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Resumen

La familia de las Bacterias Acido Acéticas (BAA) se caracteriza por su gran
inestabilidad genética. En esta familia es posible observar un patrén de
distribucion de secuencias de insercion (IS), afectando diversos procesos. Entre
los procesos afectados tenemos a la fermentacion oxidativa, en relacion con el
cual se han reportado mutantes de una enzima fundamental, la PQQ-alcohol
deshidrogenasa membranal (PQQ-ADH); las mutantes reportadas se dan por
insercion de IS en los genes que codifican para las diferentes subunidades de esta

proteina.

Como parte de la caracterizacion de la fermentacion oxidativa en
Gluconacetobacter diazotrophicus, decidimos determinar la importancia de la
PQQ-ADH, en la fijacion de nitrégeno y la oxidacion de alcoholes. Obtuvimos
mutantes espontaneas de la via de oxidacion de estos compuestos, utilizando
alcohol alilico como factor de seleccion para aquellas células donde la PQQ-ADH
no es funcional y seleccionamos a una mutante (mutante C6), por su habilidad

para crecer en presencia de este alcohol.

Estudios previos en el laboratorio mostraron que la mutante C6 de Ga.

diazotrophicus, la PQQ-ADH es inactiva porque la subunidad | (catalitica) no esta



ensamblada en la membrana. Por lo anterior decidimos explorar si esta falta de
ensamblaje se debia a alguna mutacion en esta enzima para lo cual realizamos
una caracterizacion genémica, enfocando nuestra atencion en determinar si existia
una insercion de DNA ajeno dentro de los genes que forman el operon que

codifica para la PQQ-ADH, conformado por los genes adhA y adhB.

El analisis realizado nos muestra que el gen adhA, que codifica para la subunidad
catalitica de la enzima, presenta un aumento de 1.5 Kb en relacion a la cepa
silvestre, mientras que el gen adhB no estaba afectado. EI DNA adicional que
interrumpe el gen adhA fue secuenciado y el analisis de esta secuencia indicé
que se trata de una secuencia de insercién de la familia IS110, a la que llamamos

ISGadiCé.

Estos resultados nos permiten proponer que la falta de integracion de la subunidad
| a la membrana y por tanto, la falta de actividad de PQQ-ADH en la mutante C6
de Ga. diazotrophicus, se debe a la interrupcion del gen adhA que codifica para la

subunidad catalitica de esta enzima, por la integracion de la 1SGadiC6.

Este es el primer reporte en el que se identifica a una IS de la familia 1S110
interrumpiedo un gen estructural en una bacteria de la familia BAA; ademas, la
ISGadiC6 aqui descrita es la primera secuencia de insercion detectada en el gen

que codifica para la subunidad catalitica de la PQQ-ADH en estas bacterias.



Es de llamar la atencidn que una de las caracteristicas que comparten algunas de
las bacterias en las que la IS110 ha sido detectada, es que son fijadoras de

nitrégeno, incluyendo a Gluconacetobacter diazotrophicus.

De acuerdo a lo reportado en la base de datos IS Finder, la presencia de IS's de
esta familia es frecuente en bacterias diazé6trofas. La mayoria de los fijadores de
nitrdgeno asi como las BAA son a-proteobacterias; en el caso especifico de Ga.
diazotrophicus, ademas comparten el ser bacterias simbidticas de plantas.
Pensamos que el presentar estas caracteristicas en comun, favorece la
transferencia horizontal de las secuencias de inserciéon de la familia 110 entre

estas bacterias.



l. Introduccién

En la relacion que existe entre el hombre y los microorganismos, ha sido evidente
la gran importancia que estos Uultimos tienen. Una de las familias de
microorganismos que ejemplifican esta relacion es la familia de las BAA. Como su
nombre lo indica y es lo que las diferencia de otras bacterias, su metabolito
principal es el acido acético 6 vinagre, el cual producen a partir del etanol por
medio de su oxidacion incompleta, proceso que se conoce como fermentacion
oxidativa (29). Este proceso es de gran importancia tecnolégica en la produccion
del vinagre. Ademas del etanol, esta familia de bacterias oxidan diversos sustratos
como alcoholes primarios, azucares, acidos de azucar y polioles, produciendo
compuestos importantes como L-sorbosa a partir de D-sorbitol, L-ribulosa a partir
de ribitol, dihidroxiacetona a partir de glicerol, entre otros productos que se utilizan

desde el area biotecnoldgica hasta la farmacéutica y cosmética.

Ademas, algunas especies de la familia de las BAA son fijadoras de nitrégeno;
estas bacterias habitan en el tallo y/o raices de las plantas, donde son comensales
0 enddfitos, ya que aprovechan el ambiente bajo en oxigeno y relativamente alto
en fuentes de carbono del interior de la planta, contribuyendo con la fuente de
nitrdgeno necesaria para su crecimiento. Estas propiedades de la familia BAA dan
como resultado un gran interés por estudiarlas y caracterizar los procesos que

llevan al cabo.



.I. Fisiologia y Taxonomia de las Bacterias Acido Acéticas

Fisiologicamente las BAA pertenecen a la familia Acetobacteraceae, de la
subclase a-Proteobacteria (28). Son bacterias Gram-negativas, mesdfilas y
aerobias estrictas; tienen forma elipsoidal o de baston (15). Oxidan azucares,
polioles y etanol teniendo al acido acético como producto principal. Su pH 6ptimo
de crecimiento es entre 5.5 y 6.3, aunque resisten valores entre 3.0 y 40 y
algunas cepas se han podido aislar de medios que contienen acetato y que
crecieron en un rango de pH de 2.0 a 2.2; su temperatura 6ptima es entre 25 —
30°C. Una caracteristica muy importante de estas bacterias es su resistencia al
acido acético, la cual es particular de cada cepa (29). El habitat de estos géneros

pueden ser flores, frutas, miel de abejas, etc. (29).

El primer género y especie, identificado en 1898, fue Acetobacter aceti, y a partir
de entonces la taxonomia de las bacterias pertenecientes a dicha familia ha sido
tema de discusion. Hasta 1935 las bacterias capaces de oxidar glucosa a acido
glucénico, mejor que etanol a acido acético, fueron clasificadas en el género
Gluconobacter (G.); aquellas bacterias que podian oxidar sustratos produciendo

acetato fueron clasificadas en el género Acetobacter (A) (35).

En 1984 Yamada y Konko distinguieron dentro del género Acetobacter, especies

que en su sistema respiratorio tenian como aceptor de electrones ubiquinona-10
5



(UQ-10) de aquéllas que tenian ubiquinona-9 (UQ-9) (35). Basandose en estas
diferencias, estos mismos autores propusieron en 1985, el género
Gluconoacetobacter (Ga.), cuya quinona enddégena es UQ-10 a diferencia del
género Acetobacter, cuya quinona enddégena es la UQ-9. Dicha propuesta fue
rechazada, de la misma manera que se rechazé el género Acidomonas propuesto
por Urakami en 1989 (35). Sin embargo, el analisis parcial de la secuencia de DNA
ribosomal 16S en estas bacterias, corroboré que estos dos géneros eran
diferentes. De esta manera ambas propuestas fueron aceptadas vy
Gluconoacetobacter fue cambiado a Gluconacetobacter, con su especie tipo

Gluconacetobacter liquefaciens (35)

En los ultimos diez afnos se han descrito varios géneros mas, por lo que a la fecha
la familia Acetobacteraceae esta formada por treinta géneros (Figura 1) (14; 16;

20; 34; 36; 37).

Dentro de esta familia, tres géneros poseen capacidad de fijacién biologica de

nitrogeno: Gluconacetobacter, Acetobacter y Swaminathania (21; 28; 35).



s6[Acetobacter cerevisiae LMG 1625' (AJ419843)
Acetobacter malorum LMG 1746" (AJ419844)
Acetobacter orleanensis LIMG 1583 (AJ419845)
Acetobacter tropicalis NRIC 03127 (AB032354)
Acetobacter indonesiensis NRIC 03 13" (AB032356)
Acetobacter cibinongensis 4H-1" (AB052710)
Acetobacter orientalis 21F-2" (AB052706)
Acetobacter oeni strain B13' (AY829472)
Acetobacter aceti NBRC 14818" (X74066)
Acetobacter nitrogenifigens strain RG1' (AY669513)
Aceiobacier estinenisis LMG 16267 {AJ419838;
2 —Acetobacter lovaniensis LMG 15797 (AJ419837)
Acetobacter syzygii 9H-2" (AB052712)
Acetobacter peroxydans IFO 137557 (AB032352)
64 _'TL_Arrrobader pasteurianus LMD 22, 1M (X71863)

100-A cetobacter pomorum LMG 188487 (AJ419835)
Saccharibacter floricola strain S-877" (AB110421)
9sr—Gluconobacter albidus NBRC 3250 (AB178392)
- Gluconobacter oxydans NBRC 148 19" (X73820)
I Gluconobacter cerinus NBRC 3267" (AB063286)

wl_[Gluconobacter frateurii NBRC 3264" (X82290)
95'=Gluconobacter thailandicus F149-17 (AB128050)
74 ~—Swaminathania salitolerans PA 51" (AF459454)
9| [Asaia krungthepensis AA 08" (AB102953)
7TIAsaia bogorensis strain 71 T (AB025928)
$8-Asaia siamensis S60-1" (AB035416)

Acidomonas methanolica LMG 16687 (X77468)
e | El(ozah'a baliensis Yo-3' (AB056321)
. 88

Neoasaia chiangmaiensis AC 28" (AB208549)
luconacetobacter azotocaptans CFN-Ca54" (AF192761)
Gluconacetobacter johannae CFN-CI55" (AF111841)
Gluconacetobacter diazotrophicus ATCC 49037 (X75618)
Gluconacetobacter liquefaciens IFO 123887 (X75617)
$3—Gluconacetobacter sacchari SR1 1794" (AF1 27407)
——Gluconacetobacter saccharivorans LMG 1582' (AB166740)
9~ Gluconacetobacter entanii L'TH 45607 (AJ251110)
Gluconacetobacter hansenii NCIB 8746" (X75620)
Gluconacetobacter rhaeticus strain DST GL02T (AY180961)
3G luconacetobacter intermedius TF2' (Y 14694)
Gluconacetobacter oboediens LTH 2460" (AJOO1631)
s1| [~Gluconacetobacter xylinus NCIB 11664 (X75619)

74l Gluconacetobacter nataicola LMG 1536' (AB166743)
Iuconacetobacter swingsii strain DST GLO1" (AY 180960)
Gluconacetobacter europaeus DSM 6 160" (221936)
Granulibacter bethesdensis CGDNIH1" (AY788950)

61

81

—{ Acidocella facilis ATCC 359047 (D30774)
95 Acidiphilium cryprum ATCC 33463" (D30773)
Roseococcus thiosulfatophilus DSM 85117 (X72908)
?L‘:Acidmphaem rubrifaciens JCM 10600" (D86512)
72 Rhodopila globiformis DSM 161" (D86513)
Kon
0.01

Figura 1. Arbol filogenético de la familia Acetobacteraceae basado en el gen de rRNA 16S (35).



l.Il. Cadenas Respiratorias Bacterianas. Las Bacterias Acido
Acéticas.

Las bacterias aerobias utilizan oxigeno (O2) como aceptor final de electrones en su
cadena respiratoria. Durante la respiracion, electrones y protones obtenidos a
partir de la oxidacién de sustratos son transportados a través de la cadena,
permitiendo la formacién de un gradiente protdn motriz transmembranal que es
utilizado por la ATP-sintasa para formar ATP a partir de ADP y P;, (5; 26) (Figura

2)

Intermembrane
ZERN + space
P W)oot + P
/’ ,/ -+
| | be +
\. | : P .r, + +
o JJ\_/ /\'“nng o
\ Fumarate (h + 2H™ o]
Succinate ,- ¥
A ADP+ P -~ (> F) ®
NADH + H* NAD* 3 Fo ),
) R
Crio )
ATP 1 7  —

H*

Figura 2. Esquema general de una cadena respiratoria aerébica. (26)



La cadena respiratoria en bacterias, de la misma manera que sucede en
mitocondria, puede estar formada por proteinas de fierro-azufre como la NADH y
la succinato deshidrogenasa 6 la proteina de Rieske que forma parte del complejo
bc,; flavoproteinas, citocromos de tipo b, ¢, a, 0 6 d y moléculas no proteicas como

la quinonas.

En particular, ademas de algunos de los componentes mencionados, las cadenas
respiratorias de la familia de BAA poseen un grupo diverso de proteinas, las
quinoproteinas o quinoenzimas dependientes de Pirroloquinolin Quinona (PQQ).
Estas proteinas son capaces de llevar al cabo la oxidacidn incompleta de
azucares, aldehidos y alcoholes, donando los electrones producto de su actividad
a la quinona enddgena de la cadena respiratoria y promoviendo altisimas tasas
respiratorias. Ejemplos de estas enzimas son la glucosa deshidrogenasa (PQQ-
GDH), la aldehido deshidrogenasa (PQQ-ALDH) y la alcohol deshidrogenasa
(PQQ-ADH), que son enzimas membranales cuyo sitio catalitico esta orientado

hacia el espacio periplasmico (7; 10) (Figura 3).



Etanol Acetaldehido Acetato ESPACIO

\/—\/‘ \/——\\/“ PERIPLASMICO
| A-DH | { AL-DH|
/ _ N N _ N\

Glucosa 4 CITOPLASI\-'IA\ /7 5-Ceto-
\.. 1/ D-Fructosa
N\ /TN
{ G-DH | [ F-DH
. N

Gluconato D-Fructosa

\- _ J

N ’éL—D\H‘ —CD) )&
/\\__ _/\ } — ,,/& "'\
D-Glicerol Dihidroxiacetona Sorbitol L-Sorbosa

MEMBRANA
CITOPLASMICA

Figura 3. Esquema de algunas PQQ-deshidrogenasas periplasmicas presentes en las
BAA. (7)

l.Il.1. PQQ-Alcohol deshidrogenasa

Las PQQ-ADH se pueden localizar en una amplia gama de especies que incluyen
a las subclases o, B y y-proteobacterias y pueden ser solubles o estar ancladas a
la membrana plasmatica; su sitio catalitico puede estar orientado hacia el

citoplasma o hacia el periplasma (10; 12).

Entre ellas, las ADHs que tiene como grupo prostético PQQ estan clasificadas en
tres grupos diferentes, las ADH tipo I, Il y Ill. Las que pertenecen al grupo | son
afines a las quinoproteinas metanol deshidrogenasas y se han localizado en un

10



numero limitado de proteobacterias; son enzimas solubles y no contiene citocromo
c. Las PQQ-ADH grupo Il son enzimas solubles que estan localizadas en el
periplasma y que ademas del grupo prostético PQQ tienen al citocromo c.
Finalmente aquellas PQQ-ADH clasificadas en el grupo Ill, son enzimas
membranales, representativas de las BAA, que ademas de PQQ tiene al citocromo
c como grupo prostético (Tabla 1). En general, las ADHs tipo Ill estan
conformadas por tres subunidades; la subunidad | es la subunidad catalitica, que
contiene el grupo prostético PQQ y un citocromo c y es la encargada de oxidar el
sustrato; tiene un peso relativo de entre 72-80 kDa. La subunidad Il tiene un peso
relativo entre 44-54 kDa vy tiene tres citocromos ¢ como grupos prostéticos;
finalmente la Subunidad Ill, que no se encuentra presente en todas las BAA, tiene
un peso relativo de entre 8-20 kDa y aun no se le ha asociado una funcion

especifica (Figura 4).

Sub. I
Periplasma PQQ

1 cit. c

Sub. III

Sub.dl \_ 3citc 7

Membrana Plasmatica

Figura 4. Esquema representativo del arreglo de las tres subunidades en las ADH tipo llI
de las BAA (1)
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Tabla 1. Quinoproteinas que oxidan alcoholes y su localizacion celular (10)

Enzima Localizacion Organismo
Quinoproteinas capaces de oxidar alcoholes
Metano deshidrogenasa S Methylotrophs (12)
ADH Tipo I (PQQ)
Etanol deshidrogenasa (QEDH) S Pseudomonas aeruginosa (13)
Alcohol deshidrogenasa (ADH I) S Pseudomonas putida (14)
1-Butanol deshidrogenasa (BOH) S Pseudomonas butanovora (15)
Polipropilén glicol deshidrogenasa (PPGDH) S Stenotrophomonas maltophilia (16)
Otras quinoproteinas capaces de oxidar alcoholes (PQQ)
Sorbosa/Sorbosona deshidrogenasa S Especies de Giuconobacter (17)
Pseudogiuconobacter saccharokerogenes (18)
Glicerol deshidrogenasa M Especies de Giuconobacter (19)
Quinohemoproteinas capaces de oxidar alcoholes
ADH Tipo II (PQQ/ hemos C)
Polietilén glicol deshidrogenasa (PEGDH) S Rhodopseudomonas acidophila (20)
Etanol deshidrogenasa (qhEDH) S Comamonas testoteroni (21)
Alcohol deshidrogenasa (ADH IIB) S Pseudomonas putida (14)
Alcohol deshidrogenasa (ADH IIG) S Pseudomonas purida (14)
Polivinil alcohol deshidrogenasa (PVADH) S Pseudomonas sp. (22
Tetrahidrofurfuril alcohol deshidrogenasa (THF ADH) S Raistonia eurrcpha (23)
1-Butanol deshidrogenasa (BDH) S Pseudomonas butanovora (15)
ADH Tipo III (PQQ/hemo ¢/3 hemo C)
Alcohol deshidrogenasa M Acerobacter aceti (24)
Alcohol deshidrogenasa M Acerobacter pasteurianus (25)
Alcohol deshidrogenasa M Gluconoacetobacter polyoxogenes (26)
Alcohol deshidrogenasa M Acidomonas methanolicus (27)
Alcohol deshidrogenasa M Gluconobacter suboxydans (28)

S: soluble; M:membranal.

[.Ill. Elementos Genéticos Moviles

Los llamados elementos genéticos mdéviles o elementos transponibles, fueron

reportados por primera vez en la década de 1940 por la cientifica Barbara

McClintock,

cuando describid elementos de control

transponibles como

reguladores de la expresion de algunos genes en el maiz (31).

12



Los elementos genéticos transponibles son fragmentos de DNA capaces de
moverse de un lugar a otro en el genoma, integrandose a él. Su replicacién se da
como parte del genoma tanto en procariontes como en eucariontes. Estos
fragmentos son de gran relevancia ya que generan variabilidad genética. Es
importante destacar que la transposicién de los fragmentos en el genoma es un
acontecimiento raro, el cual ocurre con una frecuencia de entre 10° — 107 por
generacion. En organismos procariontes, se han reportado tres tipos de elementos
genéticos transponibles: los transposones, las secuencias de insercion y los

fragmentos de DNA viral como resultado de una infeccion (23).

[.IIl.I. Secuencias de insercidon

El descubrimiento de las Secuencias de Insercién (IS’s) durante investigaciones
de expresién de genes en Escherichia coli y el bacteriéfago A, puso fin al concepto
"del genoma estable", ya que establecié que la insercién de estas secuencias en
el genoma modifica la expresibn de genes, secuestra genes, y provoca

mutaciones (2; 24).

Las IS’s estan consideradas como los elementos transponibles mas simples, ya
que son segmentos cortos de DNA de un tamario entre 800 y 2500 pares de bases

(pb), que son capaces de insertarse en sitios multiples de secuencias especificas
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del genoma. Ademas de encontrarse en DNA gendmico, también pueden ser
localizadas en DNA plasmidico y en algunos bacteriéfagos. Se diferencian de los
transposones por ser segmentos mas cortos y no codificar para propiedades mas

complejas, como marcadores de resistencia a drogas (2; 23).

Las IS’s solamente codifican para funciones que tienen que ver con su
transposicién, es decir para una unica enzima llamada transposasa, la cual es
codificada por uno o dos marcos de lectura abierta (ORF’s) y su secuencia abarca
casi todo el tamarfio del fragmento. El resto esta formado por terminales invertidas
en cada extremo, nombradas repeticion invertida izquierda y derecha (IRL e IRR),
que son de un tamano aproximado de entre 10 y 40 pb; estas terminales invertidas
son de suma importancia ya que codifican para dos dominios; el primero (Il)
posicionado dentro de las IR, es el sitio de unidn de la Tpasa; el segundo (I), esta
implicado en las reacciones de rompimiento y transferencia que llevan a la
transposicién de la secuencia. EI promotor de la transposasa esta localizado
parcialmente en la IRL (Figura 5) (24). Por otro lado, cuando existen IS’s
relacionadas entre si y solo diferenciadas por pocas secuencias de nucleétidos,

son denominadas como isoformas de un elemento parental (24).

14



IRL IRR
Prd

m‘i////////////////////////Am

o J..

Figura 5. Organizacion general de una IS en la que se observan en ambos extremos,
pequefas secuencias generadas (XYZ) a causa de la insercion en el DNA blanco (24).

Existe la regulacién de la actividad de transposicién por factores de la bacteria

hospedera. Estos factores son proteinas que gobiernan el super enrollamiento del

DNA, como son diferentes tipos de chaperonas, proteasas, control de proteinas

SOS y las Dam DNA metilasas (24).

En 1978, E. Lederberg de la Universidad de Stanford inicio la nomenclatura de las

IS’s; el nombre solo incluia un numero, lo cual no aportaba suficiente informacion.

Una segunda manera de nombrarlas es el que nos provee las iniciales de la

bacteria hospedadora de la cual se extrajo la IS; un ejemplo de esta nomenclatura

seria la ISm1 de Rhizobium meliloti.
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Il. Antecedentes

II.I. Secuencias de Insercidon en Bacterias Acéticas.

El descubrimiento de IS's en las BAA se ha dado en gran parte por el interes
biotecnolégico asociado a la produccién de acido acético y la formacion de
celulosa; la aparicién de varios reportes de mutaciones espontaneas en cepas del
género Acetobacter, las cuales afectaban sus propiedades morfologicas vy

fisiologicas, dié un impulso al estudio de estas secuencias (4; 33)

En 1991, dos reportes de IS en BAA comienzan a aportar datos importantes en
este tema. El primero reporta la secuencia de insercién IS1031 en Ga. xylinus
(antes Acetobacter xylinum) la cual esta involucrada en la deficiencia en la sintesis
de celulosa en esta bacteria; este estudio no especifica en que parte del operén se
encuentra insertado el elemento; aun asi, se sabe que puede estar en regiones
regulatorias rio arriba del operén o en genes que representan funciones conocidas

en la produccion de la celulosa (4).

El segundo reporta la secuencia de insercion IS1380 de Acetobacter pasteurianus
NCI 1380. Esta secuencia se inserta en la subunidad Il o subunidad de citocromo

c de la alcohol deshidrogenasa (PQQ-ADH), lo que ocaciona la falta de actividad

16



de la enzima. Interesantemente, 1S1380 esta presente en otras BAA: A.
pasteurianus, A. aceti subespecie 1023 e IFO 3284, Ga. xylinus y A.
polyoxogenes, sugiriendo que IS1380 esta distribuida ampliamente en las BAA,
con lo cual se puede suponer que la transposicion de esta secuencia de insercion
es probablemente uno de los factores responsables de la inestabilidad genética en
bacterias de esta familia. Estudios en mutantes espontaneas de A. aceti subsp
1023 reportaron también la presencia de 1S1380; estas mutantes fueron
seleccionadas de cultivos en fase estacionaria tardia, cuando la concentracion de
acido acético aumenta en el medio, lo cual podria suponer que el acido acético

causa induccion de transposicion de 1S1380 en Acetobacter (33).

Anos después de que la 1S1380 fuera caracterizada, se localizé una nueva IS en
Acetobacter pasteurianus NCI 1452, generando mutantes espontaneas deficientes
en la oxidacidén de etanol. La 1S1452 se inserta en la subunidad lll (adhS) de la
PQQ-ADH en esta bacteria. Al igual que la IS1380, esta secuencia de insercidon
también se encuentra en otras bacterias acéticas como A. pasteurianus NCIB

7214, A. aceti y A. hansenii (18).

En el mismo ano en que se caracterizé a 1S1452, se localizdé una nueva IS en el
género Gluconobacter; este fue el primer reporte acerca de elementos
geneticamente transponibles en este género. Esta IS nombrada 1S12528, se
expresa en mutantes espontaneas de Gluconobacter suboxydans, seleccionadas

como mutantes resistentes a alcohol alilico, las cuales carecen de la habilidad de
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oxidar etanol; la inserciébn se produce entre los genes g3-adhA y g3-adhB
(agrupados en la misma polaridad; codifican para las subunidad | y Il), causando
inactividad de la enzima. Esta IS también se encuentra distribuida en varias cepas
de BAA: Gluconobacter oxydans, Gluconobacter cerinus, A. aceti, A. pasteurianus,

A. polyoxogenes y G. suboxydans IFO3254, IFO3255, IFO3257 e IFO3258 (17).

Entonces, se puede observar un patron de distribucién de las secuencias de
insersion; A. hansenii solo presenta 1S1452; Ga. xylinus y A. pasteurianus NCI
1380 presentan 1S1380; Gluconobacter oxydans, Gluconobacter cerinus, A.
pasteurianus sp, y G. suboxydans [FO3254, IFO3255, IFO3257 e IFO3258
presentan 1S12528; A. polyoxogenes presenta la IS1380 y la 1S12528 y en A. aceti
se observan las tres (17; 18). Estos hallazgos apoyan la presuncion de que la
transposicién de estas secuencias es un factor importante de la inestabilidad

genética en BAA.

18



Il.I.1. Secuencias de insercidon en Gluconacetobacter diazotrophicus

Desde que la secuencia del genoma completo de Ga. diazotrophicus fue liberada
en 2009 (3), se abrieron las puertas para ampliar el conocimiento sobre su
metabolismo, regulacion y expresion de genes, entre los cuales estan aquéllos
involucrados en la fijacion biolégica del nitrégeno (FBN), la tolerancia al acido
acético, la osmotolerancia, la sefializacién e inclusive los involucrados en
procesos de evolucion y adaptacion, que ayudan a entender la interaccion de la

bacteria con las plantas (3).

El genoma de Ga. diazotrophicus estd compuesto por un cromosoma circular de
3,994,163 (pb) de los cuales el 66.19% corresponde a los nucleotidos G+C; posee
3,930 secuencias codificantes putativas (CDS) teniendo una capacidad de
codificacion del 90.67%. Esta bacteria contiene dos plasmidos: el primero fue
nombrado pGDO01 y tiene un tamafio de 38, 818 pb; el segundo nombrado pGDO02,
con un tamafno de 16,610. En cuanto a elementos moviles transponibles Ga.
diazotrophicus tiene 245, mas que cualquier otra bacteria endofita (Tabla 2), lo
cual sugiere que pueden estar asociados a un alto numero de eventos de
transferencia horizontal de genes, ya que el 40% de ellos son similares al orden

rhizobiales (también a-Proteobacteria) (3).
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Tabla 2. Comparacion de elementos mdviles transponibles entre algunas bacterias enddfitas (3).

Genomes Integrases Transposases Total CDS Percent
Azoarcus sp. BHT2 9 13 22 3.989 0.55%
Pseudomonas putida W619 18 16 34 5,182 0.66%
Enterobacter sp. 638 22 6 28 4,240 0.66%
Serratia proteamaculans 568 17 25 42 4,942 0,85%
Burkholderia phytofirmans PsJN 41 43 84 7.241 1.16%
Methylobacterium populi BJ001 19 65 84 5,365 1,6%

Gluconacetobacter diazotrophicus PALS 55 190 245 3.930 6.23%

A la fecha, no han sido identificadas en Ga. diazotrophicus proteinas cuyos genes
hayan sido interrumpidos o afectados en su expresion por la insercion de alguna

1S.

Por tanto, en este trabajo se reporta la primera proteina cuyo gen es interrumpido
por la insercion de una IS en Ga. diazotrophicus. Aun mas importante es que la IS
localizada, pertenece a la familia 1IS110, que no ha sido reportada en las BAA y
que se ha observado en bacterias fijadoras de nitrégeno como Mesorhizobium,

Rhizobium y Azotobacter.
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II.Il. Gluconacetobacter diazotrophicus

Gluconacetobacter diazotrophicus (Figura 6) se aislé por primera vez de las raices
y el tallo de la cafia de azucar de Brasil por Cavalcante y Ddbereiner en 1988. (3;
8; 25). La bacteria también se ha observado en otras regiones del mundo en
donde crece la cana de azucar, incluyendo Argentina, Australia, Cuba, Filipinas,

India, Japon y México (30).

Esta bacteria enddfita, descrita como una bacteria fijadora de nitrégeno tolerante
al acido, abri6 la puerta para las investigaciones posteriores sobre la fijacion de

nitrégeno en plantas no leguminosas (25).

Ga. diazotrophicus tiene forma bacilar y mide cerca de 0.7 a 0.9 um; su movilidad
esta dada por flagelos peritricos o laterales; es una bacteria Gram-negativa, con
una temperatura y pH Optimos de crecimiento en cultivo de 30°C y 5.5
respectivamente. Una concentracion de sacarosa al 10% suele ser la mejor fuente
carbono para el crecimiento de esta bacteria, pero también se pueden usar otras
fuentes de carbono como glucosa ¢ etanol y obtener acidos a partir de estos
substratos (8; 25). Ademas de encontrarse en la cana de azucar, Ga.
diazotrophicus también puede ser encontrada en las raices, tallos y hojas de la

papa, café, té, platano, arroz, pifia, etc. (19).
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Esta bacteria contribuye de manera benéfica a las plantas que endofita,
sintetizando substancias promotoras de crecimiento tales como auxinas,
giberelinas y fitohormonas como el acido indol acético (IAA); inclusive contribuye a
incrementar la capacidad de supervivencia de la planta bajo factores de tension
ambiental y la conduce a una mejor adaptacion para tener una mayor
productividad agricola. Por otro lado, Ga. diazotrophicus es capaz de sintetizar
una bacteriocina que pose actividad de lisozima, la cual inhibe el crecimiento de
patdgenos para la cafia de azucar como es el caso de Xanthomonas albilineans;
ademas tiene actividad anti-fungica inhibiendo las fitotoxinas producidas por los
hongos Colletrotrichum falcatum, Fusarium sp. y Helminthosporium carbonum,

causantes de la mayor enfermedad en esta planta. (3; 19; 30).

Figura 6. Micrografias electrénicas de Ga. diazotrophicus PALS (Fotos tomadas de
http://microbewiki.kenyon.edu/index.php/Acetobacter) .
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[I.11.I. Diazotrofia aerdbica

Ga. Diazotrophicus lleva al cabo la FBN a pH acido (incluso debajo de 3.0) y en
presencia de altas concentraciones de nitratos (hasta 10 mM); se ha estimado que
es capaz de fijar mas de 150 kg de N por hectarea por ano en la cana de azucar
(25; 27), y contribuye a casi a la mitad de N fijado que esta disponible para las

plantas hospedadoras (19).

La nitrogenasa de esta bacteria puede ser inactivada parcialmente a
concentraciones de 20 mM de (NH4),SO4, ademas de la presencia de oxigeno (8;
25). Sin embargo, Ga. diazotrophicus al ser un aerobio estricto, lleva al cabo la
fijacion de nitrégeno en cultivo bajo condiciones de alta aeracion
(aproximadamente 20 kPa) (6). La fijacion de nitrégeno, en presencia de altas
concentraciones de oxigeno en esta bacteria, es posible gracias a que exhibe
mecanismos de proteccion de la nitrogenasa por oxigeno; entre ellos Ga.
diazotrophicus emplea el mecanismo de "Proteccion Respiratoria", que se asocia
a una alta tasa de respiracion consecuencia de la presencia de deshidrogenasas
periplasmicas muy activas, entre ellas la PQQ-ADH. El mecanismo de "Proteccién
Respiratoria" mantiene la concentracion de oxigeno intracelular a niveles bajos y
por tanto no se inactiva la nitrogenasa. Este sistema de proteccién se describid
hace mas de 40 anos en Azotobacter choroococcum por Drozd y Postgate. (6; 13;

32).
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En la cadena respiratoria de Ga. diazotrophicus podemos encontrar
deshidrogenasas primarias, como la NADH y succinato deshidrogenasas, con su
centro activo orientado hacia el citoplasma y a la PQQ-GDH, la PQQ-ADH vy la
PQQ-ALDH, con su centro activo orientado hacia el espacio periplasmico. Estas
ultimas llevan al cabo el proceso de fermentacién oxidativa, es decir oxidan de
manera incompleta a sus sustratos correspondientes; el aceptor de los electrones
producto de la actividad de estas deshidrogenasas es la ubiquinona enddgena, la
cual en su forma reducida (ubiquinol), dona los electrones directamente a las
oxidasas terminales, las citocromos oxidasas bas y bbs, presentes bajo

condiciones de crecimiento de fijacion de nitrégeno (Figura 7) (6; 13).

Periplasma

Citoplasma

Figura 7 .Esquema de la cadena respiratoria de Ga. diazotrophicus bajo condiciones de
fijacion de nitrégeno (13).
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Il.II.II. La PQQ-Alcohol deshidrogenasa

Estudios realizados en el laboratorio del Dr. Escamilla por Saul Gomez-Manzo (9),
demostraron que la PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus es una quinohemoproteina
tipo Ill, es decir, presenta como grupos prostéticos PQQ y citocromo c y esta
anclada a la membrana. Esta proteina esta conformada por dos subunidades; la
subunidad I, la catalitica, tiene un peso relativo de 72kDa y contiene a la PQQ y
un citocromo ¢ como grupos prostéticos; la subunidad Il tiene un peso relativo de
44kDa y tres citocromos ¢ como grupos prostéticos (Figura 8) La subunidad Il

esta ausente (11; 12).

. - R KD - ———71.4 kDa —

S <—43.5 kDa —

12.5 kDa—> <

-

Figura 8. Analisis electroforético de la enzima purificada. Los carriles a y b muestran el
analisis por PAGE nativa; el gel se tiio por Coomassie blue R-250 (a) o por zimografia
utilizando alcohol como sustrato y nitroazul de tetrazolium como aceptor de electrones (b).
Los carriles ¢ y d muestran el analisis en condiciones desnaturalizante (SDS-PAGE). En el
carril ¢ el gel fue tefiido con azul de Coomassie R-250 y en el carril d se muestra la
zimografia para citocromo c utilizando tetrametil-bencidina (11)
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La PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus, tiene su sitio catalitico orientado hacia el
espacio periplasmico y es capaz de trasferir los electrones producto de su
actividad directamente a la quinona endogena Q1o (12; 13). La enzima es capaz

de oxidar tanto alcoholes primarios como secundarios.

La caracterizacion de la enzima hizo posible determinar que la PQQ-ADH de Ga.
diazotrophicus es una enzima de doble funcion. Es decir, ademas de llevar al cabo
la oxidacion de etanol a acetaldehido puede, bajo ciertas condiciones, catalizar la

oxidacion de acetaldehido a acido acético, como lo hace la ALDH. (11; 12):

ADH ALDH, ADH
CH;CH,OH —» CH3CHO + ,H ————» CH3COOH + >,H
Etanol Acetaldehido Acido Acético

IL.IL.I1l. Mutante PQQ-ADH" Ga. diazotrophicus (mutante C6)

En un estudio previo realizado en el laboratorio (1), se selecciondé a una mutante

espontanea PQQ-ADH de Ga. diazotrophicus (mutante C6), por su resistencia a

2 mM de alcohol alilico. La mutante puede crecer en presencia de este alcohol,
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porque carece de actividad de la PQQ-ADH, ya que si la enzima estuviera activa,

la oxidacién del alcohol produciria acroleina, compuesto que es sumamente toxico

para la célula (Figura 9). Esta mutante fue caracterizada y se observé que puede

crecer en condiciones de fijacion de nitrégeno y mantiene la actividad de las otras

deshidrogenasas de la cadena respiratoria sin variacion.

Alcohol Alilico
(CH,=CHCH,0OH)

PQQ-ADH

Acroleina

(CH,=CHCH=0)

Figura 9. Reaccién de oxidacion del alcohol alilico catalizada por la PQQ-ADH de Ga.

diazotrophicus.

Una posible razdn de la inactividad de la PQQ-ADH en esta cepa podia ser la falta

de sus grupos prostéticos. Se buscod la presencia de citocromos ¢  por

espectrofotometria y zimografia en geles SDS-PAGE (Figura 10). Los resultados

indicaron que la cepa C6 carece de citocromos ¢, de acuerdo a la determinacién

espectrofotométrica y al resultado negativo obtenido en la zimografia cuando se

utiliza tetrametil-bencidina, el cual reacciona con los grupos hemos del citocromo

produciendo una banda de color azul-verdoso, como se muestra para el citocromo

c de caballo usado como control (Figura 10).
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Figura 10. Analisis de la presencia del grupo prostético citocromo ¢ en diferentes cepas de Ga.
diazotrophicus. (A) Zimografia en SDS-PAGE para citocromo c, utilizando tetrametil-bencidina
(B) EI mismo gel tefido con azul de Coomassie. a) cepa silvestre b) mutante C6 (PQQ-ADH").
Como controles: c¢) mutante ccm-MAd21 (mutante en la biogénesis de citocromo ¢ ) d)
citocromo ¢ de caballo (1)

De acuerdo a los resultados obtenidos la mutante no tiene citocromo ¢, pero no
sabiamos si la carencia del citocromo se debe a que no se estd integrando a la
proteina o a la ausencia de la proteina en la membrana. Para contestar esta
pregunta se decidio realizar un ensayo de inmuno-deteccion de la PQQ-ADH en la

mutante C6.

Para este ensayo se obtuvieron, a partir de la enzima purificada por Gémez y col,
anticuerpos multiclonales de conejo. La cepa silvestre y la mutante ccm-MAd21

sirvieron de control del experimento. Con membranas de las diferentes cepas se

28



corrio una SDS_PAGE y con las proteinas separadas se realizé un Western blot

(Figura 11).

70kDa

40kDa

32kDa

Figura 11. Inmunodeteccion de la PQQ-ADH en membranas. Se corri6 una SDS-PAGE y a
partir de las proteinas separadas se realizd el western blot utilizando anticuerpos policlonales
contra la enzima completa. a) membranas de cepa silvestre b) membranas de ccm-MAd21 (cit
¢) y ¢) membranas de la mutante PQQ-ADH" (1).

Los resultados obtenidos mostraron la presencia de la subunidad | (catalitica) en la
cepa silvestre, mientras tanto la mutante ccm-MAd21 (deficiente en la biogénesis
de citocromos c¢) como la mutante C6 (deficiente en la actividad de PQQ-ADH),
carecian de esta subunidad integrada a membrana. En cuanto a la subunidad II,
pudo ser detectada en las tres cepas, aunque en la mutante C6 se observa

disminuida en su concentracién. (1).
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La informacion anterior despertd el interés por caracterizar a nivel genémico a la
mutante C6, por lo que este trabajo esta enfocado en estudiar a los genes que
codifican a las dos subunidades de la PQQ-ADH en la mutante de
Gluconacetobacter diazotrophicus C6 (ADH), y asi poder encontrar la razén por la
que la subunidad | esta ausente en la membrana y por tanto, la PQQ-ADH es

inactiva en esta mutante.
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lll. Objetivo General

e Determinar la naturaleza de la mutacion que confiere el fenotipo PQQ-ADH"
en la mutante C6 de Gluconacetobacter diazotrophicus, a través del

analisis de la secuencia del operon adhA-B

V. Metas

i. Disefio de oligonucledtidos especificos para la amplificacion de los genes que
codifica para las dos subunidades de la PQQ-ADH.

ii. Estandarizar las condiciones de amplificacion de los genes tanto de la cepa
silvestre como de la mutante PQQ-ADH", por la reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR).

iii.  Comparar los fragmentos obtenidos a partir del DNA cromosomal de ambas
cepas, por electroforesis en agarosa.

iv.  Secuenciar los fragmentos obtenidos a partir del DNA cromosomal de la
mutante PQQ-ADH".

v. Analizar las secuencias obtenidas comparando con la secuencias de los genes
de la cepa silvestre, para determinar la causa de la mutacion.

vi. Utilizando las base de datos, comparar con las secuencias de otras especies

de la familia de las BAA.
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V. Justificacion

La obtencion de la secuencia de los genes que codifican a la PQQ-ADH en la
mutante C6, nos permitira determinar si la causa de la falta de integracién de la
subunidad | (catalitica) de esta enzima a la membrana es debida a una afectacion

a nivel del operén que la codifica y asi explicar la ausencia de su actividad.

V1. Material y Método

VI.l. Material Bioldgico

Ga. diazotrophicus PALS5 ATCC49037 (cepa silvestre) y la mutante espontanea
Ga. diazotrophicus C6 (PQQ-ADH"), fue obtenida utilizando el alcohol alilico como

factor de seleccion.
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VLII. Medios y condiciones de Cultivo

Ga. diazotrophicus PAL5 se crecié en un medio minimo adicionado de 5 % de
azucar (LGIP modificado (6)), el cual consiste de: 5 g K;HPO4, 4 g KH,POy4, 0.2 g
MgCl,, 0.02 g CaCl,, 0.01 g FeCls, 5 g de citrato de sodio, 0.2642 g (NH4)2SO4,
0.002 g Na;MoO,, y 50 g sacarosa para un litro de medio; el pH fue ajustado a
5.5. Ga. diazotrophicus C6 se creci6é en Caldo Nutritivo adicionado con sacarosa

al 5%, pH 5.5y 2 mM de alcohol alilico como factor de seleccién.

Ambas cepas se crecieron en condiciones aerdbicas, con una agitacion constante
(200 r.p.m) a 30 °C, hasta alcanzar la fase estacionaria de crecimiento (24 hrs

para la cepa silvestre y 36 hrs para la cepa mutante).

VLIII. Mantenimiento del material bioldgico

Para la conservacion de las cepas, Ga. diazotrophicus PAL 5 y C6 fueron crecidas
en sus medios respectivos y condiciones mencionadas anteriormente, hasta fase
de crecimiento logaritmica y a partir de estos cultivos se hicieron gliceroles (50%

de glicerol esteril, 50% del cultivo activo).
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VL.IV. Seleccidon de Mutantes espontaneas PQQ-ADH de Ga.

diazotrophicus

El aislamiento de las mutantes Ga. diazotrophicus PQQ-ADH’, se realiz6 con

alcohol alilico como factor de seleccion, de acuerdo a los reportes previos en los
que este alcohol fue utilizado para la obtencidon de mutantes de esta enzima en
Escherichia coli (22). La cepa silvestre fue crecida en cajas de agar nutritivo
adicionado con azucar al 5% y 2 mM de alcohol alilico a pH 5.5. Las colonias
obtenidas fueron probadas por su capacidad de oxidar etanol, glucosa y
acetaldehido. Se obtuvieron 8 colonias, de las cuales la sexta (C6) fue capaz de
oxidar glucosa y acetaldehido, pero no etanol; esta mutante fue seleccionada y

se obtuvieron gliceroles para su almacenamiento.

VI.V. PCR

La reaccidon en cadena de la polimerasa o PCR (por sus siglas en inglés), es una
técnica de biologia molecular en la que se reecrea el mecanismo celular de
replicacion del DNA y nos permite obtener varias copias de un fragmento
especifico in vitro. La reaccion se lleva al cabo en un termociclador (Mastercycler

gradient, Eppendorf) y se dan varios ciclos que implican la desnaturalizacion del
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DNA templado, el alineamiento de los oligonucledtidos y la elongacion del DNA a

partir de estos oligonucledtidos por accion de una DNA polimerasa.

El protocolo para la reaccion de PCR se muestra a continuacion:

Polimerasa AccuPrime™ Pfx SuperMix 22.5uL
(Invitrogen)
Oligonucleotido Forward (50pmoles/pl) 1.5 uL
Oligonucleotido Reverse (50pmoles/ul) 1.5 b
DNA (Silvestre o C6) 2 uL
Dimetilsulféxido 2 uL
Total 29.5 uL
Paso Temperatura Tiempo minutos. Ciclos
Desnaturalizacion 95°C 10 1
Desnaturalizacién 95°C 1:30
Alineamiento’ 72.5° 0 56°C 1:30 35
Elongacion 68°C 4:30
Elongacion Final 68°C 10 1
Incubacion 4°C o0 o0

La temperatura 72.5° corresponde para los oligos utilizados para amplificar el gen adhA
(subunidad 1) y 56°C corresponde para los oligos utilizados para amplificar el gen adhB (subunidad

II) de la PQQ-ADH.

VI.VI. Extraccion de DNA Gendmico

La purificacion de DNA gendmico de la cepa silvestre y de la mutante C6 se

realizd mediante el protocolo de extraccién utilizando fenol-cloroformo (Tabla 3). El

protocolo se describe a continuacion:
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. Obtener un cultivo de 50mL de cada cepa (silvestre o C6), agregando 2mL de
inéculo activo en sus respectivos medios y permitir el crecimiento por 24
horas.

. Agregar 1.5mL de cada cultivo en dos tubos eppendorf y centrifugar a 10,000
rpm por 40 segundos.

Lavar las células agregando 500uL de amortiguador TE, agitar con vértex
para homogeneizar correctamente y centrifugar a 10,000 rpm por 40
segundos.

. Retirar el sobrenadante y repetir el paso anterior.

. Agregar 50uL de lisozima a una concentracion de 10 mg/mL, agitar con vortex
por 10 segundos e incubar a 37°C por 30 minutos.

. Agregar 50uL de proteinasa K a una concentracion de 10 mg/mL, agitar con
vortex por 10 segundos e incubar a 37°C por 30 minutos.

. Agregar 50uL de SDS 10%, agitar invirtiendo el tubo suavemente e incubar a
37°C por 15 minutos.

Agregar 100uL de NaCl 5 M, agitar invirtiendo el tubo suavemente e incubar a
65°C por 10 min.

Adicionar 80uL de una solucion de CTAB al 10% en NaCl 0.7 M; agitar

invirtiendo el tubo suavemente e incubar de 15 a 20 minutos a 65°C.

10.Dejar enfriar y agregar 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1,

mezclar y centrifugar a 10, 000 rpm por 10 minutos.

36



11. Separar la fase acuosa en un tubo limpio y estéril y agregar 0.6 volumenes de
fenol cloroformo-alcohol isoamilico 24:1; mezclar y centrifugar a 10, 000 rpm
por 10 minutos.

12.Separar la fase acuosa en un tubo limpio y estéril y agregar 0.6 volumenes de
fenol cloroformo-alcohol isoamilico 24:1; mezclar y centrifugar a 10, 000 rpm
por 10 minutos.

13. Separar la fase acuosa en un tubo limpio y estéril y agregar 0.6 volumenes de
isopropanol frio; mezclar y centrifugar a 10, 000 rpm por 10 minutos.

14. Desechar el sobrenadante y lavar la pastilla de DNA 2 o 3 veces con 1 mL de
etanol al 70%, centrifugando a 10, 000 rpm por 5 minutos por cada lavada.

15. Evaporar el alcohol.

16. Cuando ya no existan rastros de etanol, resuspender la pastilla de DNA en
55ulL de agua estéril.

17. Agregar de 1 a 2 uL de RNAsa y dejar en reposo 30 minutos a 37°C.

18. Almacenar a -20°C.
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Tabla 3. Soluciones utilizadas para la extraccion del

DNA

Reactivo

Concentracion

TE (Tris-EDTA) pH 8

50mM Tris
20mM EDTA (acido
etilendiaminotetraacético)

SDS 10% (w/v)
NaCl 5M
CTAB en NaCl 10% (w/v) de CTAB
0.7M de NaCl
Cloroformo — alcohol isoamilico 24:1

Fenol — Cloroformo — alcohol isoamilico

El fenol se agrega en igual proporcién
que el Cloroformo —alcohol isoamilico el
cual se toma de la solucion anterior con
concentraciéon 24:1, es decir, para tener

1mL total se agregan 500uL de cada

solucion.

Etanol

70% (viv)

VI.VII. Electroforesis

La electroforesis de DNA se realizé en gel de agarosa al 1% preparado con
amortiguador TBE (1X) (Tabla 4) y se corrié en el mismo amortiguador entre 85-
90V. Como amortiguador de carga se empled el de la marca QIAGEN y como
marcador de peso molecular se empleé el 1kb DNA Ladder de New England

BiolLabs.
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Tabla 4. Soluciones utilizadas para la electroforesis.

Amortiguador de Corrida TBE 10X

Reactivo Concentracion
Tris 1.0M
Acido Bérico 0.9M
EDTA 0.01 M

VI.VILI. Extraccidon en gel de agarosa

Para extraer el DNA a partir de una banda obtenida por electroforesis se utiliz6 el
Kit para extraccion de gel de agarosa QIAquick gel extraction de QIAGEN, de

acuerdo a las instrucciones del provedor:

e Corta la banda de DNA deseada, evitando el exceso de agarosa.

e Colocar la banda(s) en un tubo eppendorf y pesar; el peso de la banda(s), es
un volumen de gel.

e Agregan 3 volumenes de amortiguador QG por cada volumen de gel.

¢ Incuba por 10 minutos a una temperatura de 50°C o de lo contrario hasta que
la agarosa se haya disuelto por completo, obteniendo al final una mezcla de
color amarillo. Si la mezcla llega a ponerse naranja o violeta agregar 10uL de

acetato de sodio 3M pH 5y mezclar.
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Agregar 1 volumen de isopropanol frio (4°C) por cada volumen de gel y
mezclar invirtiendo el tubo suavemente.

Para adherir el DNA, se pasa la solucion a una columna del kit y se centrifuga
por 1:30 minutos a 13, 000 rpm; se desecha el sobrenadante.

Se afiaden 500uL de amortiguador QG y se centrifuga por 1 minuto; se retira el
sobrenadante. Este paso es requerido solo en el caso de que el DNA vaya a
ser utilizado para secuenciacion directa, transcripcion in vitro o microinyeccion.

Para lavar se afnaden 750uL de amortiguador PE y se centrifuga por 1 minuto a
13, 000 rpm y se elimina el sobrenadante. Este paso se repite 2 veces mas;
debe revisarse que ya no existan rastros del amortiguador PE u olor a etanol,
de ser asi, se centrifuga una vez mas. Si el DNA va a ser usado para
aplicaciénes sensibles a sal como ligacién y secuenciacion directa, dejar
reposar la columna de 2 a 5 minutos después de la adicién del amortiguador
PE, antes de centrifugar y solo la primera vez.

La columna se pasa a un tubo eppendorff nuevo y estéril.

Para eluir el DNA puede utilizarse amortiguador EB 6 agua miliQ estéril. Se
debe de tener en cuenta la intensidad de la banda purificada para el volumen
de elucién (entre 10 y 50 uL). Se centrifuga por 1 minuto a 13, 000 rpm,
recolectando en un tubo ependorff nuevo y estéril. El eluido obtenido se rotula

y se usa para pruebas posteriores o se almacena entre 4 y -22°C.
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VI.VIII. Secuenciacion de DNA

Para la secuenciacion se utilizaron los oligonucleotidos con los que se amplificaron
cada uno de los fragmentos correspondientes a los genes adhA y adhB de la
cepa silvestre. La secuenciacion se llevd al cabo en la Unidad de Biologia
Molecular del Instituto de Fisiologia, UNAM. Los datos de la secuencia fueron

obtenidos con ayuda del programa Chromas.

VI.IX. Southern Blot

Para determinar qué enzimas de restriccion utilizar se obtuvo un mapa de
restriccion del fragmento conteniendo al gen adhA, para evitar que fuera cortado
(programa pDRAW 32). Asi, las enzimas seleccionadas fueron BamHI, Hindlll y

Notl.

1. Digestién del DNA:
i. Digerir el DNA gendmico con las enzimas de restriccion BamHI y Hindlll e
incubar por 2 horas por 37°C; inactivar a 65°C.
ii.  Agregar al mismo tubo la enzima de restriccion Notl incubar durante 2

horas a 37°C; inactivar a 65°C.
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Las restricciones se realizaron de acuerdo con el siguiente protocolo:

BamH | + Hind IlI

Silvestre C6
DNA 11uL 10uL
H,O 2ulL 3ulL
Amortiguador K 2uL 2uL
BamH | 1ul us
Hind 111 1ul 1uL
Total 20uL 20pL

Not |

Silvestre C6
H.O 4uL 4ul
BSA 2uL 2ulL
Triton 2uL 2uL
Amortiguador H TuL TuL
Not | 1ul 1uL

2. Electroforesis del DNA

i. Se corrid una electroforesis con el DNA digerido, en un gel de agarosa al 1%

a 90V y se tifio con bromuro de etidio.
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ii. Posteriormente se tomo una fotografia del gel utilizando una regla del lado
del marcador de peso molecular, para ubicar las bandas en relacién al
estandar.

3. Transferencia y deteccion. Para la deteccion de la banda se empled el kit
Amersham ECL Direct Nucleic Acid Labelling And Detection Systems de GE

Healthcare y se siguio el protocolo sugerido por el fabricante:

I. El gel fue lavado con solucion depurinizadora (Tabla 5) e incubado en
agitaciéon lenta por 12 min, hasta observar el vire del azul de bromofenol del
marcador a amarillo por el incremento de la acidez.

ii. Se hizo un lavado del gel con agua bidestilada para eliminar la solucion

depurinizadora y posteriormente se lava con la solucién desnaturalizadora (Tabla

5). Se incubd en agitacion lenta por 25 min y se observo como el vire del

bromofenol regreso a su color azul.

ii. El gel se lavd con agua bidestilada para eliminar la solucién
desnaturalizadora y se cubrid con solucion neutralizadora (Tabla 5); se
incubd en agitacién lenta por 30 min.

iv.  El gel se lavo con agua bidestilada para eliminar la solucion neutralizadora.

v. El DNA se transfirio por capilaridad a una membrana de nylon Amersham
Hybond™-N* de GE Healthcare durante toda la noche. La fraccion movil
para el sistema de capilaridad empleado en la transferencia fue el
amortiguador 20X SSC (Tabla 5). El esquema del sistema de capilaridad
fue el siguiente: amortiguador 20X SSC en un recipiente, puente de papel

filtro de fibra de vidrio, gel de agarosa, membrana de nylon Amersham
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Hybond™-N*, 3 piezas de papel filtro whatman, papel absorbente, una

placa de vidrio/plastico y finalmente un peso de aproximadamente 2Kg

(Figura 12).

mw\m@} 2% Peso de aprox. 2Kg

Papel absorbente

Papel Wattman

Membrana de Nylon Hybond
Gel de agarosa
Puente de papel Wattman' ™

Recipiente
Buffer SSC 20X

Figura 12. Esquema que muestra el sistema de capilaridad empleado para la transferencia de
DNA

Tabla 5. Soluciones utilizadas para la transferencia del DNA

Solucion Componentes

Solucién depurinizadora HCI 250 mM
Solucién desnaturalizadora NaCl 1.5M
NaOH 0.5M
Solucién neutralizadora NaCl 1.5M
Tris-HCI 0.5M

pH 7.5
Amortiguador 20X SSC Najs citrato 0.3 M
NaCl 3M

pH 7.0

vi. Al terminar la transferencia, en la membrana de nylon se marcaron los
carriles de la electroforesis utilizando un lapiz. Posteriormente el DNA se fijo
a la membrana utilizando luz UV.

44




. Preparacion de la sonda de hibridacion

Notas

Protocolo
Diluir el DNA que va a ser marcado, a una
concentracion de 10ng/uL  usando el agua

subministrada.

La concentracién de sal
en la muestra de acidos
nucleicos no debe
exceder 10 mM.

Desnaturalizar 100 ng de la muestra de DNA (10 pulL)
por calentamiento durante 5 minutos en un bafio de
agua hirviendo.

La minima cantidad de
DNA que debe ser
marcada es 100 ng en
10uL. Si se requiere mas

el volumen debe
incrementarse
apropiadamente
manteniendo al mismo

tiempo la concentracion a
10 ng /ulL.

Inmediatamente enfriar el DNA en hielo por 5 minutos.
Dar un spin en microcentrifuga para colectar el
contenido en la parte inferior del tubo.

Anadir un volumen equivalente de agente de marcaje
de DNA (10 uL) al DNA enfriado. Mezclar suavemente.

El volumen de agente de
marcaje debe ser igual al
volumen de DNA a ser
marcado. Por ejemplo 100
ng de DNA en 10uL
requiere 10uL de agente
de marcaje.

Adicionar el glutaraldehido, wusar un volumen
equivalente al volumen del agente de marcaje (10uL).
Mezclar generosamente. Dar un spin en
microcentrifuga para colectar el contenido al fondo del
tubo.

Por ejemplo, 10 uL de
solucion de DNA (10 ng
/uL) + 10 uL de agente de
marcaje requeriran 10 uL
de la solucion de
glutaraldehido.

Incubar por 10 minutos a 37°C.

Cuando los nucleodtidos
marcados sean <300 pb,
incrementar el periodo de
incubacion a 20 minutos,
puede mejorar la
eficiencia de marcaje.
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Si no se usa inmediatamente, la prueba puede ser
guardada en hielo por un periodo corto, por ejemplo
10-15 minutos.

Las pruebas de marcaje
pueden ser guardadas en
30% de glicerol a -15°C a

-30°C por hasta seis
meses.

. Hibridizacién y lavados de astringencia.

Preparar el amortiguador de hibridizacion de la | 0.25mL/cm? es

siguiente manera:

A temperatura ambiente, tomar el volumen requerido
de amortiguador de hibridizacion (30 mL). Anadir
cloruro de sodio solido (grado analitico) a una
concentracién que es la mas adecuada para una
prueba de hibridizacién efectiva.

Anadir agente de bloqueo a una concentracion final de
5% (w/v). Inmediatamente mezclar completamente el
agente de bloqueo en una suspension.

Continuar mezclando a temperatura ambiente por 1
hora en un agitador magnético, luego calentar a 42° C
por 0.5 — 1 hora mezclando ocasionalmente.

recomendado para blots
pequefios y 0.125mL para
membranas grandes.

La concentracién optima
de cloruro de sodio puede
ser diferente para
diferentes pruebas. 0.5 M
NaCl generalmente da
buenos resultados.

.| Si es necesario precalentar el volumen requerido de
amortiguador de hibridizacion a 42°C, colocar las
membranas en el amortiguador y prehibridizar por 15
minutos a 42°C con agitacion suave.

.| Siguiente a la prehibridizacion, anadir la prueba de
marcaje al amortiguador de prehibridizacién. Evitar
colocarla directamente en la membrana y mezclar
suavemente. Continuar incubando con agitacion suave
toda la noche a 42°C.

Es importante no exceder

42°C durante la
hibridacion; altas
temperaturas son
perjudiciales al
componente enzimatico

del agente de marcaje de
DNA.

Preparar el amortiguador de lavado primario y
precalentar a 42°C. Este es usado en exceso a un
volumen aproximado de 2-5mL/cm? de membrana.
Cuidadosamente transferir las membranas a la

Cada lavado primario no
debe exceder los 20
minutos para proteger la
actividad enzimatica de
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solucién y lavar por 20 minutos con agitacion suave,
asegurando no exceder la temperatura de 42°C.

peroxidasa.

Se puede almacenar el
amortiguador de lavado
primario a una
temperatura estable de 2-
8°C por un maximo de 3
meses.

Llevar a cabo un nuevo lavado en amortiguador de
lavado primario fresco a 42°C por 20 minutos.

Colocar la membrana en un contenedor limpio y
agregar en exceso amortiguador de lavado
secundario. Lavar con agitacion suave por 5 minutos a
temperatura ambiente.

Llevar a cabo un nuevo lavado en amortiguador de
lavado secundario fresco a temperatura ambiente por
5 minutos.

Llevar a cabo un nuevo lavado en amortiguador de
lavado primario fresco a 42°C por 20 minutos.

Si es necesario la
membrana puede ser
dejada en amortiguador
de lavado secundario
hasta 30 minutos a
temperatura ambiente
antes de la deteccion.

1)

Generacion de una sefial quimiofluorescente y deteccién con ECL

Notas

| Mezclar

en volumenes iguales el
agente de deteccidn 1 con el agente de
deteccién 2 para dar solucién suficiente
para cubrir la membrana. 0.125 mL/cm?
es recomendado.

Nuestro gel tiene 60 cm? x 0.125 cm? =
7.5mL

Por lo tanto se deben tomar 3.75 mL de
cada reactivo.

Mezclar solo el
necesario para cubrir la membrana. No
es recomendable almacenar la solucién
mezclada. Si no se usa inmediatamente,
la solucion de deteccion preparada
puede ser dejada en hielo por un corto
periodo, por ejemplo 30 minutos.

volumen de deteccion

Evitar la contaminacion de los agentes
de deteccion 1y 2.

Drenar el exceso de amortiguador de
lavado secundario de la membrana y
colocarla en un contenedor limpio o
sobre una sabana de SaranWrap, con
el DNA hacia arriba. Agregar el agente
de deteccion directamente sobre la
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membrana en la carga del sitio del
DNA; no dejar que la membrana se
seque.

Incubar por 1 minuto a temperatura
ambiente.

Drenar el exceso de agente de
deteccion y envolver la membrana en
SaranWrap. Dejando fuera cualquier
burbuja.

Colocar la membrana con el DNA hacia
arriba en el cassette. Realizar el trabajo
lo mas rapido posible para minimizar el
retraso entre la incubacién de las
membranas en sustrato y la exposicion
al film.

Apagar las luces y colocar una hoja de
film de autoradiografia en la parte
superior de la membrana. Cerrar el
cassette y exponer por 30 segundos.

Remover el film y revelar. Si es
necesario, exponer un segundo film
para una medida apropiada de tiempo.

2)

Revelado del Film

Llevar al cuarto obscuro: reloj, pinzas y el cassette con el film a revelar. Antes de
iniciar: verificar que las soluciones de revelado y fijador no presenten un color
café/amarillento muy obvio (caducas). Si este es el caso, hay que preparar nuevas
soluciones y almacenar en botellas perfectamente enjuagadas con agua
desionizada. La mayor parte de problemas de revelado tiene que ver con
soluciones caducas o con contaminacion entre las soluciones de revelador y
fijador.

Cerrar el cuarto con seguro, encender la luz roja.

Llenar una charola plastica con revelador, otra con agua de la llave, otra con
fijador y una ultima con agua de la llave. Colocar en este mismo orden las cuatro
charolas encima de la mesa.

Sumergir el film en el revelador y agitar manualmente hasta que aparezca senal.
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Entre 1-5 minutos, o lo que indique el fabricante del kit del Southern.

5.| Escurrir cuidadosamente y transferir el film a la charola con agua. Agitar con la

mano por aproximadamente 60 segundos, de preferencia lavar el film con agua
corriente antes de transferir al fijador.

6. | Escurrir cuidadosamente y transferir el film al fijador por al menos 3 minutos.

7.| Enjuagar abundantemente el film con el agua de la ultima charola o directamente

en la tarja con un leve chorro de agua. Si el fijador no se elimina completamente, el
film adquiere un color amarillento al secarse y se pierde contraste y resolucion.

8. | Escurrir y poner a secar el film colgado en las pinzas prensapapeles.

9. | Regresar cada solucién a su frasco y enjuagar las charolas.

Amortiguador

Componente

Amortiguador
de hibridizacion

Adicionar NaCl grado analitico a la solucién de amortiguador de
hibridizacion para obtener una concentracion de 0.5 M.

Adicionar el agente bloqueador para obtener una concentracion final de
5% (w/v). Para mejores resultados adicionar el agente bloqueador
despacio a la solucién del amortiguador mientras se agita.

Continuar mezclando a temperatura ambiente durante 1 hora en
agitador magnético. Este amortiguador puede ser usado
inmediatamente o almacenado en alicuotas de -15 a -30°C.

Amortiguador Urea 360 g 6 M
para lavado .
primario SDS 4 g 0.4%
20 x SSC 25 mL 0.5xSSC
Volumen final de 1L. Este amortiguador puede ser almacenado hasta 3
meses en refrigerador a 2-8°C.
Amortiguador 20 x SSC 100mL
para lavado .
secundario Volumen final de 1L para obtener 2x SCC. Puede ser almacenado hasta

3 meses en refrigerador a 2-8°C.
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VIl. Resultados

Ga. diazotrophicus presenta un mecanismo de proteccidn respiratoria a la
nitrogenasa, resultado de una alta tasa de respiracion asociada a la fermentacion
oxidativa, proceso en el que se oxidan de manera incompleta azucares vy
alcoholes. Entre las enzimas que llevan al cabo este proceso se encuentra la

alcohol deshidrogenasa membranal (PQQ-ADH).

Buscando determinar la importancia de esta enzima en la fijacion de nitrégeno y la
oxidacion de alcoholes en Ga. diazotrophicus, obtuvimos mutantes espontaneos
de la via de oxidacion de alcoholes en esta bacteria y seleccionamos a una

mutante (la mutante C6) por crecer en presencia de alcohol alilico.

Para explicar la causa de la mutacion en la cepa C6, decidimos hacer una
caracterizacion gendomica de esta mutante, enfocando nuestra atencién en
determinar si existia una insercién de DNA ajeno al operén adh que codifica para

la PQQ-ADH.

Como hemos mencionado, este operon esta formado por 2 genes: el adhA que
codifica para la subunidad catalitica y el gen adhB que codifica para la subunidad
pequefa. Decidimos amplificar por PCR ambos genes en busqueda de dichas

secuencias.
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VIIL.I. Amplificaciéon de los genes que codifican a la PQQ-ADH

Se disenaron oligonucleotidos que permitieran amplificar por PCR los genes adhA
y adhB. Usando la base de datos del NCBI se obtuvieron las secuencias de ambos
genes dentro de la secuencia del DNA gendémico de Ga. dizotrophicus PAL 5

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/; No. de acceso GenBank AM889285; No. de acceso

GenBank de adhA CAP55983.1; No. de acceso GenBank de adhB CAP55984.1).

Los genes que forman el operon adh se localizan entre las 2082961 y 2085241pb
para adhA y entre las 2085241 y 2086621pb para adhB (Figura 13) Los
programas pDRAW32, DNAStar y Lasergene fueron usados para realizar el disefio
de los oligonucleotidos que codifican para las dos subunidades. Las secuencias de

los oligonucledétidos disefiados fueron:

Oligonucledtidos para adhA (subunidad 1); se obtiene un amplificado de 4136 pb

en la cepa silvestre:

e adhAF 5-ACCAAATCCCGGGACCAAACAC- 3’ Tm= 68°C

e adhAR 5-CACGGACGGCAGGCTCTTCA- 3’ Tm=69°C
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Oligonucleétidos para adhB (subunidad Il); se obtiene un amplificado de 1489 pb

en la cepa silvestre:

e adhBHF 5" -CCCTACGGTTTTTCGAAGCTTCCGCATC-3" Tm=74°C

e adhBXR 5 -CAAGAAGCGTCTCGAGCTACCCG- 3’ Tm=69°C
| 5
3 g . I
- s 3 4
— s =
| MINN NI EEN T ) 1 ] | ] NIl ] HINmEni
-1000 pb adhA adhB +1000 pb

Operon adh con +y - 1000 pb

2082961

Figura 13. Esquema del operon

I

2085241 2085241

1

2086621pb

adhAB. Se sefialan con flechas la localizacion de los

oligonucledtidos disenados (con flechas color rojo, los oligonucleétidos para adhA y con negro, los

oligonucleostidos para adhB)
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Con los oligonucledtidos disenados para ambas subunidades se realizaron las
reacciones de amplificacion (PCR), como se indica en la metodologia. Los
tamanos esperados para los fragmentos amplificados en la cepa silvestre son de

4136 pb para la adhA y de 1489 pb para adhB.

Los resultados obtenidos al hacer el analisis electroforético de los fragmentos
amplificados para adhA y adhB a partir del DNA gendmico de la cepa silvestre,
estan de acuerdo con los tamafos esperados (Figura 14 Ab y Bb). En el caso de
la cepa C6, el tamano del fragmento obtenido para el gen adhB también
corresponde al esperado, es decir, es el mismo que para la cepa silvestre (Figura

14 Be).

Sin embargo, en el caso del gen adhA en la mutante C6 encontramos diferencias.
El fragmento amplificado para este gen en la mutante estd aumentado
aproximadamente en 1500pb con respecto al tamafo esperado (de
aproximadamente 4000 a 5500 pb) (Figura 14 Ac y Ad). Este aumento en el
tamano es indicativo de la insercion de DNA ajeno al gen, el cual podria ser el

responsable del fenotipo PQQ-ADH" en la cepa C6.
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Figura 14. Analisis electroforético de los fragmentos obtenidos de la amplificacion de los genes
adhA (A) y adhB (B) de las cepas silvestre y C6 de Ga. diazotrophicus. Para ambas figuras el
carril (a) corresponde al estandar, el carril (b) a la cepa silvestre y el carril (c) a la mutante C6.
En el panel A, d corresponde al fragmento obtenido de la cepa C6 purificado.

De acuerdo a los resultados anteriores, era necesario conocer a qué correspondia
la secuencia de nucleottidos adicionales en la adhA de C6. Para ello el fragmento
fue purificado y se realizé una secuenciacion (Unidad de Biologia Molecular, del

Instituto de Fisiologia Celular, UNAM).
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VILII. Andlisis de la secuencia adicional en el gen adhA

La secuenciacion del gen adhA de la cepa C6 se realizd utilizando los
oligonucledtidos disefados para amplificar este gen y se analizé con ayuda de los

programas Chromas (http://www.technelysium.com.au/ChromasPro.html), Blast

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/), ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/)

y pDRAW32 (http://www.acaclone.com/) (Figura 15).

ATGATGCGAGCCGTTTACGGGAAAAGACGTTCTCTCCGCGGAACGCTTGCCGTCGGAACGATATGCGCCGCGACATTCTTT
GGATATACGGCGGCGACCAGTGCCGCCGAATCCGAATTCGGCGCGACGGGTGAAGCAATTATCCATGCGGACGACCATCCC
GGCGACTGGCTGACCTACGGCCGCACCTATTCCGAGCAGCGTTATAGCCCGCTGGACCAGATCAACCGGTCCAATGTCGGC
AACCTGAAGCTGGCCTGGTATTACGACCTGGACACCAACCGTGGGCAGGAAGGCACGCCGCTGATCGTCGATGGCGTGATG
TACGCCACCACGAACTGGAGCAAGATGAAGGCCCTGGACGCGGCCACGGGCAAGCTGCTGTGGGCGTACGACCCCCGCGTG

CCCGGCAATATCGCCGACAAGGGATGCTGTGACACCGTCAATCGCGGTGCGGCCTACTGGA4§TGCCAGCCGTAATCGGGC

CTGAGCGGTCGTCGTCGATTGGCGGTCTCCCGGGCCGGAAAGAAGGTAGAGTTGCCGCGGTGAAACAGCAGCGCGGGAGGC
GTGCGATGGAATTCTTTTGCGGTCTCGATGTGTCGATCGACGAAACGGCGGTCTGTGTGGTGGACGAGCAGGGCACCGTGC
ATCTGGAAACGACGGTGGCCACGGACCCGGCTGCGCTCAGGGATGCCGTGAAGCCGTTCCTGCCGCGCCTGCGCCGTATGG
GTCACGAGGCAGGTTCCCTGTCGCCCTGGCTGCATCCGGAGATGCTGGCGCTGGGCCTGCCGGCGGTCTGCCTGGAGACGA
AACACGTGCGGGCGGCGATGTCGGCGCAGCGCAACAAGACCGACAAGGCGGACGCGCTGGGGATCGCGCATATCGTGCGCA
CCGGCTGGTTCCGGACGGCCCATATCAAGAGCGAAGCAAGCTATCGGCTGCGTCTGATCCTGACCCAGCGCAGCACGCTCA
AGCGCAAATTCATGGATCTCGAGAATACGATCCGCCATTCGCTCAAGGCGTTCGGTATCCGCCTGGGCACGGTCTCGCGGG
CGCGCTTCGACACCGCCGTTCGCGAGGCCGTGGCGCAGGACGCGCTGACCCGCGATCTCATGGAGGCGATGCTGCGGGCGA
AGCCGTGCTCTGGGAAGAATATACCCGGCTGCACAAGCTGGTGGTGCGGATCGTCGCGGGTGACGAGGTGTGCCGGCGGTT
CATGGCCATTCCGGGGGTGGGGCCGGTGACCGCGCTTGGCGTGATGACGGCGATCGACGATCCGTCGCGCTTCCGGCGCTC
GCGCGACGTCGCGGCGTATTTCGGCCTGACGTCGCGGCGCTGCAGTCGGGTACCAGCATCGATGTGCAGGGACGCATCAGC
AAGGCCGGCGATCCGGAGGTGCGGCGGTCCCTCTATGAAGCGGCGTCGTCCTGCTGACGCGTTTCAAGGGGCGCGACAAGC
TGCGGACCTGGGGCCTGGAACTGGCGAAACGGTCCTGCCATCGCAAGGCGGCGGTCGCCGTGGCGCGCAAGATGGCCGTGA
TCATGCATGCCATGTGGCTCGACGGAACGGTCTATGACGGCGGTCCGGCCGTCGATCCCGAAGAGCGGGCCCGTCATATCG
CTTGCAAGAACCGCAAATTGCCGCGGGCGCTCGCGTGAGTGTCCAGCTGCAAAGGAATGTTCCGCCGCGTGTCGGGATGAC
CGCGGCGTTCTGAACAGGGAGATCCGCCAAGGCGGATGGGGAAGGGTGCAGTCGAGGACGACGGGAAGCACGATATCTTGC
CTGGAGCACGCGCAGGTGAACGCCTCGTGGGACTCCGCTCGAGTGCCTGTGATGCTGCCCCGTGAATCCGATGGCAAAATG
CGCCACGACGAAAGGCCGGCCGCCCATCCACGGATGGGGCGGCATATCAGTCGTCGCTGAGCGCGGAAGAGTGCACGGCGT
GCCACGAACCCTCAGTCAGGGCCGAGATGCCAGTCCAGGAGCAGAACTGTGATCGTGAAAGGAAGCTAAAGGAAAACGAAG

AATGAAAAACTTGACCAAAAAACCCGCCCGATTAAGAGGCAAGGTCTATTTCGGCACGTTCGACGGAAGGCTGATCGCGC

TGGACGCCAAGACCGGCAAGCTGGTCTGGAGCGTGAACACCATCCCCGCCGACGCGGCCCTGGGCCACCAGCGTTCCTACA
CCGTGGACGGCGCGCCGCGTATCGCCAAGGGCCGGGTCATCATCGGCAATGGTGGATCGGAATTCGGCGCGCGCGGCTTCG
TTTCGGCCTTCGACGCCGAGACCGGCAAGCTGGACTGGCGCTTCTACACGGTGCCGAATGCGCAGAACAAGCCGGACAACG
CGCCGTCCGACGCTGTCCTGATGAGCAAGGCGTACCCGACCTGGAGCCCGACCGGCGCATGGACGACCCAGGGCGGCGGLG
GCACGGTATGGGATTCGATCGTCTATGACCCCGTGACCGATCTGGTCTATCTGGGCGTGGGCAACGGGTCGCCCTGGAACT
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ACAAGTTCCGTTCCGACGGCAAGGGCGATAACCTGTTCCTGGGCAGCATCGTCGCGCTCAAGCCCGAAACCGGCGAATATG
TCTGGCATTTCCAGGAAACGCCGATGGACCAGTGGGACTATACCTCGGTCCAGCAGATCATGACGCTGGATCTGCCCATCA
ACGGGCAGACGCGGCATGTCATCGTCCATGCGCCGAAGAACGGCTTCTTCTACATCATCGACGCCAAGACCGGCGAATTCC
TGTCGGGCAAGAACTATGTCTACGTGAACTGGGCCAGCGGCCTGGACCCGAAGACCGGCCGTCCGATCTATAACCCGGATG
CGCTCTATACCCTGAACGGCAAGGAATGGTACGGCATCCCGGGCGATCTGGGCGGCCACAATTTCGCGGCCATGGCCTTCA
GCCCCCGGACCGGACTGGTCTATATCCCGGCCCAGCAGGTGCCATTCCTGTATACGAGCCAGGTCGGCGGCTTCAAGCCGC
ATCCGGACAGCTGGAATCTCGGCCTCGACATGAACAAGGTCGGCGTCACGGATTCGCCCGAGGCCAAGCAGGCCTTCATCA
AGGACCTGAAGGGCTGGATCGTCGCCTGGGACCCGGTGAAGCAGCAGGAAGCGTTCCGCGTCGACCACAAAGGCCCGTGGA
ATGGCGGTATCGTGGCCACCGGCGGCGACCTGCTGTTCCAGGGCCTGGCGAACGGCGAATTCCATGCCTACGACGCCACCA
ACGGCGCCGACCTGTTCCACTTCGCGGCGCAGAGCGGCATCATCGCCCCGCCGGTCACCTACATGGCCAACGGCAAGCAGT
ATGTCGCGGTCGAGGTCGGATGGGGCGGCATCTATCCGTTCTTCCTGGGTGGCCTGGCGCGGACCAGCGGCTGGACCGTCA
ACCATTCGCGCGTCATCGCCTTCTCGCTCGACGGCGCGGCCAAGTTGCCGCCGCAGAACGACAAGGGCTTCCTGCCCGTCA
AGCCGCCCGCCCAGTTCGACGGCAAGCGGACCGACAACGGGTATTTCGAGTTCCAGACCTTCTGCGCGGCCTGCCATGGCG
ACAATGCCGAGGCCGGCGGCGTGCTGCCCGACCTGCGCTGGTCCGGCGCGATCCGCCATCAGGACGCGTTCTATAACGTGG
TCGGCCGCGGCGCCCTGACGGCATACGGCATGGATCGGTTCGATGCCTCGATGAAGCCGGAGCAGATCGAGGACATCCGGC
AATTCCTGATCAAGCGTTCCAACGACACCTACCAGAGGGAGGTTGATGCCCGGAAGAACGTGGACGGCATACCCGCACAGT
GA

Figura 15. El gen adhA de la mutante C6 de Ga. diazotrophicus. En rojo se muestra la
secuencia correspondiente al gen adhA de la cepa silvestre, interrumpido por la secuencia
en negro. La C y la G de mayor tamafio marcadas en blanco indican los nucleotidos 468 y
469, entre los cuales se inserta la secuencia adicional desconocida.

La secuencia desconocida se insertd entre los nucleotido numero 468 y 469 del
gen adhA vy tiene un tamano de 1595 pb, lo que coincide perfectamente con el
analisis electroforético, en donde observamos que el fragmento de la adhA
amplificado por PCR en la cepa C6, tiene aproximadamente 1500 pb mas que su
equivalente en la cepa silvestre. Esta secuencia de insercion la llamamos

ISGadiCé.

Al analizar la secuencia con los programas mencionados, los resultados nos
mostraron un 100% de identidad con una transposasa de la familia IS110 en el
genoma completo de Ga. diazotrophicus (No. de acceso GenBank AM889285.1,
proyecto Nucleo de Secuenciamiento Johanna Dobereiner; No. de acceso

GenBank CP001189.1, proyecto DOE Joint Genome Institute) y en el plasmido
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pGDIPal51l de la misma bacteria (No. de acceso GenBank AM889286.1) (Figura
16). Es decir, la 1SGadiC6, que interrumpe al gen adhA, se encuentra en el
genoma completo de Ga. diazotrophicus, aunque a la fecha, no se habia reportado

que estuviera interrumpiendo ningun gen especifico causando una mutacion.

La secuencia insertada tiene también un 76% de identidad con la 1S110 de
Mesorhizobium loti (No. de acceso GenBank BA000012.4), una a-proteobacteria

fijladora de nitrégeno.

Accesson | Description | Maxscore | Totalscore | Query coverage | Evalue | Maxidet |
CPOOLLESL  Gluconacetobacter diazotrophicus PAI S, complete genome 2931 1.75%+04 100% 0.0 9%
Gluconacetobacter diazotrophicus PAI S plasmid pGDIPaSIT, cc 2331 2931 100% 00 9%
Gluconacetabacter diazotrophicus PAI S complete genome 8% 1.335e+04 100% 0.0 100%
EAD000124  Mesorhizobium loti MAFF303099 DNA, complete genome Y 512 64% 3141 6%

Figura 16. Resultados del Blast de la secuencia del gen adhA de la cepa C6
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VILIII. La ISGadiC6 de Gluconacetobacter diazotrophicus mutante

C6

Como mencionamos en la introduccion, en general las IS llevan la informacion de
una unica enzima llamada transposasa, la cual es codificada por uno o dos
marcos de lectura abierto (ORF’s). Estas secuencias presentan en general
terminales invertidas en cada extremo, nombradas repeticion invertida izquierda y
derecha (IRL e IRR), que son de suma importancia en el reconocimiento, la

transposiciéon y unién de la transposasa para el corte y pegado en el fragmento.

Con ayuda del programa pDRAW32 pudimos localizar un ORF (Figura 17) en la
secuencia de insercion ISGadiC6, con un tamafio de 669 pb que esta en el sentido

del gen; comienza con ATG y termina con TGA.

Existe poca informacién acerca de las IS de la familia 1S110. La literatura
menciona que esta familia no es muy homogénea. Esta compuesta por 20
miembros, que presentan un tamafo de entre 1136 y 1558 pb. En las 1S110
reportadas pueden o no estar presentes las secuencias invertidas repetidas (IR)
(24), o como en el caso de Streptomyces coelicolor A3 (2), tienen IR imperfectas
(10 a la izquierda y 15 a la derecha). En general en esta familia, no se generan

blancos directos repetidos. El analisis de la ISGadiC6 que interrumpe el gen adhA
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en Ga. diazotrophicus, nos muestra la presencia de dos IR, con un tamano de 9

pb.

OO OO SRS -
. TGCCAGCCGIMMMBBEEECTGAGCGGTCGTCGTCGATTGGCGGTCTCCCGGGCCGGAAAGAAGGTA i

|
: GAGTTGCCGCGGTGAAACAGCAGCGCGGGAGGCGTGCGATGEAATTCTTTTGCGGTCTCGATGTGT |
| CGATCGACGAAACGGCGGTCTGTGTGGTGGACGAGCAGGGCACCGTGCATCTGGAAACGACGGTG i
i GCCACGGACCCGGCTGCGCTCAGGGATGCCGTGAAGCCGTTCCTGCCGCGCCTGCGCCGTATGGGT !
| CACGAGGCAGGTTCCCTGTCGCCCTGGCTGCATCCGGAGATGCTGGCGCTGGGCCTGCCGGCGGTC |
| TGCCTGGAGACGAAACACGTGCGGGCGGCGATGTCGGCGCAGCGCAACAAGACCGACAAGGCGG !
| ACGCGCTGGGGATCGCGCATATCGTGCGCACCGGCTGGTTCCGGACGGCCCATATCAAGAGCGAAG :
| CAAGCTATCGGCTGCGTCTGATCCTGACCCAGCGCAGCACGCTCAAGCGCAAATTCATGGATCTCGA |
! GAATACGATCCGCCATTCGCTCAAGGCGTTCGGTATCCGCCTGGGCACGGTCTCGCGGGCGCGCTTC |
| GACACCGCCGTTCGCGAGGCCGTGGCGCAGGACGCGCTGACCCGCGATCTCATGGAGGCGATGCT |
E GCGGGCGAAGCCGTGCTCTGGGAAGAATATACCCGGCTGCACAAGCTGGTGGTGCGGATCGTCGE |
| GGGTGACGAGGTGTGCCGGCGGTTCATGGCCATTCCGGGGGTGGGGCCGGTQ_A_CCGCGCTI’GGCG !
i TGATGACGGCGATCGACGATCCGTCGCGCTTCCGGCGCTCGCGCGACGTCGCGGCGTATTTCGGCC I
i TGACGTCGCGGCGCTGCAGTCGGGTACCAGCATCGATGTGCAGGGACGCATCAGCAAGGCCGGCG |
| ATCCGGAGGTGCGGCGGTCCCTCTATGAAGCGGCGTCGTCCTGCTGACGCGTTTCAAGGGGCGCGA '
i CAAGCTGCGGACCTGGGGCCTGGAACTGGCGAAACGGTCCTGCCATCGCAAGGCGGCGGTCGCLCG '
| TGGCGCGCAAGATGGCCGTGATCATGCATGCCATGTGGCTCGACGGAACGGTCTATGACGGCGGTC |
| CGGCCGTCGATCCCGAAGAGCGGGCCCGTCATATCGCTTGCAAGAACCGCAAATTGCCGCGGGCGC !
| TCGCGTGAGTGTCCAGCTGCAAAGGAATGTTCCGCCGCGTGTCGGGATGACCGCGGCGTTCTGAAC :
| AGGGAGATCCGCCAAGGCGGATGGGGAAGGGTGCAGTCGAGGACGACGGGAAGCACGATATCTT I
| GCCTGGAGCACGCGCAGGTGAACGCCTCGTGGGACTCCGCTCGAGTGCCTGTGATGCTGCCCCGTG I
| AATCCGATGGCAAAATGCGCCACGACGAAAGGCCGGCCGCCCATCCACGGATGGGGCGGCATATC i
E AGTCGTCGCTGAGCGCGGAAGAGTGCACGGCGTGCCACGAACCCTCAGTCAGGGCCGAGATGCCA |
i GTCCAGGAGCAGAACTGTGATCGTGAAAGGAAGCTAAAGGAAAACGAAGAATGAAAAACTTGACC |
I |

|

- AAAAAACCCEBBEEITIA A GAG

Figura 17. La ISGadiC6. En rojo se muestran las secuencias invertidas repetidas. Las
flechas marcan el inicio y el final del ORF identificado.

El genoma completo de Ga. diazotrophicus ha sido obtenido por dos diferentes

grupos. Uno de estos grupos forma parte del proyecto de secuenciacién en el
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Nucleo de Secuenciamiento Johanna Ddbereiner, Universidad Federal do Rio de
Janeiro, Brasil; el segundo grupo obtuvo la secuencia como parte del proyecto
estadounidense de secuenciacion de genomas bacterianos en el DOE Joint
Genome Institute, en colaboracion con el Computational Biology and
Bioinformatics Group of the Biosciences Division of Oak Ridge National

Laboratory.

Dentro de este ultimo proyecto, Miriam Land reporta en el 2008, 17 secuencias de
insercion en el genoma de Ga. diazotrophicus y publica estas secuencias en una

base de datos llamada IS Finder (http://www-is.biotoul.fr/is.html), donde las

secuencias reportadas fueron obtenidas, ya sea a nivel bioinformatico o por
resultados experimentales. En esta base de datos encontramos varias BAA en las
que se ha detectado la presencia de diversas IS’s, siendo Ga. diazotrophicus la

unica en donde se presentan IS’s de la familia IS110.

Entre las IS’s reportadas por Land en Ga. diazotrophicus, estan dos de la familia
IS3, la 1IS407 y la IS51; tres de la familia IS630; dos de la familia 1S481; una de la
familia 1S256; dos de la familia IS1182; una de la familia 1S21 y una de la familia
IS701. Ninguna de estas secuencias de insercion ha sido reportada en otras
bacterias de la familia de BAA. Se encontraron también, tres 1S1031 de la familia

IS5 (presente en Ga. xylinus), y dos de la familia IS110, nombradas 1ISGdi7 (1,518
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pb) e 1ISGdi15 (1,602 pb). Especificamente las secuencias de la familia 1S110,

fueron detectadas por homologias de secuencias en bases de datos.

Las secuencias ISGdi7 e ISGdi15 reportadas en la base de datos IS Finder,
fueron comparadas con la secuencia ISGadiC6, identificada por nosotros. Los
resultados nos muestran que existe un 44% de identidad con la ISGdi7 y un 100%
de identidad con la 1ISGdi15. Al comparar por medio de ClustalW2 estas ultimas
secuencias se observo que la ISGdi15 es 7 nucledtidos mayor que la ISGadiC6
de la cepa C6, en concordancia con los resultados obtenidos en el analisis

electroforético y la secuenciacion.

Un analisis en las dos secuencias reportadas del genoma completo de Ga.
diazotrophicus cepa silvestre mostrd, que la 1ISGadiC6 se encuentran 4 veces
representada en la secuencia obtenida por el Nucleo de Secuenciamiento
Johanna Ddbereiner y 6 veces en la secuencia de DOE Joint Genome Institute.
Como se esperaba, ninguna de estas secuencias se encuentra interrumpiendo el

gen de adhA, como ocurre en la mutante C6.

Tratamos de definir si la ISGadiC6 interrumpia algun otro gen que codificara para
una proteina conocida en la cepa silvestre. Determinamos, que rio arriba de cada
una de las copias de ISGadiC6 encontradas en la cepa silvestre, tenemos genes

de tamafios variados, entre 240 y 675 pb, de los cuales algunos codifican para
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transglicolasas; rio abajo, encontramos genes que codifican para proteinas
hipotéticas de mayor tamafo (1740pb-1757pb), con una similitud entre 57 al 90%
entre ellos; en ningun caso encontramos que la IS estuviera interrumpiendo otro

gen que codificara para proteinas con alguna funcién conocida.

Para corroborar la presencia y distribucion de la secuencia de insercion 1ISGadiC6,
tanto en la cepa silvestre como en la mutante C6, se hizo el analisis por medio de
un Southern blot utilizando como sonda un fragmento amplificado de esta

secuencia.

Para obtener este fragmento se disefiaron los siguientes oligonucletidos:

e FIn110 5- GCCGACAAGGGATGCTG - 3’ Tm= 48.5°C

e RIn110 5-GGTGTAGGAACGCTGGTG - 3’ Tm=52.6°C

Utilizando como templado DNA cromosomal de la mutante C6 se obtuvo un

amplificado de 1,772 pb (Figura 18).
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Figura 18. Analisis electroforético del fragmento obtenido de la amplificaciéon de la
secuencia de insercion 1ISGadiC6 en Ga. diazotrophicus C6. El carril (a) corresponde al
estandar, el carril (b) al amplificado de la secuencia de insercién de 1772 pb.

Este fragmento amplificado fue utilizado como sonda en el Southern blot, donde
se compara la distribucion de la ISGadiC6 en ambas cepas. Se determinaron los
perfiles de restriccion con una mezcla de BamHI-HindllI-Notl, desde 7000 pb rio
arriba hasta 4800 pb rio abajo del gen adhA y de la ISGadiC6. De acuerdo al
perfil de restriccion las enzimas no cortan en ninguna de las dos secuencias

(Figura 19).
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El ensayo se realizé usando DNA gendmico de Ga. diazotrophicus cepa silvestre
y de la mutante C6. Los resultados nos muestran el mismo patron en ambas
cepas, (Figura 20), observandose 4 bandas fuertes y bien definidas, de acuerdo
con lo esperado al analisis en la secuencia gendmica reportada por Nucleo de

Sequenciamento Johanna Ddbereiner.
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Figura 20. Southern blot usando como sonda un fragmento amplificado por PCR de la
ISGadiC6. Los DNA cromosomales de las cepas silvestre y C6 fueron digeridos con
BamHI-HindllI-Notl.

Para corroborar la presencia de la ISGadiC6 interrumpiendo el gen adhA, se

realizd otro Southern blot, pero esta vez usando como sonda el gen de adhA.

De acuerdo al perfil de restriccion obtenido cortando con una mezcla de las

enzimas BamHI, Hindlll y Notl, la parte del genoma de Ga. diazotrophicus que
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abarca el gen adhA, se deberia observar una banda con un tamafo aproximado

de 7 593 pb para la cepa silvestre y de 9 093 pb para la mutante C6 (Figura 21).
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Figura 21. Esquema del perfil de restriccion obtenido al digerir un fragmento de 14040 pb
conteniendo el gen adhA con las enzimas de restriccion BamHI-HindllI-Notl. BamHI y Hindlll cortan
por fuera del fragmento analizado.

Los resultados nos mostraron bandas del tamafo esperado, encontrando un
aumento de aproximadamente 1500 pb en la banda correspondiente al gen adhA

de la mutante C6 (Figura 22).

Con los resultados anteriores podemos estar seguros que la falta de actividad de
PQQ-ADH se debe a la interrupcion por la integracion de la secuencia de insercidon
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ISGadiC6, en el gen adhA que codifica para la subunidad catalitica de la enzima

en Ga. diazotrophicus C6.

~7.5kb ~ 9 kb

Figura 22. Southern blot usando como sonda un fragmento amplificado por PCR conteniendo el
gen adhA. Los DNA cromosomales de las cepas silvestre y C6 fueron digeridos con BamHI-
HindllI-Notl.
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VII.IV Las secuencias de Insercién de la Familia IS110

Las IS de la familia 110 pueden encontrarse en bacterias muy diversas (IS Finder

(http://www-is.biotoul.fr/is.html). Se ha detectado tanto en bacterias Gram-

negativas como Gram-positivas, aunque es mas comun en las primeras. En
general se ha detectado en bacterias patdgenas (hay una gran cantidad de copias
en el género Pseudomonas), en bacterias simbiontes y en fijadoras de nitrégeno

(como el género Rhizobium).

Ga. diazotrophicus es una bacteria que pertenece a la familia de BAA, pero
también es simbionte fijadora de nitrégeno. En la tabla 6, podemos observar que
en la familia BAA es mas frecuente encontrar IS’s de la familia IS5, aunque como
mencionamos en la introduccién, también se han detectado IS’s de las familias

IS4 e 1S1380.

Por otro lado, es importante recalcar que no es raro encontrar IS's de la familia
IS110, como la IS aqui reportada, en bacterias simbiontes ¢ fijadoras de

nitrégeno.

El andlisis en las bases de datos (http://www.ncbi.nim.nih.gov/genbank/) de las IS

encontradas en bacterias fijadoras de nitrégeno, nos permiti6 determinar que
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existe un porcentaje alto de identidad entre las diferentes IS’s de la familia 1S110

reportadas en bacterias fijadoras de nitrogeno y la 1ISGadiC6 reportada en este

trabajo (Tabla 6).

Tabla 6. Distribucidon entre bacterias fijadoras de nitrégeno, del suelo y algunas patégenas, de las
IS encontradas en la familia de BAA (IS Finder, http://www-is.biotoul.fr/is.html)

FAMILIAS DE IS
GENERO FRECUENTES EN BAA CARACTERISTICAS
5|1 1380 | 110 | Total
Gram-
Proteobacteria
a-proteobacteria
BAA
Bacteria acido acética,
simbionte de cafiade
Gluconacetobacter 3 0 2 5 azucar y otras plantas
diazotrophicus Fijadora de nitrégeno
Acetobacter 0 2 0 3 Productora de acido
acético.
Gluconobacter 1 0 0 1
Productora de acido
acético.
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Gluconacetobacter

xylinus
5 2 0 7 Productora de celulosa.
Otras
Agrobacterium 4 0 2 6 Patogeno de plantas.
' Bacteria del Suelo y
Sphingomonas 1 2 1 4 agua. Patégena para
humanos.
Fijadores de nitrégeno.
Bacteria del Suelo.
o 1 Simbiontes con plantas de
Bradyrhizobium 3 1 5 especies leguminosas.
Bacteria del Suelo. Viven
o en simbiosis con
Rhizobium 11 1 3 17 determinadas plantas en
su raiz.
Mesorhizobium 0 1 3 4 Simbionte, formador de
nédulos.
Sinorhizobium 5 0 1 7 Simbionte de
leguminosas.
Bacteria del suelo
o asociada con raices de
Azospirillum 12 2 5 19 planta, tiene un alto uso en
la agricultura.
y-proteobacteria

Fijadores de nitrégeno.

Bacteria de suelo.
Presente también en agua
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Azotobacter 310 0 4 7 y en asociacion a plantas.
Patogenos
Es comun la presencia de
plasmidos. En la rizésfera.
Patégena en plantas o
Pseudomonas 6 (28| 1 17 52 | mamiferos, aunque hay
especies inocuas.
B-proteobacteria
Bacteria de suelo.
Burkholderia 1121 0 9 31 Patogena de plantas y
animales. Una especie fija
nitrégeno
Fijadores de nitrogeno
Bacterias del suelo,
frecuentemente se
Azoarcus 1110 1 2 14 encuentran en ambientes
anodxicos contaminados
con compuestos
aromaticos.
Gram +
Firmicutes
Bacillus 38| 1 3 4 46 | Bacteria del suelo.
Algunos  patdégenos vy
contaminantes de
alimentos
Actinobacteria
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Patogeno de plantas

Streptomyces

22 6 38

Se encuentran
predominantemente en
suelos y en la vegetacion
descompuesta.

Tabla 7. Comparacion de la 1ISGadiC6 con las 1IS110 de bacterias fijadoras de nitrégeno reportadas

en la base de datos IS Finder (http://www-is.biotoul.fr/is.html).
discontiguous megablast.

Para el analisis se utilizd

Bacteria Cepa Nombre IS(s) Tamarfio (pb) Identidad
ATCC ISGadiC6
Gluconacetobacter 49037 (este trabajo) 1,595 100%
diazotrophoicus
IS110
Mesorhizobium loti MAFF (GenBank 1,146 73%
303099 BA000012.4)
IS110
Mesorhizobium WSM2075 (GenBank: 1,032 73%
opportunistum CP002279.1)
IS110
Xanthobacter Py2 (GenBank: 1,089 73%
autotrophicus CP000781.1)
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VIII. Discusion

La familia de las BAA se caracteriza por su gran inestabilidad genética. Es posible
observar un patrén de distribucion de secuencias de insercion (IS’s) en estas
bacterias, afectando diversos procesos. Entre estos procesos, en la fermentacion

oxidativa se han reportado mutantes en la PQQ-alcohol deshidrogenasa
membranal (PQQ-ADH), por insercién de I1S’s en los genes que codifican para las

subunidades de esta proteina. Dependiendo del género, la PQQ-ADH puede
presentar dos o tres subunidades y los reportes muestran que las IS se han
insertado en los genes que codifican para la subunidad Il (IS1452, A.
pasteurianus; 18); para la subunidad Il (IS1380, Ga. xylinus y A. pasteurianus; 4;
33) o entre los genes que codifican para la subunidad Il y la subunidad | (1IS712528,
G. oxydans, G. cerinus, A. pasteurianus sp, y G. suboxydans IFO3254, IFO3255,

IFO3257 e IFO3258; 17) (Figura 24).

De acuerdo con esta caracteristica, en el 2009 al ser liberada la secuencia del
genoma de Ga. diazotrophicus, se detectaron un gran numero de elementos

moviles transponibles (245), mas que en cualquier otra bacteria enddfita (3).

Para determinar la importancia de la PQQ-ADH, en la fijaciéon de nitrégeno y la
oxidacion de alcoholes en Ga. diazotrophicus, obtuvimos mutantes espontaneos
de la via de oxidacion de estos compuestos. La utilizacion de alcohol alilico como

factor de seleccidon para aquellas células donde la alcohol deshidrogenasa no es
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funcional, ha sido reportada anteriormente (22) y de acuerdo a ello,
seleccionamos a una mutante PQQ-ADH (mutante C6), por crecer en presencia

de este alcohol.

Estudios previos en el laboratorio mostraron que en Ga. diazotrophicus mutante
C6, la PQQ-ADH es inactiva porque no esta ensamblada adecuadamente en la
membrana (1). A pesar de ello, la mutante es capaz de crecer fijando nitrégeno.
Para explicar el porque de esta falla estructural, decidimos buscar la causa de la
mutacién en esta enzima de la cepa mutante, haciendo una caracterizaciéon
genomica y efocando nuestra atencion en determinar si existia una insercién de
DNA ajeno dentro de los genes que forman el operén que codifica para la PQQ-
ADH. Esperabamos encontrar alguna de las secuencias que habian sido

detectadas en otras bacterias de la misma familia.

El analisis electroforético y la secuenciacion de fragmentos amplificados por PCR
de los genes que forman parte del operon adhAB en Ga. diazotrophicus mutante
C6, nos mostro que el gen adhA, que codifica para la subunidad catalitica de la
enzima, efectivamente presentaba un aumento de 1.5 Kb en relacion a la cepa

silvestre, mientras que el gen adhB no estaba afectado.

El analisis de la secuencia del DNA adicional que interrumpe el gen adhA indicd,
para nuestra sorpresa, que la IS insertada no pertenecia a ninguna de las familias

de IS’s que fueron reportadas anteriormente en BAA, sino se trataba de una
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secuencia de insercion de la familia 1IS110; a esta IS la llamamos 1SGadiC6. De

acuerdo al analisis en la base de datos IS Finder (http://www-is.biotoul.fr/is.html),

Ga. diazotrophicus es la unica bacteria de la BAA en donde se presentan IS’s de
la familia 1S110. De acuerdo a esta base de datos, se han detectado por
homologia de secuencias dos secuencias de esta familia en la cepa silvestre; una
de ellas, la 1SGdi15, tiene un 100% de identidad con la 1SGadiC6 identificada en

este trabajo.

La presencia y distribucion de la secuencia de insercion ISGadiC6 en Ga.
diazotrophicus fue corroborada por medio de un Southern blot, comparando la
cepa silvestre con la mutante C6. Los resultados nos indican que en ambas cepas
se encuentra presente, mostrando cuatro bandas bien definidas que hibridizan con
la ISGadiC6 amplificada por PCR y usada como sonda. La presencia de 4 bandas
(4 copias) de esta IS esta de acuerdo con los resultados obtenidos al realizar el
analisis por Blast, en la secuencia gendmica de Ga. diazotrophicus reportada por
el proyecto de secuenciacibn en el Nucleo de Secuenciamiento Johanna
Dobereiner, Universidad Federal do Rio de Janeiro, Brasil. Entonces, una de estas
copias de la ISGadiC6 se "movid" hacia el gen adhA, insertandose en él, por lo
que interrumpe su secuencia y causa la mutacion que provoca la falta de
integracion de la subunidad | de la enzima en la membrana en la mutante CG.
Este hecho fue corroborado por medio de Southern blot utilizando un amplificado

del gen adhA como sonda.
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Por tanto, la falta de actividad de PQQ-ADH en la mutante C6 de Ga.
diazotrophicus, se debe a la interrupcién del gen adhA que codifica para la

subunidad catalitica de la PQQ-ADH, por la integracion de la ISGadiC6.

Este es el primer reporte en el que se identifica a una IS de familia 1S110
interrumpiedo un gen estructural en una bacteria de la familia de BAA; ademas,
la 1ISGadiC6 aqui descrita es la primera secuencia de insercion detectada en el
gen que codifica para la subunidad catalitica de la PQQ-ADH en esta familia de

bacterias (Figura 23).

m I J

adhA adhB adhC
151380
A. pasteunianus NC| 1380 - ————
s i adhA adhB adhC
| G. suboxydans |[FO 12528 . !
adhA adhB adhC

Ga. diazotrophicus Pal 5 : _

adhA adhB

Figura 23. Secuencias de insercion que interrumpen el operon adh en diferentes especies de
BAA.
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La presencia de secuencias de insercion de la familia 1S110 es frecuente entre
fijadores de nitrogeno y bacterias simbidticas de plantas, como Ga.
diazotrophicus. El tener estas caracteristicas en comun, podria favorecer la
transferencia horizontal de I1S’s de esta familia entre estas bacterias y explicaria
porque no se encuentran en otros miembros de la familia de BAA, que no son

simbiontes ni fijadores de nitrogeno.
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IX. Conclusiones

e El analisis del tamano de los genes del operon adh mostré que el gen adhB,
que codifica para la subunidad Il de la PQQ-ADH de la mutante C6 de Ga.
diazotrophicus, no muestra una diferencia en su tamafo en relacion a lo

observado en la cepa silvestre.

e El andlisis del tamafio de los genes del operon adh mostré que el gen adhA
que codifica para la subunidad | (catalitica), de la PQQ-ADH de la mutante C6
de Ga. diazotrophicus, presenta un aumento en su tamafio de 1500 pb, en

relacion al mismo gen en la cepa silvestre. A esta IS la llamamos ISGadiC6.

e La presencia de la ISGadiC6 en el gen adhA de la mutante C6 de Ga.
diazotrophicus, fue corroborado por Southern blot, usando como sonda un

amplificado de este gen.

¢ De acuerdo al andlisis por Blast, la secuencia de insercion detectada pertenece
a la familia 1S110. Determinamos que tiene un 100% de identidad con la
ISGdi15, wuna secuencia de insercion de la misma familia detectada por
homologia de secuencias al analizar el genoma completo de Ga.
diazotrophicus en el proyecto DOE Joint Genome Institute.

e De acuerdo al analisis por Blast y a los resultados del Southern blot usando

como sonda la 1ISGadiC6, existen 4 copias de esta IS en el genoma de Ga.
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diazotrophicus, tanto en la cepa silvestre como en la mutante C6. De acuerdo
al andlisis utilizando las bases de datos, solo el gen adhA es interrumpido por

una de dichas secuencias en la mutante C6.

Este es el primer reporte en el que se detecta una IS de familia 1S110
interrumpiedo un gen estructural en una bacteria de la familia de BAA;
ademas, la 1ISGadiC6 aqui descrita es la primera secuencia de insercidon
detectada en el gen que codifica para la subunidad catalitica de la PQQ-ADH

en esta familia de bacterias.

Proponemos que la presencia de la ISGadiC6 interrumpiendo el gen adhA, es
la razon por la que esta subunidad no se ensambla en la membrana bacteriana

y por tanto, se observa la falta de actividad enzimatica.

La presencia de secuencias de insercion de la familia IS110 es frecuente entre
fijadores de nitrégeno y bacterias simbidticas de plantas, como Ga.
diazotrophicus. Esta caracteristica podria favorecer la transferencia horizontal
de secuencias de insercion entre estas bacterias y explicaria porque, a pesar
de no encontrarse en otras bacterias de la familia de BAA, secuencias de esta

familia se localizan en Ga. diazotrophicus.
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