensamble del genoma que sea de facil acceso, en bases de
datos disponibles como el NCBI. Como se explico antes (seccion 3.4), en nuestro grupo
de trabajo se cuenta con dos ensambles de novo del genoma de Alicycliphilus sp. BQ1,
por lo que, es necesario hacer una depuracion para tener un solo bloque de datos sobre

el cual planear los posteriores experimentos.

En este trabajo, se implementd una nueva aproximacion para el andlisis del ensamble
del genoma que serd reportado. Utilizando ambos ensambles, se realizaron
alineamientos de nucleétidos utilizando el programa mummerplot, con el E13 como
referencia (Figura 5). En este alineamiento se aprecian regiones en las cuales las
cadenas de ambos ensambles alinean en la misma direccion (sentido 5’-3’; lineas
verticales y circulos rojos), asi como regiones en las cuales alinean pero en sentido
contrario (lineas verticales y circulos azules). Esto indica que a pesar de que ambos
ensambles poseen ciertas regiones idénticas en el mismo sentido, como en los contigs
9, 3, 8y 1, no son exactamente iguales, por lo cual es necesario contar con otro

ensamble de referencia para comparar.

Con apoyo del Dr. Miguel Angel Cevallos (Centro de Ciencias Gendmicas, UNAM), se
realizd un tercer ensamble de novo del genoma utilizando la informacion de todas las
secuenciaciones realizadas a Alicycliphilus sp. BQ1 y el ensamblador CLC, dicho
ensamble consta de 98 contigs (E98). Se empled la misma estrategia de alineamientos
de secuencias con el programa mummerplot, utilizando el E98 como genoma de
referencia comparandolo con E13 y E15 (Figuras 6 y 7). La comparacion E13 con E98
muestra que ambos ensambles son semejantes en algunas regiones ya que coinciden
los alineamientos de nucleétidos, apreciandose una linea roja que cubre casi por
completo el E13; sin embargo, presenta algunos alineamientos en antisentido y no hay

continuidad en los alineamientos. A diferencia de este, en el alineamiento con E15 y
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E98 (Figura 7), se observan una mayor cantidad de alineamientos en el mismo sentido,
los cuales son menos fragmentados en comparacion con el anterior, ademas de tener

una menor cantidad de alineamientos en sentido contrario (lineas azules).

Por lo tanto, debido a que la similitud entre el E15 con E98 es mayor que la que existe
entre E13 con E98 se decidid elegir al E15 como el ensamble con el que se trabajara
durante este proyecto y que, posteriormente, sera reportado en la base de datos del
GenBank (NCBI).
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Figura 5. Alineamiento del E15 y el E13 usando mummerplot. En la lateral izquierda se encuentran los contigs del
E15, mientras que en la parte inferior se muestran los contigs del E13. Las lineas y circulos rojos muestran alineamiento
de nucleétidos en el mismo sentido, mientras que los azules representan alineamiento en antisentido.
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Figura 6. Alineamiento del E13 y el E98 usando mummerplot. En la lateral izquierda se encuentran los contigs del
E98, mientras que en la parte inferior se muestran los contigs del E13. Las lineas y circulos rojos muestran alineamiento
de nucledtidos en el mismo sentido, mientras que los azules representan alineamiento en antisentido.
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Figura 7. Alineamiento del E15 y el E98 usando mummerplot. En la lateral izquierda se encuentran los contigs del
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7.2 Publicacion del E15 de Alicycliphilus sp. BQ1 en el NCBI

Tras determinar que el E15 es el ensamble mas adecuado para el genoma de
Alicycliphilus sp. BQ1, se realizaron los procedimientos para poder subir al NCBI los
datos de su secuencia (seccion 6.5). El numero de acceso asignado fue
NZ_NKDBO00000000.1. El Ensamble consta de 15 contigs, 69% de GC y 4'676,255 pb
totales. La anotacion del genoma estuvo a cargo del NCBI mediante NCBI Prokaryotic
Genome Annotation Pipeline (programa anotador). Se encontraron 4,372 genes totales,
de los cuales 4,251 codifican proteinas, 55 codifican RNAs y se identificG solo un
operon para rRNA. Es importante sefialar que, antes de que se reportara el ensamble
de BQ1, en la base de datos del NCBI solo se contaba con cuatro genomas reportados
(seccion 3.3), viendo un gran aumento en la cantidad de genomas reportados de este
género después de BQ1, apareciendo ocho nuevas cepas (Tabla 10).

La anotacion del genoma de BQ1 asi como su reporte en el GenBank es un gran
avance en el campo de estudio de esta bacteria. A partir de estos datos se podran
realizar mayores investigaciones tanto bioinformaticas como bioquimicas acerca de las
actividades enzimaticas de esta cepa capaz de actuar sobre el PU. Asimismo, se
podran realizar estudios de gendmica comparativa entre las diferentes especies del
género Alicycliphilus y otros géneros bacterianos implicados en la degradacion de
xenobidticos. La informacion que se obtenga de esos estudios puede ser trasladada al
campo de la biotecnologia para poder plantear alternativas al tratamiento de residuos,
destacando en este caso el del PU.
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Tabla 10. Cepas del género Alicycliphilus reportadas en el NCBI (Agosto, 2018).

Tamafo total . Ao de
Cepas del genoma eT]ISVaerlr%(lae reporte en el
(pb) NCBI
"Alicycliphilus denitrificans K601 5'070,751 Completo 2011
"Alicycliphilus denitrificans BC 4'835,713 Completo 2011
Alicycliphilus sp. B1 7°465,959 Contigs (59) 2015
L : Scaffolds (96)

Alicycliphilus sp. 69-12 4'633,122 Contigs (397) 2016
Alicycliphilus sp. BQ1 4'676,255 Contigs (15) 2017
. : Scaffolds (141)

Alicycliphilus sp. UBA880 3'034,705 Contigs (359) 2017

T : Scaffolds (267)

Alicycliphilus sp. UBA2076 2'271,502 Contigs (420) 2017
T : Scaffolds (108)

Alicycliphilus sp. UBA3448 2'383,256 Contigs (125) 2017
T , Scaffolds (265)

Alicycliphilus sp. UBA4115 2'909,939 Contigs (314) 2017

. : Scaffolds (13)

Alicycliphilus sp. UBA6560 3'475,643 Contigs (15) 2017

. : Scaffolds (244)

Alicycliphilus sp. UBA6761 2'179,381 Contigs (343) 2017

S : Scaffolds (20)

Alicycliphilus sp. UBA7619 4'738,868 Contigs (28) 2017
Alicycliphilus denitrificans CD02 4'671,828 Contigs (52) 2018

* Estas cepas cuentan con plasmidos; K601 tiene el plasmido pALIDE201 (75488 pb);

BC cuenta con dos plasmidos, pALIDEO1 (119718 pb) y pALIDEO2 (78982 pb).

7.3 Posible orden de los contigs del E15 tomando como referencias a

Alicycliphilus denitrificans BC y K601

Al contar con un ensamble a nivel de contigs, no se sabe el orden que estos presentan
en el genoma, por lo cual es importante emplear algin método para encontrar el orden
mas probable y asi poder realizar las PCR que permitan amplificar regiones entre ellos

para tratar de ensamblarlos en un solo cromosoma. Para ello, utilizando como
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referencia los genomas completos de dos cepas de la especie A. denitrificans, cepas
BC y K601 reportadas en la base de datos del NCBI, se llevaron a cabo alineamientos
de nucledtidos para observar las similitudes en el orden de dichas secuencias de
nucleétidos con respecto a Alicycliphilus sp. BQ1, y poder darle un orden a los 15
contigs. Al realizar alineamientos de regiones de las secuencias de cada contig de BQ1
utilizando el programa BLAST, con los genomas de las cepas de referencia BC y K601
de A. denitrificans (seccion 6.6), se obtuvieron dos diferentes arreglos de los contigs de
E15 (Figuras 8 y 9). Los resultados de los alineamientos realizados por BLAST en los
que se muestra la posicion de cada secuencia dentro de los genomas de ambas cepas

de A. denitrificans se encuentran en el Apéndice 2, Tablas A1y A2.

Figura 8. Arreglo gendémico de los contigs del E15 de Alicycliphilus sp. BQ1
basado en el genoma de A. denitrificans BC. Cada flecha representa un contig,
excepto los contigs 1 y 2 que se encuentran divididos en tres partes (A, B 'y C) de
acuerdo a que los genes contenidos en ellos presentan otro orden en el genoma de A.
denitrificans BC.
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Figura 9. Arreglo gendmico de los contigs del E15 de Alicycliphilus sp. BQ1 basado
en el genoma de A. denitrificans K601. Cada flecha representa un contig, excepto los
contigs 1y 2 que se encuentran divididos en cinco partes (A, B, C, D y E) de acuerdo a que
los genes contenidos en ellos presentan otro orden en el genoma de A. denitrificans K601.

Los contigs 11 al 15 no fueron localizados mediante el BLAST, debido quiza a que al
tener tamafnos de 2,100-511 pb no pudieron ser alineados con los genomas de
referencia. En esta comparacion también se observo que los contigs 1 y 2 estan
fragmentados, lo que sugiere un reordenamiento de los genes en BQ1 con respecto a
ambas cepas de A. denitrificans. Las secuencias que no pudieron ser ubicadas en BC y
K601 quiza codifican genes unicos de BQL1.

Cuando se realiz6 la comparacion del orden que presentaron los contigs de E15 en los
genomas de referencia (Figuras 8 y 9), con el orden encontrado utilizando Mauve, se
observé una coincidencia en la continuidad de los contigs 9-3, 8-1, 5-6-10 y 4-2; por lo
qgue, se esperaria que estas regiones estén conservadas y presenten el mismo orden
en Alicycliphilus sp. BQ1 (Figura 10). En el caso de la continuidad entre el contig 3y 8
se observo una region del contig 1 entre ellos, lo cual podria deberse a un rearreglo de
las secuencias de nucleotidos entre las cepas comparadas. Tampoco fue posible

sustentar la continuidad de los contigs 1-5, 10-4, 2-7 y 7-9 detectada con el programa
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Mauve al hacer las comparaciones contra los genomas de K601 y BC. Sin embargo, en
este trabajo se tratara de probar si el orden propuesto por Mauve esta presente en el

genoma de BQ1.

Contig 8

Contig 1

(1,8 Mb)

(34.4 Kb)

Contig 3 Contig 5

(417 Kb) (323 Kb)

Contig 9 Contig 6
(23 Kb) (154 Kb)
Contig 10
(6 Kb)

Contig 2 Contig 4

(1.4 Mb) (353 Kb)

Figura 10. Posible orden de los contigs predicho por Mauve. Los contigs unidos con
lineas negras indican que las evidencias obtenidas por alineamientos realizados por BLAST
con los genomas de A. denitrificans BC y K601 apoyan esta organizacion. Entre paréntesis
se colocaron los tamafios de cada uno.

Con base en la estrategia propuesta, se realizaran las PCR para amplificar las regiones
intercontigs, secuenciar los amplicones resultantes, confirmar el orden de estos y
agregar las secuencias faltantes al ensamble del genoma, verificando los resultados
bioinforméticos. Para ello era necesario tener una aproximacién de la longitud de las
regiones a amplificar, a partir de la posicion de los extremos de cada contig en los
genomas conocidos, para lo cual se tomaron los 1,000 nt de principio y fin de cada
contig que se propone esta contiguo y se compararon con los genomas de BC y K601.
Solo fue posible encontrar alineamientos entre los contigs 4 y 2. En todos los demas
casos esta longitud no se pudo estimar. Los ultimos 1,000 nt de la secuencia final del

contig 4 y los 1,000 nt de la inicial del contig 2 se encontraron en los genomas de A.
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denitrificans K601 y BC con porcentajes de similitud de 96.3% para la secuencia del

contig 4 y 95% en la del contig 2 para ambos genomas (Figura 11).

A Segmento que contiene rRNA en BC

Inicio C2

934] 540 350 980 a70 380 930 lood 1010 1020 1030 1040

FINC4 | 934 TTTGCCCARAGCAAAGCGCCCCCCAGTGCGTCTGCACAGGGGEGCGETITGGGCTGTAAGAGCCTGR
934 TTTGCCCRARAGCARRGCGCCCCCCTGTGCATATGCACAGEGEGECETITTGGECTGTARGAGCCTGACGATGACCTACTTICACACGGGRAACCCGCACTATCATCGGCGCGR
IMICID C2

1

[ e570[ 6570 G580 £590 6600 G610 G620 G630 6640 G650 8660 G670 &6

1 ARACCACCGCACRACTCGCARGGAGGEE. TTTICTTTCCTTCTCGCCGCARCCATCARGTTCCGGTTGGGAACTGGCTT

FIM C4 | 1001
C w 6570] CTTCAGCGGAGCCTTGGAGTATACATCGGTTTTGAACCGCCTGACCACTC-CARGCRAAGGARATTTCTTTCCT CCCCACCGCAGCCACCARGTCCCGTCTGEEAACTGGCTT
IMICIO C2

Figura 11. Alineamientos de los extremos del contig 4 y 2 del E15 con el operén
rRNA de A. denitrificans BC. A) representacion grafica de las regiones en las cuales
se llevd a cabo el alineamiento de nucleétidos. B) Alineamiento entre el extremo final
del contig 4 y un extremo flanqueante del operén de rRNA de A. denitrificans BC. C)
Alineamiento entre el extremo inicial del contig 2 y un extremo flanqueante del operén
de rRNA de A. denitrificans BC. Las zonas donde no se presentan alineamientos
corresponden a la secuencia del operén de rRNA. Se obtuvieron resultados similares
con A. denitrificans K601.

Entre estas dos secuencias encontradas en ambas cepas de A. denitrificans BC y K601
se localizan 5,698 pb que codifican el operon de rRNA que contiene los genes: 5S
rRNA, 23S rRNA, t-RNA-ala, t-RNA-ile y 16S RNA. Por lo que se supondria que en la
region intercontigs 4-2 se encuentre este operon. Se ha reportado que las cepas BC y
K601 cuentan con tres copias de este operdn. Sin embargo, cada operon esta
flanqueado por distintos genes. El operén de rRNA con los genes flanqueantes
detectados en el contig 4 y el contig 2 de BQ1 fueron identificados entre los nucleotidos
3'138,630 y 3'144,328 de A. denitrificans BC, mientras que para K601 la secuencia va
del 1°500,125 hasta el 1°’505,823. En el E15 de BQ1, una copia del operén de rRNA se
localiza en el contig 2, a mas de 1.1 Mb de los 1,000 nt finales que se utilizaron para
este analisis. Esta copia del operon rRNA esta flanqueado por genes diferentes que los
gue tiene la copia que se predice se encuentra entre los contigs 4 y 2. Esta copia esta
localizada entre los nucledtidos 4°277,568 y 4'283,266 en la cepa BC, mientras que en

K601 se ubica del nucleotido 4'657,978 al 4'663,676. Esto sugiere que, si efectivamente

55



la region intercontigs 4-2 tuviera estos genes, serian una copia de los ya identificados
en el contig 2, lo cual seria algo semejante de lo observado en A. denitrificans BC. Por
otro lado, también se buscé la secuencia del operon de rRNA en los contigs 11-15y no

se encontro.
7.4 Curacion del E15 de Alicycliphilus sp. BQ1

Los resultados arrojados al realizar el alineamiento con mummerplot utilizando el E15y
el E13 (Figura 5), mostraron ciertas regiones de similitud entre ambos ensambles. Esta
situacién permitié identificar algunas regiones no existentes en E15 pero presentes en
E13. Utilizando el programa Vector NTI se realizaron alineamientos que ayudaron a
afiadir en algunos casos nuevas secuencias de nucleétidos a algunos contigs y en otros
se logré6 ensamblar dos contigs del E15 junto con nucleétidos del E13. Una de las
regiones identificadas se localiza justo antes del contig 3, ya que parte de sus
secuencias se encuentran ensambladas en el contig 1 del E13. La secuencia consiste

en 128 nt localizados antes del inicio del contig 3 (Figura 12).

( CCCCCTGTGGCTGCGCCTGTGGCGGGGCGGTTGCGGGGTGAGCATGGGCGTC
GAAGCGCCCATGCTTCGTGGTCTGACTCGCCGCGGTTGTTCGAACGGAGCTG
CGCAGCAGCGCAGTGAGTTCTGCG

Figura 12. Secuencia ensamblada en el contig 3. Secuencia de 128 nt perteneciente al
contig 1 del E13 ensamblada en al inicio del contig 3 del E15.

También, se encontraron secuencias del contig 9 del E15 dentro del contig 1 del E13,
de la misma forma, se pudieron agregar secuencias a los contigs 6 y 11 del E15. Las
secuencias agregadas fueron encontradas en el contig 2 del E13. En el caso del contig
6 se agregaron 392 nt inmediatamente después del final de este (Figura 13). Mientras,
para el contig 11 se agregaron 516 pb antes del inicio de este (Figura 14). Aunque
estos analisis permitieron afadir algunas secuencias a ciertos contigs, no se ha

conseguido eliminar regiones intercontigs dentro del E15. Sin embargo, agregar estas
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secuencias servird para identificarlas en los amplicones que se logren obtener y
secuenciar en este trabajo, ayudando a la identificacion de secuencias.

(TACGCCGGCCACGGGCGCGGGCAGGGCGGGGTAGGCGCGCGCGGGCTCGCCGGTCTCGGTGAAGTCCTGCGCGA
TCGCGCCGTCGAGCACCCAGGCCTCCCAGCCCATCTGCGCGAGCCAGGATGCGGTCATGTTCGCGCGCACGLCG
TCGTCGTCCGCCAGCACGATGCGCGCGCCGCGCACGGGCGCGGCGTGGTCCGTCTCCTGCACGAGCTGGCCGLC
CGCGCAGTGGCGAAAGCCCGGCAGGTGGCCGGCGGCGTATTCCTCGGGGGTGCGCACGTCGAAGCGGTAGGTGG
TGCGCCCGCCCTCGGCCGCGAAGCGCCGCAGGTCGGLCCGGCGTGGCGCGGLGCCCCCCCGCGCGGTCGGCCALG
GTCGCGGGCGCGCGCGGCGCCT

Figura 13. Secuencia ensamblada en el contig 6. Secuencia de 392 nt perteneciente al
contig 2 del E13 ensamblada en al final del contig 6 del E15.

]

{GCCACGGCGCGGGCGCGCGCGGCGGCCTGCGCGCGCAGGGCGCGTCGCGGCGGGCGCGCGGCGGCTCGCGCC&
TGGTCCAGCCGCTGGCCCGCCAGCAGCCAGCCGATGGTGCCGTTGCGCAGCGCGGTGACGCGGTTGGGCAGGL
CCGCGTTCACGAGCGACTGCGTGCCGACGATGCTGCGCGTGCGCCCCGCGCAGTTGACCACGATGTGCGTGGC
GGGGCTGGGCGCCAGCGCCTGCGCGCGCAGCACCAGCTCGGCGCCGGGCACGCTCACGGCGGTGGGGATGCTC
ATGGTCTGGTACTCGTCCCAGCGGCGCGCGTCCAGCACGACCACGTCGGCGCCCGCGTCGATGAGCGCCCGLCA
CCTCCTCGGCGGGCAGCGAGGGCGTGTGGCGCTCGGCCTCCAGCCATTCGCCGAAGGCCTTGCTGGGCACGTT
CACGTCGATGAACAGCTCCAGGCCCGCGCTCTTCCAGCCCCGCAGGCCGCCGGCCAGCAGGTGCACGCGCGTG
TAGCC

Figura 14. Secuencia ensamblada en el contig 11. Secuencia de 516 nt perteneciente al
contig 2 del E13 ensamblada al inicio del contig 11 del E15.

Un caso especial fue la union del contig 5 con el 12 del E15. Los alineamientos de
secuencias entre ensambles, usando el contig 2 del E13 y los contigs 5y 12 del E15,
demostraron que realmente no faltaba ninguna secuencia entre ambos contigs, sino
gue habia una diferencia de 7 nt intercalados entre los primeros 41 nt del inicio del
contig 12 con respecto a las secuencias correspondientes del contig 5 del E15 y la
secuencia del contig 2 del E13. La region que abarcaban estos nucleétidos se
encontraba distribuida en 29 nt consecutivos, logrando ensamblar una sola secuencia

entre ambos contigs (Figura 15).
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5 12

\

{AGGCCGTGGGCGCGCTGCAGCGGCGCGCG\

Figura 15. Secuencia traslapada entre el contig 5y 12. Ensamble de los contigs 5y 12
del E15 con base en un traslape de secuencias entre sus extremos.

Adicionalmente, se logré la union de dos contigs del E15, el contig 11 con el 10. Esto
fue posible al identificar una secuencia de 191 nt en el contig 2 del E13, que
correspondia al final del contig 11 y al inicio del contig 10 (Figura 16). Un logro adicional
al disminuir el nimero de contigs del ensamble es que se pudo asignar ubicacion al

contig 11, ya que este no pudo ser colocado por Mauve en orden dentro del ensamble.

10

kTCGCGGCGCTCACCCAGGTGTGGCCCAACAAGCCCGCGGGCTTCACCGAATGGGCCT\
ATACCGCCGAGTTCGCGGCCGGCGCCGCCGCCGETGGCGCTGCTGCTGGCGGCGCTGGL
GCTCGCGCCGCGCACGGCGCGCCCGCTGGCCGCGCTGCGCGAACGGCTGCGGCCCGLG
GGGCCGTGGCTGGTGGC

Figura 16. Secuencia ensamblada intercontigs 11-10. Secuencia de 191 nt
perteneciente al contig 2 del E13 ensamblada en al final del contig 11 y al inicio del contig 3
del E15, formando un nuevo contig.

Para finalizar, se lograron determinar las secuencias faltantes entre los contigs 1 y 8.
Previamente, en nuestro laboratorio se habia logrado amplificar un fragmento de 1,800
pb empleando primers disefiados para el final contig 8 y el inicio del contig 1. Para
secuenciar este fragmento se clon6 en pBS en el sitio Pstl para lo cual se digiri6 este
fragmento con esa enzima de restriccion. Desafortunadamente, el fragmento fue
digerido en una zona intermedia generando dos fragmentos los cuales fueron
denominados fragmento A, de 849 pb y fragmento B de 655 pb. Esos fragmentos fueron
secuenciados y comparados con los genomas de A. denitrificans BC y K601,
encontrando que para ambas comparaciones, faltaban dos pequefias regiones de 121y

276 pb entre el contig 8 y el fragmento B y entre el fragmento B y el fragmento A,
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respectivamente (Bautista Alcantara, 2015). Las secuencias de los fragmentos A y B
fueron localizadas en el contig 1 del E13, lo que permitié identificar las secuencias
faltantes con tamafios de 120 y 96 pb las cuales se habian predicho ser de 121 y 276
pb, respectivamente (Figura 17). La falta de coincidencia entre el tamafio encontrado
del segundo fragmento (96 pb), y el tamafo predicho (276 pb) puede ser debida a que
los 180 pb faltantes no se encuentran en BQ1, pero si en BC y K601, o bien a que esa

lll»

ATGCTCGCCCGCCCCGAG\ CTGCAGCCGTCCGATG
CTGGAGCAGCTCGCGCAG ' ¢cGCAGCAGGGCGCGCG
CGCGTCATCGCGCGCTAC (GGCGCCGTGCTGCGC
CACCTGCAGGCGCTGGGC  aeCTCCACGGCGCCA
CCGGAGGAGACGCGCCAG  7GeCCACGCTCGCAGEG
TACATCGCCCACCGCCTG CcGTGGACGGCGCCACGE
GCCGTGGCCGGG

region es un faltante en el E13.

Figura 17. Secuencia ensamblada intercontigs 1-8. En el contig 1 del E13 se logré
identificar la region faltante entre el final del contig 8 del E15 y el inicio del fragmento B.
Entre el fragmento B y el fragmento A se identific6 una secuencia de 96 nt localizada
también en el contig 1 del E13. En este contig de E13 también fue posible identificar final
del fragmento Ay el inicio del contig 1 del E15 contiguos. Los contig 8 y 1 se ensamblaron
en uno solo.

Para comprobar si estas secuencias se encuentran también en los genomas de A.
denitrificans BC y K601 se llevé a cabo un BLAST, ya que en trabajos anteriores se
comprobd que la region intercontigs entre 8 y 1 se conserva en estas (Bautista
Alcéntara, 2015). La secuencia de 120 nt comprendida entre el contig 8 y el fragmento
B fue ubicada entre los nucleétidos 528,759 y 528,640 en K601, la cual, en BC,
comprende al segmento del nucleétido 579,570 al 579,451. La secuencia de 96 nt entre
el fragmento B y el fragmento A fue ubicada entre los nucleétidos 529,490 y 529,396 en
K601, la cual, en BC, comprende al segmento del nucleétido 580,301 al 580,207.

Se logro respaldar con los datos del analisis bioinformatico, la unién de los contigs 8

conel 1, el 5con el 12 y el 11 con el 10. Ademas, se agregaron secuencias a los
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contigs 3, 6 y 11, con lo que se logré reducir el nUmero de contigs a 12. Solo los contigs
13, 14 y 15 siguen sin tener una ubicacién asignada dentro del genoma de BQ1.

7.5Analisis de los amplicones intercontigs

Debido a que empleando métodos de secuenciacion masiva de diferentes tipos no fue
posible ensamblar el genoma de BQ1 en un solo cromosoma, se decidid emplear la
técnica de PCR para tratar de amplificar las regiones desconocidas entre los contigs
para posteriormente clonarlas y secuenciarlas por el método de Sanger. Para ello, se
disefiaron iniciadores para cada una de las regiones intercontigs (secciéon 6.8) de
acuerdo al orden identificado bioinforméaticamente por Mauve (Figura 10), que sugirio el
orden de contigs 5-6-10-4-2-7-9-3-8-1-5. Es importante recordar que al comparar por
BLAST este orden propuesto contra los genomas de BC y K601 se observaron
evidencias a favor de la continuidad de los contigs 9 con 3,8 con 1, 5con 6, 6 con 10y
4 con 2.

En las reacciones de PCR se probaron distintas condiciones de amplificacién
considerando que debido a que el contenido de GC del genoma de Alicycliphilus sp.
BQ1 es del 69%, era necesario agregar 10% de DMSO, con lo que se logra que la
temperatura de fusioén del complejo iniciador-molde disminuya significativamente. A las
reacciones y amplicones que se obtengan se les nombrara de acuerdo a la region que
se esta amplificado, por ejemplo a la banda producida por iniciadores que unen el
contig 9 con el 3 se le llamara GAP9-3 y asi para cada region. Las secuencias y
nombres de cada par de iniciadores se encuentran en la tabla 4, en la seccion 6.8. Se
probaron temperaturas de alineamiento de 53 a 59 °C en las reacciones con los pares
de iniciadores J10Fout-J4Rout (GAP10-4), J1Fout-J5Rout (GAP1-5), J2Fout-J7Rout
(GAP2-7) y no se obtuvieron bandas de amplificacién (Figura 18-1, 17-2, 17-3). Para el
par J7Fout-J9Rout (GAP7-9) se observaron bandas tenues a la temperatura de
alineamiento mas baja, probablemente inespecificas, pues desaparecieron al aumentar
la temperatura de alineamiento (Figura 18-4). Por lo tanto, no se continu¢ trabajando
con el andlisis de estas cuatro regiones intercontigs. La ausencia de amplicones en los

cuatro casos descritos puede deberse a que estos contigs no se encuentran contiguos
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0 a que la region entre los distintos contigs es muy grande y la PCR no puede

amplificarla.

Lambda 1 2 Lambda 3 4

Hindlll+ Hirdlll+
A B C De&r A B C D A B C D

Kh

1.2 1.2

5.1
20

0.9
0.6

0.9
0.6

7 Lambda
HirdllH
D Ecorr

Kb
8l
20

0.9
0.6

Figura 18. PCRs para amplificar las regiones intercontigs. 1) GAP10-4, 2) GAP1-
5, 3) GAP2-7, 4) GAP7-9, 5) GAP9-3, 6) GAP3-8, 7) GAP5-6, 8) GAP6-10 y 9) GAP4-
2. Se probaron diferentes temperaturas de alineamiento: A) 53 °C, B) 55 °C, C) 57 °C
y D) 59 °C. E) En el control de PCR se sustituyé el DNA molde por agua. Gel de
agarosa al 1.5%. En cada carril se cargaron 4 pL de la reaccién de PCR.
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En el caso del GAP9-3 se obtuvo una banda muy tenue pero Unica (Figura 18-5), en los
casos de GAP5-6 (Figura 18-7) y el GAP4-2 (Figura 18-9) se observo la desaparicion de
bandas inespecificas y la persistencia de una. Para los casos de los GAP3-8 (Figura 18-
6) y GAP6-10 (Figura 18-8) se observaron varias bandas inespecificas. Para todos
estos casos, se probaron diferentes condiciones para las reacciones de PCR, con el
objetivo de mejorar su desempefio y lograr amplificar una sola banda.

Debido a que se espera un buen rendimiento de la reaccion asi como obtener bandas
Unicas al usar cada par de iniciadores, todas las reacciones de PCR en las cuales se
obtuvieron amplificados fueron ajustadas experimentalmente probando diferentes
concentraciones de MgCl, en cada reaccién. Esto se analiz debido a que el Mg** se
une a dNTPs, iniciadores y DNA molde, disminuyendo su concentracion lo cual puede
afectar la polimerizacién ya que la DNA polimerasa requiere Mg®* para su correcta
actividad. Las cantidades seleccionadas fueron concentraciones de 1.5 a 4 mM, ya que
son las Optimas para que trabaje la Tag DNA Polimerasa; resultando idoneas 1.5 mM
para los GAPs 5-6 y 9-3; 2.5 mM para los GAPs 6-10 y 3-8; y de 4 mM para el GAP4-2.

Los resultados finales de estos ajustes fueron amplicones de diversos tamafios. Para el
GAP5-6 de aproximadamente 300 pb (Figura 19, 2A); para el GAP9-3 de 500 pb
aproximadamente (Figura 19, 4A), para el GAP3-8 de 800 pb (Figura 19, 5B) y para el
GAP6-10 se observaron dos bandas cercanas a 1400 pb muy intensas que se
analizaron por igual (amplicbn GAP6-10S y amplicon GAP6-10l) (Figura 19, 1C). Para el
GAP4-2, el tamafio fue mayor a 5.1 Kb (Figura 19, 3D), coincidiendo con el tamafo
esperado bioinforméaticamente (5,698 pb), para los genes ribosomales predichos en ese

segmento de acuerdo a lo descrito previamente.
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Figura 19. Ajuste experimental de las PCRs para amplificar las regiones
intercontigs. 1) GAP6-10, 2) GAP5-6, 3) GAP4-2, 4) GAP9-3 y 5) GAP3-8. Se
probaron diferentes concentraciones de MgCl,: A) 1.5 mM, B) 2.5 mM, C) 3.5 mM y D)
4 mM. E) En el control de PCR se sustituy6é el DNA molde por agua. Gel de agarosa al
1.5%. En cada carril se cargaron 4 uL de la reaccion de PCR.

A pesar de obtener un solo amplificado con Tag DNA polimerasa, se optd por usar la
enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, debido a que puede amplificar
facilmente fragmentos de DNA de hasta 7.5 Kb, ademas de tener una mayor fidelidad
con una tasa de error 50 veces menor que la de la Tag DNA polimerasa (Phusion High-
Fidelity DNA Polymerase, 2016).

En la Figura 20, se muestran los resultados de PCR con la enzima Phusion, al utilizar
diferentes temperaturas de alineamiento. Al final no se realizaron mas cambios en las
condiciones de PCR y se utilizo la temperatura de alineamiento de 65 °C, ya que se
producia una mayor cantidad de amplicon y esa misma banda se generaba en

reacciones con ambas polimerasas. Posteriormente, este amplicon se purifico y se llevo

63



a cabo una reaccion de adicion de adeninas sobresalientes (seccion 6.9) para poder
llevar a cabo la clonacion en el vector pPGEM®-T Easy como con los demés amplicones.

Lambda
Hndlll+

EoRf B0 61 62 63 64 65

Figura 20. PCR del GAP4-2 utilizando la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polymerase.
Se probaron diferentes temperaturas de alineamiento, expresadas en °C, mostradas en la
parte superior de cada carril. Gel de agarosa al 1%. En cada carril se cargaron 4 uL de la
reaccion de PCR.

Se lograron obtener bandas Unicas para las regiones intercontigs 5-6, 4-2, 9-3y 3-8. En
el caso de la region entre los contigs 6-10 se obtuvieron dos bandas que no
desaparecen al variar las condiciones de la PCR por lo cual ambas fueron analizadas.
Todos los amplicones fueron clonados en el vector pGEM®-T Easy y secuenciados
para determinar si corresponden a las regiones intercontigs, con lo que se lograria asi

disminuir el nUmero de contigs y acercarnos un poco mas a cerrar el genoma de BQ1.
7.6 Analisis de los amplicones secuenciados de BQ1

Los amplicones intercontigs obtenidos por PCR, usando los diferentes pares de
iniciadores, fueron purificados usando el kit GeneJET™ Gel Extraction para ligarlos al
vector de clonacion pGEM®-T Easy. Este vector fue seleccionado debido a que facilita
la ligacion de amplicones obtenidos al utilizar la Taq DNA polimerasa. Estos amplicones
poseen al final una adenina agregada por la Tag DNA Polymerase, lo que permite ligar
el amplicon al vector pGEM®-T Easy linealizado, gracias a que cuenta con una timidina
3'-terminal en ambos extremos (pGEM®-T Easy Vector Systems, 2015). Los plasmidos
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con cada inserto clonado fueron secuenciados con iniciadores cuyas secuencias con
las que alinean se encuentran fuera del amplicon ligado, para obtener una lectura
completa de las sefiales pertenecientes al producto ligado. Los iniciadores empleados
fueron m13/pUC -40 Forward (iniciador directo) y m13/pUC Reverse (iniciador reverso).
Por su tamafo, los amplicones GAP5-6 y GAP9-3 fueron secuenciados solo con el
iniciador m13/pUC -40 Forward, mientras que para los amplicones con un tamafio

mayor a 700 pb se utilizaron ambos iniciadores para secuenciarlos.

El analisis de secuencias comenzd con la depuracibn de cada uno de los
electroferogramas, buscando la region correspondiente a los iniciadores utilizados en
cada reaccion de PCR y revisando que las sefiales (picos en el electroferograma) de
cada nucledtido fueran definidas, utilizando el programa SnapGene. Posteriormente, se
realizaron alineamientos de secuencias con el programa Vector NTI con el objeto de
ubicar cada amplicon secuenciado en el E15. En los casos en los que la longitud del
amplicon (GAP3-8 y GAP6-10I) requirid6 emplear los dos iniciadores, directo y reverso,
los resultados de las secuenciaciones fue posible ensamblarlos en una sola secuencia.
Todos los resultados de los electroferogramas pueden ser consultados en el Apéndice
3.

Todos los amplicones clonados, secuenciados y analizados resultaron inespecificos
para la regibn que se pretendia amplificar (Tabla 11). Las causas de estas
amplificaciones inespecificas pueden ser variadas, como una baja temperatura de
alineamiento, una cantidad inadecuada de MgCl, que pudieron permitir la unién de los

iniciadores a secuencias no especificas, generando amplicones inesperados.
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Tabla 11. Analisis de las secuencias de los amplicones.

Amplicén | Tamafio | Ubicacion % I Posicién en el conti
intercontig (pb) en el E15 g
GAP9-3 543 Contig 1 98.8% 389,948-390,490

GAP3-8 813 Contig 1 99.2% 1°079,528-1°080,340
GAP5-6 362 Contig 6 99.0% 46,861-47,222
GAP6-10S 593°% Contig 1 99.0% 1°339,350-1°339,942
GAP6-10I 1,415 Contig 1 99.6% 482,183-483,597
b
(Clcj)ﬁzi i/FZ) 883 Contig 1 99.2% 1°129,082-1°129,964
(C?(ﬁ‘]Tizsz) 835 Contig 1 99.4% 1°133,054-1°133,888
?CAIE:;'; 217 Contig5 | 86.6% 42,781-42,997
GAP4-2R 804 Contig 5 99.4% 38,329-39,132
(Clona 3)

% El tamafio del amplicdn corresponde a la secuencia con un solo iniciador pues con el otro no
se logro obtener secuencia.

® Para analizar el GAP4-2 se tomaron 3 colonias transformantes. Las clonas 1 y 2
correspondieron al mismo amplicén, no asi la clona 3.

Todos los amplicones secuenciados fueron ubicados en el genoma de BQ1, es decir en
ningun caso correspondieron a secuencias no incluidas en el ensamble. Debido a que
todos los amplicones resultaron ser inespecificos, un nuevo disefio de pares de
iniciadores de mayor longitud, con temperaturas de alineamiento mayores a las
utilizadas en este trabajo, asi como probar diferentes DNA polimerasas podrian ayudar

a amplificar las regiones intercontig faltantes.

Las contribuciones de este proyecto fueron la seleccién de un ensamble del genoma de
Alicycliphilus sp. BQ1, el cual fue reportado en el GenBank, logrando tener la
informacion de su secuencia, asi como la anotacibn de todos sus genes para
posteriores investigaciones para tratar de identificar las actividades enzimaticas
responsables de la degradaciéon del PU. Se logré mejorar el ensamble, reduciéndolo de
15 contigs a 12 contigs, logrando ubicar y ensamblar a los contigs 11 y 12 junto a los

contigs 10 y 5 respectivamente. Asimismo, se logré unir los contigs 1 y 8 en uno solo.
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Las 5,698 pb de la secuencia entre los contigs 2 y 4 no pudieron ser confirmadas
bioinforméaticamente, por lo que no se pueden afadir al tamafio del genoma. Sin
embargo, esta propuesta es susceptible de ser probada en un futuro experimento
disefiando iniciadores especificos para amplificar por PCR esa region, confirmando asi
su presencia en esa region del genoma de BQ1. Por otro lado, las secuencias que
fueron adicionadas a los contigs del E15 analizando el E13 (2,712 nt), son secuencias
que no fueron identificadas en ninguno de los contigs del E15, por lo que seran
agregadas al tamafio del genoma, que inicialmente era de 4'676,255 pb, quedando en
4'678,967 pb. Por ultimo, se muestra una representacion final de los nuevos contigs
obtenidos en este trabajo, a los que se les agregaron secuencias y los que permanecen

iguales (Figura 21).

Contig 8-Contig 1

(34.4 Kb) + 1.6 Kb + (1.8 Mb)

Contig 3 Contig 5-Contig 12
(417 Kb) +0.1 Kb (323 Kb) + (0.7 Kb)
Contig 9 Contig 6
(23 Kb) (154 Kb) + 0.4 Kb

Contig 11-Contig 10
0.5 Kb + (2.1 Kb) + 0.2 Kb + (6 Kb)

Contig 2 Contig 4

(1.4 Mb) (353 Kb)

Figura 21. Orden del nuevo ensamble de Alicycliphilus sp. BQ1 propuesto a partir del
analisis realizado en este trabajo. Cada rectangulo representa un contig, los nameros
entre paréntesis indican los tamafos iniciales de cada contig, los nimeros sin paréntesis
representan las secuencias que se pudieron adicionar a partir de este trabajo. Se incluye la
regiéon que se propone existe entre los contigs 4 y 2 correspondiente a un operén de rRNA.
No se incluyen los contigs 13, 14 y 15 ya que adn no se conoce la posicion que ocupan en
el ensamble.
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8. CONCLUSIONES

El ensamble de 15 contigs de Alicycliphilus sp. BQ1 fue reportado en la base de datos
del GenBank.

Se logro obtener un ensamble del genoma de Alicycliphilus sp. BQ1 que consta de 12
contigs, 69% de GC y 4.6 Mb totales.

Mediante diversas herramientas bioinformaticas como el programa Mauve y los
alineamientos de secuencias usando como referencia cepas de Alicycliphilus
denitrificans, se logré proponer un orden posible para los contigs: 8, 1, 5, 6, 10, 4, 2, 7,
9 y 3. Se lograron unir bioinformaticamente el contig 8 con el 1, el 5 con el 12 y el 11
con el 10, ademas se agregaron secuencias a los contigs 3, 6 y 11, con lo que se logro

reducir el nimero de contigs a 12.

Asimismo, debido a que otras cepas del género Alicycliphilus tienen mas de una copia
de los genes ribosomales y en BQ1 solo se encontrdé una, los resultados sugieren que
la regién faltante entre el contig 4 y 2 podria corresponder a una copia de estos genes
debido a la semejanza de secuencia que hay entre los extremos final e inicial
respectivamente de estos contigs y las regiones que rodean estos genes en A.

denitrificans.

Todos los amplificados obtenidos por PCR resultaron ser inespecificos con respecto a
la secuencia para la cual fueron disefiados. Lo anterior puede deberse al porcentaje de
GC total del genoma del 69%, lo cual complicaria la amplificacion de ciertas regiones.
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9. PERSPECTIVAS

Disefiar nuevos iniciadores para cada extremo de los nuevos contigs, con una mayor
longitud y temperaturas de alineamiento mayores a las utilizadas en este proyecto, para

asi favorecer la especificidad de estos.

Utilizar nuevamente todas las secuenciaciones realizadas e intentar usar nuevos
ensambladores de genomas para seguir curando el ensamble del genoma utilizando el
mismo método realizado en este trabajo, para con ello reducir ain mas el nimero de
contigs y obtener mas informacion acerca de los genes y regiones reguladoras del

genoma de Alicycliphilus sp. BQ1.

Debido a su importancia ambiental con respecto a la degradacion del PU, realizar
trabajos de gendémica comparativa con respecto a otras cepas del mismo género para
plantear cuales genes presentes en BQ1 pueden ser los responsables de su actividad
degradativa sobre el poliuretano.

Identificando algunos genes que pudieran estar implicados en la degradacion del PU,
se podrian clonar para producir proteina recombinante, con el fin de montar un proceso

alternativo en el tratamiento de residuos del PU.
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APENDICE 1

Metodologias complementarias, medios de cultivo, soluciones y reactivos

Protocolo de transformacion de E. coli por electroporacién

1.

Colocar en hielo 40 uL de células competentes en microtubos de 1.5 mL y las celdas

para electroporar estériles (BIO-RAD).

. Calentar el medio SOC a 37 °C en un bafo de agua (Precision Scientific) (1 tubo con

1 mL por cada tubo de células que se transformaran).

. Agregar 25 ng del plasmido que se desea introducir en las bacterias competentes a

cada tubo de bacterias. Incubar tubos de células en hielo durante 1 min.

. Colocar la mezcla DNA + células en la celda de electroporacion y verificar que no se

formen burbujas. Limpiar la humedad de la celda, colocar en el electroporador (BIO-

RAD) y generar el pulso a 2.00 KV.

. Sacar la celda de electroporacion y agregar 1.0 mL de medio SOC a 37 °C.

Resuspender suavemente con micropipeta.

. Colocar en un microtubo de 1.5 mL y colocar en una incubadora (Thermo Scientific)

durante 2 ha 37 °C a 210 rpm.

Preparacién de células competentes de E. coli DH5a

1.

Inocular una colonia aislada de DH5a de un agar fresco en un matraz que contiene

50 mL de medio LB. Cultivar por una noche a 37°C con agitacion (250 rpm).

. Inocular dos alicuotas de 500 mL de medio LB en frascos separados (matraces de 2

L) con 25 mL del cultivo por una noche.

. Incubar los matraces a 37°C, con agitacién, 300 ciclos (250 rpm). Medir la densidad

Optica a 600 nm cada 20 min hasta 0.35-0.4 (alrededor de 25 h).

. Colocar los matraces en hielo por 15-30 min. (Agitando los matraces para que el frio

se distribuya). Se van colocando los tubos de centrifuga en hielo para mantenerlos
frios. Transferir cultivos a botellas frias. Cosechar células por centrifugacién (2500

rpm por 20 min a 4°C).
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9.

. Decantar sobrenadante y resuspender el pellet con 500 mL de agua fria. Cosechar

células por centrifugacion a 2500 rpm durante 20 min a 4°C. Decantar el

sobrenadante y resuspender el pellet en 250 mL de glicerol al 10 % v/v.

. Cosechar células por centrifugacion a 2500 rpm durante 20 min a 4°C. Decantar

sobrenadante y resuspender el pellet en 10 mL de glicerol al 10 % v/v (decantar

cuidadosamente, las células se adhieren poco en glicerol).

. Cosechar células por centrifugacion a 2500 rpm durante 20 min a 4°C. Decantar

sobrenadante en su totalidad usando micropipeta para remover el buffer.

Resuspender en 1 mL de GYT frio.

. Medir la D.O. a 600 nm de una dilucién 1:100. Diluir la suspension hasta una

concentracion 2x10%°- 3x10 (1.0 D.O. a 600 nm= 2.5x108 células/mL) con medio GYT
frio.

Almacenar a -70°C en alicuotas de 40 L.

Medio LB. Composicién por litro

Peptona 10.0g9
Extracto de levadura 50¢g
NacCl 10.0g
1. Disolver todos los componente en el orden que se indica en 700 mL de agua

desionizada. Cuando la solucion esté totalmente cristalina, ajustar a pH7 y aforar

hasta un volumen final de un litro.

. En caso de requerir medio sélido, se agregan 16 g de agar.

3. Esterilizar por autoclave a 120°C/15 minutos.

Las placas de LB sélido se preparan vertiendo el medio ya estéril y caliente sobre
cajas Petri estériles desechables. Se deja enfriar y solidificar el medio por 20-30

minutos.

Nota: El medio LB convencional fue modificado ya que se adiciono el doble de sal para

reducir la probabilidad de contaminacion ambiental.
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Medio SOC. Composicién por litro

Triptona 2009
Extracto de levadura 50¢g
NacCl 05¢g
1. Disolver en 950 mL de agua desionizada los siguientes componentes.

4.

Afadir 10 mL de solucién de KCI 250 mM. Ajustar pH a 7.0 con NaOH 5N y
esterilizar por autoclave a 120°C por 20 minutos.

Antes de utilizarla, afiadir 5 mL de una solucion estéril de MgCl, 2M (esterilizada
también por autoclave a 120°C por 20 minutos) y 20 mL de una solucion de glucosa
1M, esterilizada por filtracion con membrana de poro de 0.22 uM (Millipore ™).

Finalmente, ajustar el volumen final a 1L con agua desionizada estéril.

Aislamiento de DNA gendmico

Solucién amortiguadora TE

Tris-HCI 10 mM pH= 8.0 1mL
EDTA 10 mM 2mL
SDS 1% 10 mL
1. Colocar las tres soluciones en agua desionizada y aforar a un volumen final de 100

mL.
Para preparacion el Tris-HCI 10 mM pH= 8.0, se disuelven 121 g de Tris base en 800
mL de agua desionizada, ajustar al pH deseado con HCI concentrado. Agitar y aforar

a 1L con agua desionizada. Conservar a temperatura ambiente.
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Solucion de lisozima (2 mg/mL)

1. Preparar una solucion Stock de lisozima a una concentracion de 50 mg/mL en agua
desionizada.
2. Distribuir en alicuotas y diluir hasta una concentracion de 20 mg/mL, almacenar las

alicuotas a -20°C.
Solucién SDS (10 %)

1. Disolver 100 g de SDS en 900 ml de agua desionizada.
2. Calentar a 68°C hasta disolver. Ajustar a pH 7.2 adicionando gotas de HCI.

3. Ajustar el volumen final con agua hasta un litro.
Solucion NaCl 5 M

1. Agregar 292.2 g de NaCl en 900 ml de agua desionizada.

2. Disolver por agitacion y ajustar el volumen final con agua hasta un litro.
CTAB/NaCl (10% de CTAB en NaCl 0.7 M)

NaCl 4.1g

CTAB 10g

1. Disolver el NaCl en 80 mL de agua desionizada.
2. Agregar lentamente 10 g de CTAB con agitacion y calentamiento constante de la
solucion.

3. Ajustar a un volumen final de 100 mL.

Electroforesis de DNA en agarosa

Solucion amortiguadora TAE 50X. Composicion por litro
Tris base 24209

Acido acético glacial 57.1 mL

Solucion de EDTA 05 M 100.0 mL
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Agregar las componentes anteriores y llevar a un volumen final de un litro con agua
desionizada con un pH final de 8.0. Esterilizar en autoclave a 120°C por 20 minutos.

Almacenar a temperatura ambiente.

Solucion amortiguadora de carga para geles de agarosa 6X

Azul de bromofenol 0.25% plv
Xilencianol 0.25% plv
Glicerol en agua 30.0 % viv

1. Disolver en la solucion de glicerol con agua desionizada estéril lo necesario de cada
colorante.

2. Mezclar bien la solucion y mantener en refrigeracion a 4°C.
Seleccion de clonas transformantes
Solucién de ampicilina

1. Hacer una solucién stock de ampicilina a una concentracién de 100 mg/mL en agua
desionizada.
2. Esterilizar por filtracion con membrana de poro de 0.22 uM (Millipore ™).

3. Almacenar a -20 °C.
Solucién de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopirandsido (X-Gal)

1. Disolver X-gal en dimetilformamida a una concentracion de 20 mg/mL (2% p/v) en un
tubo de vidrio o polipropileno.
2. Realizar alicuotas y envolver el tubo con papel aluminio y almacenar a -20 °C. No es

necesario esterilizar por filtracion.
Solucién de isopropil tio-B-D-galactopiranésido (IPTG)

1. Disolver IPTG en agua desionizada a una concentracion de 200 mg/mL.
2. Esterilizar por filtracion con membrana de poro de 0.22 uyM (Millipore ™).

3. Realizar alicuotas y almacenar a -20 °C.
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Apéndice 2

Resultado de BLAST para los contigs de E15 empleando como referencia los

genomas de Alicycliphilus denitrificans BC y K601.

Tabla Al. Resultados del BLAST del E15 con respecto a Alicycliphilus

denitrificans BC.

Coordenadas dentro

pb del contig

del genomade BC correspondiente Contig % Identidad
5,627-21,543 350,000-417,414 Contig 3 97
97,986-121,616 1'250,000-1’300,000 Contig 1 98
129,917-144,271 1'200,000-1'250,000 Contig 1 97
167,260-173,514 1’150,000-1'200,000 Contig 1 95
203,051-209,758 1’100,000-1’150,000 Contig 1 97
320,144-339,936 1’050,000-1’100,000 Contig 1 96
339,937-346,740 1’000,000-1’050,000 Contig 1 96
407,305-414,822 950,000-1'000,000 Contig 1 95
426,119-445,383 900,000-950,000 Contig 1 97
478,247-492,627 850,000-900,000 Contig 1 97
533,033-545,470 800,000-850,000 Contig 1 98
549,051-554,464 1-7,000 Contig 8 96
554,465-561,470 7,000-14,000 Contig 8 95
561,474-568,468 14,000-21,000 Contig 8 97
569,072-572,993 21,000-28,000 Contig 8 97
572,994-579,450 28,000-34,454 Contig 8 98
580,962-596,087 1-50,000 Contig 1 96
629,264-645,939 50,000-100,000 Contig 1 98
693,975-715,802 100,000-150,000 Contig 1 97
765,508-786,218 150,000-200,000 Contig 1 95
803,627-820,613 200,000-250,000 Contig 1 96
833,129-850,979 250,000-300,000 Contig 1 98
880,722-915,746 300,000-350,000 Contig 1 97
927,726- 961,042 350,000-400,000 Contig 1 97
961,050-975,237 400,000-450,000 Contig 1 96
1’040,853-1'050,702 450,000-500,000 Contig 1 97
1’069,638-1'076,980 500,000-550,000 Contig 1 98
1'082,450-1'130,547 550,000-600,000 Contig 1 97
1’132,533-1'148,065 600,000-650,000 Contig 1 96
1'185,053-1'204,622 650,000-700,000 Contig 1 97
1'235,255-1'250,079 700,000-750,000 Contig 1 97
1'274,219-1'287,542 750,000-800,000 Contig 1 97
1'354,819-1'377,878 1-50,000 Contig 5 97
1’409,011-1'431,960 50,000-100,000 Contig 5 97
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1'469,955-1'481,124 100,000-150,000 Contig 5 96
1'516,026-1'527,363 150,000-200,000 Contig 5 97
1'531,023-1'552,156 200,000-250,000 Contig 5 97
1'605,284-1'629,328 250,000-300,000 Contig 5 97
1'637,579-1'641,962 300,000-323,056 Contig 5 94
1'659,840-1'680,528 1-50,000 Contig 6 97
1'797,743-1'807,756 50,000-100,000 Contig 6 97
1’819,597-1'857,020 100,000-154,131 Contig 6 97
1'876,851-1'879,350 1-6,132 Contig 10 94
1'904,147-1'917,935 | 1’300,000-1'350,000 Contig 1 97
1'977,012-2'006,916 | 1°350,000-1'400,000 Contig 1 97
2’'006,917-2'023,810 | 1'400,000-1 ‘450,000 Contig 1 94
2'045,881-2'084,292 | 1°450,000-1'500,000 Contig 1 96
2'084,293-2'107,321 | 1'500,000-1'550,000 Contig 1 97
2'198,249-2'216,519 | 1'550,000-1'600,000 Contig 1 94
2'244,232-2'261,236 | 1'600,000-1'650,000 Contig 1 97
2'289,426-2’304,800 | 1'650,000-1’700,000 Contig 1 96
2'337,040-2’350,437 | 1'700,000-1’750,000 Contig 1 96
2'368,734-2’377,119 | 1'750,000-1'800,000 Contig 1 96
2'382,365-2’397,707 | 1°'800,000-1'847,482 Contig 1 96
2'425,151-2'442,605 750,000-800,000 Contig 2 97
2'468,324-2’508,738 800,000-850,000 Contig 2 98
2'508,739-2'530,401 850,000-900,000 Contig 2 96
2'573,178-2'587,104 900,000-950,000 Contig 2 98
2'617,901-2'630,927 950,000-1'000,000 Contig 2 97
2'634,154-2'648,173 | 1'000,000-1'050,000 Contig 2 96
2'703,566-2'717,001 | 1'050,000-1'100,000 Contig 2 97
2'751,818-2'761,653 | 1'100,000-1'150,000 Contig 2 97
2'818,592-2'824,405 100,000-150,000 Contig 4 84
2'872,519-2’898,815 1-50,000 Contig 4 97
2'898,816-2'918,731 50,000-100,000 Contig 4 97
2'992,276-3'012,846 150,000-200,000 Contig 4 96
3'031,338-3'057,323 200,000-250,000 Contig 4 96
3'070,954-3'077,573 250,000-300,000 Contig 4 95
3'091,261-3'109,264 300,000-353,217 Contig 4 97
3'144,328-3'173,356 1-50,000 Contig 2 97
3'197,546-3'215,080 50,000-100,000 Contig 2 97
3'267,791-3'285,276 100,000-150,000 Contig 2 97
3'285,353-3'306,642 150,000-200,000 Contig 2 97
3'322,738-3'349,893 200,000-250,000 Contig 2 95
3'398,256-3'410,306 250,000-300,000 Contig 2 96
3'458,482-3'496,031 300,000-350,000 Contig 2 96
3'497,437-3'547,474 350,000-400,000 Contig 2 97
3'565,877-3'576,799 400,000-450,000 Contig 2 96
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3'601,339-3'618,789 450,000-500,000 Contig 2 98
3'670,525-3'685,181 500,000-550,000 Contig 2 96
3'747,694-3'765,743 550,000-600,000 Contig 2 96
3'776,117-3'796,460 600,000-650,000 Contig 2 99
3'814,289-3'836,361 650,000-700,000 Contig 2 97
3'859,880-3'885,798 700,000-750,000 Contig 2 97
3'914,838-3'922,563 1-20,000 Contig 7 97
3'934,046-3'950,538 20,000-40,000 Contig 7 97
3'960,377-3'968,872 40,000-60,000 Contig 7 97
3'973,393-3'985,324 60,000-81,368 Contig 7 97
3'998,497-4'018,863 | 1'150,000-1°200,000 Contig 2 98
4'039,116-4'048,508 | 1'400,000-1'431,080 Contig 2 98
4'075,835-4'089,590 | 1'350,000-1'400,000 Contig 2 97
4'114,760-4'145,061 | 1'300,000-1'350,000 Contig 2 97
4'218,236-4'230,328 | 1'250,000-1'300,000 Contig 2 96
4'235,208-4'255,345 | 1'200,000-1'250,000 Contig 2 97
4'283,294-4°289,284 1-6,000 Contig 9 97
4'289,285-4'293,326 6,000-12,000 Contig 9 97
4'297,950-4’'301,486 12,000-18,000 Contig 9 98
4'301,487-4’305,278 18,000-23,292 Contig 9 97
4'342,185-4'353,036 1-50,000 Contig 3 97
4'362,812-4’371,675 50,000-100,000 Contig 3 97
4'401,108-4'417,109 100,000-150,000 Contig 3 98
4'434,567-4'458,715 150,000-200,000 Contig 3 98
4'500,870-4'522,222 200,000-250,000 Contig 3 97
4'569,856-4'580,409 250,000-300,000 Contig 3 95
4'605,456-4'619,547 300,000-350,000 Contig 3 97
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Tabla A2. Resultados del BLAST del E15 con respecto a Alicycliphilus

denitrificans K601.

Coordenadas dentro

pb del contig

del genoma de K601 correspondiente Contig % Identidad
10,457-26,379 350,000-417,414 Contig 3 97
98,937-113,642 1’250,000-1’300,000 Contig 1 97
121,943-136,285 1’200,000-1'250,000 Contig 1 96
158,320-166,951 1’150,000-1’200,000 Contig 1 96
192,788-199,495 1’100,000-1’150,000 Contig 1 96
256,242-286,314 1’050,000-1’100,000 Contig 1 96
286,315-293,118 1’000,000-1’050,000 Contig 1 96
352,348-359,865 950,000-1'000,000 Contig 1 96
371,162-390,426 900,000-950,000 Contig 1 97
425,788-440,171 850,000-900,000 Contig 1 97
457,873-471,428 800,000-850,000 Contig 1 95
498,327-503,737 1-7,000 Contig 8 96
503,738-510,743 7,000-14,000 Contig 8 95
510,747-515,011 14,000-21,000 Contig 8 97
518,262-522,183 21,000-28,000 Contig 8 97
522,184-528,639 28,000-34,454 Contig 8 99
530,151-541,251 1-50,000 Contig 1 96
584,054-600,731 50,000-100,000 Contig 1 97
646,381-663,703 100,000-150,000 Contig 1 97
704,828-725,548 150,000-200,000 Contig 1 94
753,145-774,497 200,000-250,000 Contig 1 97
774,498-792,348 250,000-300,000 Contig 1 98
822,100-857,123 300,000-350,000 Contig 1 97
869,103-902,420 350,000-400,000 Contig 1 97
902,428-916,617 400,000-450,000 Contig 1 96
986,141-995,990 450,000-500,000 Contig 1 97
1'014,211-1’031,263 450,000-500,000 Contig 2 98
1’055,817-1'066,733 400,000-450,000 Contig 2 97
1'085,142-1'122 572 350,000-400,000 Contig 2 97
1'148,271-1'192,560 300,000-350,000 Contig 2 96
1'234,115-1'246,165 250,000-300,000 Contig 2 96
1'294,533-1'321,709 200,000-250,000 Contig 2 95
1’337,805-1'359,094 150,000-200,000 Contig 2 97
1'359,171-1'376,653 100,000-150,000 Contig 2 97
1'429,368-1'446,907 50,000-100,000 Contig 2 97
1'471,096-1'500,125 1-50,000 Contig 2 97
1'535,189-1'553,193 300,000-353,217 Contig 4 97
1’566,709-1'573,329 250,000-300,000 Contig 4 95
1'586,960-1'612,928 200,000-250,000 Contig 4 96
1’631,320-1'645,810 150,000-200,000 Contig 4 96
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1'682,022-1'688,712 100,000-150,000 Contig 4 89
1'733,546-1'753,461 50,000-100,000 Contig 4 97
1'776,587-1'792,425 1-50,000 Contig 4 97
2'072,609-2'086,397 1’300,000-1'350,000 Contig 1 97
2'209,605-2'239,510 1’350,000-1'400,000 Contig 1 97
2'239,511-2°255,533 1’400,000-1'450,000 Contig 1 95
2'344,513-2’367,655 1'450,000-1'500,000 Contig 1 97
2'367,656-2'390,685 1’500,000-1'550,000 Contig 1 97
2'441,185-2'459,470 1'550,000-1'600,000 Contig 1 94
2'487,182-2’504,188 1’600,000-1'650,000 Contig 1 97
2'534,220-2'549,441 1'650,000-1'700,000 Contig 1 96
2'581,681-2'595,078 1'700,000-1'750,000 Contig 1 96
2'613,381-2'621,766 1’750,000-1’800,000 Contig 1 96
2'627,012-2'642,354 1’800,000-1'847,482 Contig 1 96
2'669,805-2'687,252 750,000-800,000 Contig 2 97
2'718,235-2'736,192 800,000-850,000 Contig 2 97
2'736,193-2’757,855 850,000-900,000 Contig 2 96
2'799,271-2’813,197 900,000-950,000 Contig 2 98
2'982,898-2'995,923 950,000-1'000,000 Contig 2 97
3'013,099-3'023,044 1’000,000-1'050,000 Contig 2 97
3'068,487-3'081,922 1'050,000-1'100,000 Contig 2 97
3'154,054-3'163,889 1’100,000-1'150,000 Contig 2 97
3'216,306-3'217,395 1-6,132 Contig 10 96
3'237,209-3'274,631 100,000-154,131 Contig 6 97
3'286,471-3'296,474 50,000-100,000 Contig 6 97
3'345,851-3'366,535 1-50,000 Contig 6 97
3'382,349-3'386,729 300,000-323,056 Contig 5 94
3'391,281-3'420,693 250,000-300,000 Contig 5 96
3'596,801-3'617,938 200,000-250,000 Contig 5 97
3'635,190-3'646,959 150,000-200,000 Contig 5 97
3'653,585-3'664,743 100,000-150,000 Contig 5 97
3'712,506-3'737,200 50,000-100,000 Contig 5 97
3'777,450-3'794,236 1-50,000 Contig 5 97
3'828,637-3'843,103 750,000-800,000 Contig 1 98
3'875,316-3'890,131 700,000-750,000 Contig 1 98
3'906,786-3'926,374 650,000-700,000 Contig 1 98
3'966,345-3'988,445 650,000-700,000 Contig 2 97
4'035,112-4°'046,347 600,000-650,000 Contig 2 98
4'056,733-4'074,794 550,000-600,000 Contig 2 96
4'074,768-4'089,482 500,000-550,000 Contig 2 96
4'134,949-4'141,419 500,000-550,000 Contig 1 97
4’146,889-4'194,989 550,000-600,000 Contig 1 97
4'196,963-4'212,491 600,000-650,000 Contig 1 96
4'233,018-4'258,955 700,000-750,000 Contig 2 97
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4’287,990-4'295,713 1-20,000 Contig 7 97
4'301,713-4'318,761 20,000-40,000 Contig 7 97
4’328,600-4'337,095 40,000-60,000 Contig 7 97
4'341,616-4'353,547 60,000-81,368 Contig 7 97
4'366,768-4'387,131 1'150,000-1'200,000 Contig 2 98
4'407,384-4'416,777 1’400,000-1'431,080 Contig 2 98
4°'444,104-4'457,840 1’350,000-1'400,000 Contig 2 97
4°'481,684-4'504,214 1’300,000-1'350,000 Contig 2 96
4’590,905-4'602,331 1'250,000-1'300,000 Contig 2 98
4'644,137-4'655,414 1’200,000-1'250,000 Contig 2 97
4'663,705-4'669,697 1-6,000 Contig 9 97
4'669,698-4'673,739 6,000-12,000 Contig 9 97
4'678,327-4'681,863 12,000-18,000 Contig 9 98
4°'681,864-4'685,655 18,000-23,292 Contig 9 97
4’710,789-4°721,640 1-50,000 Contig 3 97
4'731,309-4740,166 50,000-100,000 Contig 3 97
4’769,599-4'785,594 100,000-150,000 Contig 3 98
4’803,053-4'827,203 150,000-200,000 Contig 3 98
4'849,333-4'882,812 200,000-250,000 Contig 3 98
4’930,257-4’940,810 250,000-300,000 Contig 3 95
4'963,603-4'977,694 300,000-350,000 Contig 3 97
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APENDICE 3

Electroferogramas de las secuencias para cada amplicén obtenido por PCR

Figura Al. Electroferograma del GAP9-3 secuenciado con el iniciador m13/pUC -40
FORWARD.
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Figura A2. Electroferograma del GAP3-8 secuenciado con el iniciador m13/pUC -40
FORWARD.
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Figura A3. Electroferograma del GAP3-8 secuenciado con el iniciador m13/pUC
REVERSE.
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Figura A4. Electroferograma del GAP5-6 secuenciado con el iniciador m13/pUC -40
FORWARD.

No se obtuvo un electroferograma para el GAP6-10S secuenciado con el iniciador
m13/pUC -40 FORWARD
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Figura A5. Electroferograma del GAP6-10S secuenciado con el iniciador m13/pUC
REVERSE.
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Figura A6. Electroferograma del GAP6-10l secuenciado con el iniciador m13/pUC -
40 FORWARD.

86



e L uun‘muuhlﬂlmxulh
nlmmmhlmmlmummmnmhmhuﬂuuummtun

Figura A7. Electroferograma del GAP6-10l secuenciado con el iniciador m13/pUC
REVERSE.
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Figura A8. Electroferograma del GAP4-2, clona 1 secuenciado con el iniciador
m13/pUC -40 FORWARD.
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Figura A9. Electroferograma del GAP4-2, clona 1 secuenciado con el iniciador
m13/pUC REVERSE.
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Figura A10. Electroferograma del GAP4-2, clona 2 secuenciado con el iniciador
m13/pUC -40 FORWARD.
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Figura All. Electroferograma del GAP4-2, clona 2 secuenciado con el iniciador
m13/pUC REVERSE.

91



Figura Al12. Electroferograma del GAP4-2, clona 3 secuenciado con el iniciador
m13/pUC -40 FORWARD.
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Figura A13. Electroferograma del GAP4-2, clona 3 secuenciado con el iniciador
m13/pUC REVERSE.
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