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RESUMEN 

En este trabajo se realizó un análisis de la capacidad de transferencia del elemento 

integrativo movilizable (IMEHspTQ07) de la cepa Herbaspirillum sp. TQ07. Este elemento tiene 

una longitud de 120 Kb y contiene diferentes genes involucrados en la degradación del ácido 

cloranílico (AC), el cual es un compuesto cíclico clorado que presenta homología con algunos 

compuestos aromáticos clorados y es un intermediario de la degradación biótica y abiótica del 

pentaclorofenol. Dentro del elemento IMEHspTQ07 se tienen identificados 12 genes de los cuales 

sus homólogos más cercanos están involucrados en procesos de degradación de compuestos 

aromáticos. Estos genes además Se ha comprobado la participación de forma experimental 

en la degradación del ácido cloranílico de 7 de estos 12 genes. También se identificó la 

capacidad de transferencia del IMEHspTQ07 de la cepa silvestre TQ07 a su mutante espontánea 

o cad- (la cual pierde el IMEHspTQ07 de forma espontánea).  

 Con el objetivo de identificar con el uso de antibióticos la transferencia del elemento 

IMEHspTQ07, se realizó la inserción de un cassette de resistencia a tetraciclina y gentamicina, en 

diferentes mutantes, el cassette se insertó en dos genes diferentes denominados dox1 y dox2. 

Estos genes fueron identificados mediante un análisis bioinformático y se encuentran dentro 

del elemento IMEHspTQ07. Son los únicos genes, dentro del elemento, que tienen homología con 

dioxigenasas extradiol, este tipo de dioxigenasas realizan un corte orto para abrir en anillo 

aromático. Se realizó la inserción en estos genes, por separado, debido a que en la vía 

hipotética de degradación aún no se ha identificado la dioxigenasa que abre el anillo aromático, 

de esta forma podemos evaluar la transferencia del elemento IMEHspTQ07 y además evaluar si 

estos genes participan en la degradación del AC. Se realizó una cinética de degradación 

posterior a la inserción del cassette de resistencia en los genes dox1 y dox2 en la cual se 

observó que la interrupción de los genes no afecta la degradación del AC. Por lo que estos 

genes no participan en la vía metabólica del AC.  

Una vez obtenidas las mutantes con una resistencia a gentamicina dentro del IMEHspTQ07 

se realizó la evaluación de la frecuencia de transferencia del IMEHspTQ07 de la cepa silvestre a 

la mutante espontánea y se obtuvo una frecuencia de transferencia de 4.58x10-6 y 1.65x10-5 

en diferentes plaqueos. Estas frecuencias se encuentran dentro del rango reportado para otros 

elementos integrativos movilizables. Además, se identificaron otros microorganismos 

mediante que podrían ser blancos para la transferencia del IMEHspTQ0 un análisis bioinformático 
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y se diseñaron un par de oligonucleótidos para identificar microorganismos con el sitio attB 

que necesita el IMEHspTQ07 para su inserción.  

Finalmente, se evaluó la capacidad de degradación de la mutante espontánea 

complementada con el cósmido pC3020 (cósmido en el que se clonaron la región que contiene 

los 12 genes identificados para la degradación del AC) se encontró que la mutante 

complementada con el cósmido degrada el 95% del AC como única fuente de carbono después 

de 15 días, mientras que la cepa silvestre lo realiza en menos de 24 horas. Por lo que algunos 

otros genes del IMEHspTQ07 podrían intervenir en la degradación del AC. 
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ABSTRACT 

In this work, an analysis of the transfer capacity of the mobilizable integrative element 

(IMEHspTQ07) of Herbaspirillum sp. strain TQ07 was performed. This element has a length of 120 

Kb and contains different genes involved in the degradation of chloranilic acid (CA), which is a 

chlorinated cyclic compound that presents homology with some chlorinated aromatic 

compounds. AC is an intermediate of the biotic and abiotic degradation of pentachlorophenol. 

The IMEHspTQ07 element contains 12 genes have been identified which their closest homologs 

are involved in degradation processes of aromatic compounds. The participation of 7 of these 

12 genes in the degradation of chloranilic acid has also been experimentally proven. The 

transfer capacity of IMEHspTQ07 from the wild-type strain TQ07 to its spontaneous mutant or cad- 

(which spontaneously loses IMEHspTQ07) was also identified.  

 In order to identify with the use of antibiotics the transfer of the IMEHspTQ07 element, the 

insertion of a tetracycline and gentamicin resistance cassette was performed in different 

mutants, the cassette was inserted in two different genes termed dox1 and dox2. These genes 

were identified by bioinformatic analysis and are located inside the IMEHspTQ07 element. They 

are the only genes, inside the element, that have homology with extradiol dioxygenases, these 

dioxygenases perform an ortho cleavage to open the aromatic ring. We performed the insertion 

in these genes, separately, because in the hypothetical degradation pathway the dioxygenase 

that opens the aromatic ring has not yet been identified, in this way we can evaluate the transfer 

of the IMEHspTQ07 element and also evaluate if these genes participate in the degradation of AC. 

A degradation kinetics was performed after the insertion of the resistance cassette in the dox1 

and dox2 genes in which it was observed that the interruption of the genes does not affect the 

degradation of the AC. Therefore, these genes don´t participate in the metabolic pathway of 

AC.  

Once the mutants with a gentamicin resistance within IMEHspTQ07 were obtained, the 

evaluation of the transfer frequency of IMEHspTQ07 from the wild-type strain to the spontaneous 

mutant was performed and a transfer frequency of 4.58x10-6 and 1.65x10-5 was obtained in 

different plaques. These frequencies are within the range reported for other mobilizable 

integrative elements. In addition, other microorganisms were identified by bioinformatic 

analysis that could be targets for IMEHspTQ07 transfer and an oligonucleotide pair was designed 

to identify microorganisms with the attB site, required by IMEHspTQ07 for their insertion.  
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Finally, the degradation capacity of the spontaneous mutant complemented with the 

cosmido pC3020 (cosmido in which the region containing the 12 genes identified for AC 

degradation was cloned) was evaluated and it was found that the mutant complemented with 

the cosmido degrades 95% of AC as the sole carbon source after 15 days, while the wild-type 

strain does in less than 24 hours. Thus, some other genes of IMEHspTQ07 could be involved 

in AC degradation.  
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CAPITULO 1. INTRODUCCIÓN 

1.1. Introducción. 

 

1.1.1. Contaminación ambiental. 

Los contaminantes ambientales son compuestos que resultan tóxicos para los organismos 

vivos, normalmente se liberan en el ecosistema como consecuencia de las actividades 

humanas. Cuando un compuesto sintetizado por el hombre que no se encuentra de forma 

natural en el ambiente se le denomina ñxenobióticoò (Repetto et al., 2001), por lo que los 

contaminantes son comúnmente compuestos de origen industrial cuyas estructuras químicas 

son ajenas a la biosfera. 

Uno de los fenómenos que afectan tanto de forma directa e indirecta la salud de las 

poblaciones es la contaminación ambiental, y no solo la salud de las poblaciones, sino que 

también se causa un disturbio en el equilibrio de ecosistemas. En general, la flora y fauna, 

incluyéndonos, estamos expuestos a sustancias que pueden resultar toxicas. Este contacto 

con compuestos contaminantes se puede dar durante una gran diversidad de procesos, tales 

como: distribución y utilización de medicamentos, alimentos, productos de limpieza, 

formulaciones industriales y un sinfín de compuestos utilizados para la vida diaria de cualquier 

persona (Celis, 2007). 

La contaminación ambiental es una de las principales causas de enfermedades y 

muertes en el mundo en desarrollo, en el año 2012, la exposición a suelo, agua y aire 

contaminado causē un estimado de 8.4 millones de muertes alrededor del mundo. La mayor 

parte de las enfermedades causadas por la contaminación ambiental se da en los países de 

bajos y medianos ingresos (Landrigan, 2014). 

En México, la contaminación ambiental no es un problema resuelto, ya que se estima 

que la cobertura de los ecosistemas naturales del país se redujo de 62% en 1976 a 38% para 

el año 2002. De acuerdo con el Inventario Nacional de Emisiones (INEM) en el país se emiten 

más de 40 millones de toneladas de contaminantes a la atmosfera y se estima que el 73% de 

los cuerpos de agua del país están contaminados; el 80% de las descargas de centros urbanos 

y 85% de las descargas de aguas residuales industriales se vierten sin un tratamiento previo 

(Riojas et al., 2013). 
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1.1.2. Características de los compuestos aromáticos halogenados. 

Los compuestos aromáticos halogenados son aquellas moléculas que en su estructura 

química presentan por lo menos una estructura de benceno (anillo aromático) y uno o más 

átomos de halógeno, como pueden ser flúor, bromo, yodo o cloro (Jiménez, 2001).  

En su mayoría, los compuestos aromáticos halogenados son de origen sintético y 

actualmente tienen numerosas aplicaciones industriales. Estas sustancias constituyen uno de 

los grupos de compuestos que se producen en mayor cantidad en la industria química para la 

fabricación de fungicidas, solventes, catalizadores, agroquímicos, fármacos, entre otros; por 

otra parte, también se pueden generar como intermediarios durante la producción de diversas 

sustancias o por combustión parcial de hidrocarburos (Castillo, 2005). 

La reacción de mayor importancia para la síntesis de los compuestos aromáticos es la 

sustitución electrofílica aromática (Figura 1.1). Este proceso se da cuando un electrófilo 

reacciona con un anillo aromático y lleva a cabo una sustitución de uno o varios de los 

hidrógenos de la molécula. Por medio de este tipo de reacción es posible introducir muchos 

sustituyentes distintos en el anillo aromático. 

 

Figura 1.1 Sustitución electrofílica aromática de los compuestos aromĂticos halogenados. 

 

La naturaleza química de los compuestos aromáticos halogenados los hace muy 

estables, al aumentar las fuerzas de Van der Waals por la adición de átomos electronegativos 

al anillo de benceno, por lo que suelen ser recalcitrantes, lo cual depende del número, tipo y 

posición de los átomos de halógeno sustituyente (Busch, 2003).  

1.1.3. Ácido cloranílico. 

El ácido cloranílico (2,5-dicloro-3,6-dihidroxibenzo-1,4-quinona), es un compuesto clorado, 

que presenta 2 sustituyentes halogenados en su estructura química (Figura 1.2). 
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Figura 1.2 Estructura molecular del ácido cloranílico. 

El Ăcido clorančlico es un derivado de la degradación química de la lignina por hipoclorito 

que, junto con otros compuestos aromáticos clorados, como los cloro-guaiacoles y 

clorocatecoles, se encuentra comúnmente en los efluentes en las industrias de pulpa de papel. 

La lignina es un polímero aromático y es la segunda fuente de la biomasa sobre la tierra, el 

reciclado de este y otros materiales aromáticos derivados de las plantas es un componente 

vital del ciclo del carbón del planeta (Khan et al., 2019). 

Además, el ácido cloranílico se puede encontrar como un subproducto de la degradación 

tanto biótica y abiótica del herbicida pentaclorofenol, plaguicida y también utilizado como 

preservador de madera. La fotólisis del pentaclorofenol en solución acuosa da como producto 

mayoritario el ácido cloranílico, y también se obtiene ácido cloranílico a partir de la hidrólisis 

alcalina del p-cloranilo (tetracloro-p-benzoquinona), el cual es un intermediario de la 

degradación física y microbiológica del pentaclorofenol (Chang et al., 1996; Wang et al., 2015) 

ya que la reacción enzimática catalizada por la pentaclorofenol-4-monooxigenasa (primera 

enzima de la vča de degradaciēn de pentaclorofenol) genera p-cloranilo (Orser et al., 1995). 

1.1.4. Contaminación ambiental por compuestos aromáticos. 

Los compuestos aromáticos halogenados se encuentran en concentraciones importantes, 

tanto en agua superficial como en subterránea, debido a que no se evaporan una vez que se 

introducen en el compartimiento ambiental. Estos compuestos se han detectado en acuíferos 

y en agua potable, son tan persistentes que se les puede encontrar hasta después de 52 

semanas de su incorporación al medio y son de difícil descomposición, lo que los hace 
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recalcitrantes y fácilmente integrables a las cadenas tróficas, afectando varios niveles de 

organismos (Jiménez, 2001). 

 Los compuestos aromáticos clorados no solo representan un peligro para el medio 

ambiente, si no estos también pueden causar graves efectos en organismos. Entre estos se 

puede dar la alteración de la respuesta inmunológica, estos compuestos pueden ser desde 

inocuos para el organismo como también podrían llegar a ser mortales, por lo que su toxicidad 

varía de una molécula a otra, dependiendo de sus características fisicoquímicas. En general 

se dará una absorción rápida de estos compuestos causando afectaciones en el sistema 

nervioso central y algunos órganos, riñón, hígado, miocardio, etc. Además, se ha comprobado 

experimentalmente que una gran parte de estos compuestos pueden causar efectos 

estrogénicos, mutagénicos, y algunos compuestos aromáticos además pueden llegar a ser 

cancerígenos, ya que son incorporados al ADN de forma espontánea debido a la estructura 

química de la molécula, estos compuestos se intercalan entre un par de bases y generan un 

cambio durante la replicación del ADN (Díaz, 2004). El principal factor que fundamenta o 

confirma la toxicidad de los compuestos aromáticos clorados es su gran hidrofobicidad, es 

decir, que no son solubles en agua y tienden a intercalarse en membranas celulares causando 

la acumulación del compuesto dentro del organismo (Castillo, 2005). 

1.1.5. Degradación de compuestos aromáticos. 

La dificultad para degradar un compuesto aromático aumenta conforme el número de 

sustituyentes halogenados que presenta la molécula, de acuerdo con la literatura en cuanto 

aumenta también dependiendo la electronegatividad del sustituyente, ya que esto hace el 

enlace carbono-halógeno más recalcitrante. Por lo tanto, los compuestos polihalogenados 

suelen ser más recalcitrantes que aquellos que presentan uno o pocos sustituyentes, además 

de que también la posición del halógeno puede afectar su degradación (Castillo, 2005). 

Existen diversas formas de degradar compuestos aromáticos, para su remediación, 

siendo la biodegradación la más utilizada hoy en día, ya que, de manera natural, muchos 

organismos están adaptados para aprovecharlos energéticamente. La biodegradación 

aeróbica y anaeróbica de los compuestos aromáticos tienen varias características comunes. 

Estructuralmente diversos compuestos se degradan a través de diferentes vías periféricas o 

superiores, a intermediarios metabólicos que se canalizan a través de vías centrales o 
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inferiores al metabolismo central de la célula como la glucólisis y ciclo de ácidos tricarboxílicos 

(Crawford, 2011). 

Estudios realizados a nivel mundial indican que la capacidad de degradación de los 

compuestos aromáticos de la mayoría de los microorganismos se debe a la presencia de varios 

plásmidos que codifican enzimas que les permiten degradar compuestos xenobióticos (Basta 

et al., 2004) y que están implicados en las vías de degradación de diversos componentes 

cíclicos. 

Las bacterias son generalmente confrontadas con fuentes de carbono alternativas, 

principalmente generadas por actividades antropogénicas. Estas se adaptan metabolizando 

sustratos menos preferidos, tales como esos contaminantes, para garantizar un retorno 

metabólico satisfactorio. Con el fin de lograr este objetivo, las bacterias han desarrollado una 

respuesta fisiológica (regulación superpuesta) que controla y ajusta la regulación específica 

de operones catabólicos al estado fisiológico y metabólico de las células que les permiten 

utilizar estas nuevas fuentes de carbono (Hester, et al., 2019) 

Los operones catabólicos suelen estar presentes en los elementos genéticos móviles, 

tales como transposones, elementos de inserción y plásmidos, que facilitan su transferencia 

horizontal del conjunto de los respectivos genes (Díaz, 2004) y, por tanto, la rápida adaptación 

de los microorganismos a la presencia de nuevos contaminantes. 

1.1.6. Función de las islas genómicas. 

 Los genomas de especies bacterianas pueden evolucionar a través de una variedad 

de procesos que incluyen mutaciones, reordenamientos o transferencia horizontal de genes. 

La información recopilada en los últimos años a partir de un número cada vez mayor de 

genomas secuenciados ha demostrado que, además de los genes centrales que codifican 

funciones metabólicas esenciales, los genomas bacterianos también albergan un número 

variable de genes accesorios adquiridos por transferencia horizontal. Estos genes que 

codifican rasgos adaptativos, los cuales podrían ser beneficiosos para las bacterias en ciertas 

condiciones de crecimiento o ambientales (Schmidt & Hensel, 2004). 

 Una isla genómica se define como un fragmento del genoma bacteriano dentro del cual 

se pueden encontrar similitudes con otros genomas. Esto representa que pudo haber sido 

obtenido mediante un fenómeno de transferencia horizontal. Estas islas genómicas pueden 

codificar para una serie de funciones muy diversas, tales como: capacidades metabólicas de 
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degradación, simbiosis, patogénesis o resistencia a antibióticos. Estas diversas funciones 

ayudan en la adaptación de un microorganismo.  

La misma isla genómica puede encontrarse en especies lejanamente relacionadas 

como resultado de diversos eventos de transferencia horizontal de genes que además pueden 

generarse por distintos tipos de transferencia (transformación, conjugación, transducción). Un 

buen número de los sistemas de secreción III y IV, por ejemplo, se localizan dentro de estas 

islas genómicas del ADN. Las islas genómicas se caracterizan por su gran tamaño 

(usualmente ente 10 y 500 Kb), por su frecuente asociación con genes codificantes de tRNA, 

así como por un contenido GC diferente cuando se compara con el resto del genoma. Muchas 

islas genómicas están flanqueadas por secuencias directas repetidas, y contienen fragmentos 

de elementos móviles como fagos y plásmidos. Algunas islas pueden codificar la maquinaria 

necesaria para extraerse a sí mismas de forma espontánea desde el cromosoma, y transferirse 

a otros destinatarios apropiados (Delavat, et al., 2016) 

1.1.7. Intercambio de material genético mediante conjugación bacteriana. 

 La conjugación consiste en un intercambio unidireccional de información genética 

contenida en plásmidos, elementos genéticos móviles y elementos integrativos y conjugativos 

(ICEs) desde una bacteria que actúa como donadora a otra que actúa como receptora de 

material genético mediante el establecer un contacto físico. Este proceso de conjugación 

requiere de un sistema de secreción, también conocido como pili conjugativo. Comúnmente 

se trata de un sistema de secreción tipo IV, el cual consiste básicamente en tres tipos de 

proteínas: las proteínas del canal de translocación, las proteínas que forman el pili conjugativo 

y las proteínas que proporcionan la energía suficiente para que funcione el intercambio 

genético (ATPasas). Estas proteínas, junto un grupo aún mayor, forman el sistema de 

conjugación, la cual ha sido descrita con anterioridad para la transferencia de plásmidos. Hoy 

se sabe que este mecanismo es utilizado por otros Elementos Genéticos Móviles (MGEs por 

sus siglas en inglés) como los ICEs mencionados previamente (Johnson & Grossman, 2015). 

 La transferencia de material genético se puede dar de diversas maneras, entre las 

cuales podemos encontrar las siguientes (Martini, 2016):  

1. Por transferencia de un plásmido conjugativo o un elemento genético móvil que 

posee en su secuencia la información genética completa para producir las 

proteínas que promuevan su movilización. 
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2. Por transferencia de un plásmido o un elemento genético móvil movilizable, que 

no contiene las proteínas necesarias para promover su movilización, pero que 

contiene el origen de transferencia (oriT) y que sólo puede ser movilizado por 

acción de un plásmido conjugativo o un ICE que contenga la información 

necesaria para la transferencia. 

3. Por transferencia de plásmidos por cointegración, donde dos plásmidos 

diferentes, que por sí solos no son autotransmisibles, se fusionan para formar un 

tercero autotransmisible. 

 

Mientras que la transformación y la transducción, otros fenómenos de transferencia 

horizontal, dependen de la bacteria que actúa como receptora para participar en el proceso 

vía recombinación homóloga, la conjugación depende de funciones específicas que están 

involucradas en la transferencia y están presentes en la bacteria que actúa como donadora 

Esta bacteria donadora identifica una célula receptora adecuada y transporta el ADN hacia ella 

en una forma activa que depende de la célula donadora (Frost & Koraimann, 2010). Dado que 

muchos plásmidos conjugativos presentan un rango amplio espectro de transferencia y 

replicación autónoma, se ha postulado a la conjugación plasmídica como el principal 

mecanismo de transferencia que contribuye al intercambio horizontal de genes entre bacterias, 

jugando un rol vital en la evolución bacteriana (Garcillan-Barcia et al., 2009) así como en la 

respuesta rápida para adaptarse a cambios en las condiciones ambientales (Heuer & Smalla, 

2012). 

1.1.8. Elementos genéticos móviles. 

 Debido a la capacidad que presentan algunos MGE de moverse físicamente entre 

genomas huéspedes en una o varias ocasiones, estos son elementos comunes presentes en 

las comunidades bacterianas de forma natural, lo que contribuye a que los microorganismos 

que reciben información genética mediante transferencia horizontal adquieran nuevas 

funciones o capacidades que les permiten adaptarse a cambios en el ambiente o a subsistir 

en ambientes nuevos. Se han descrito y caracterizado una gran cantidad de MGEs, entre ellos 

los plásmidos, bacteriófagos, islas genómicas, ICEs, secuencias de inserción, transposones e 

integrones (Stokes & Gillings, 2011). 
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Estos elementos genéticos son denominados móviles debido a la capacidad que 

presentan de trasladarse de un lugar a otro dentro de un genoma (movilidad intracelular), no 

todos tienen la capacidad de trasladarse intercelularmente de forma autónoma. Por ejemplo, 

los integrones y transposones tienen movilidad intracelular debido a las integrasas o 

transposasas que contienen, pero sólo logran moverse de una célula a otra a través de su 

inserción dentro de otro elemento genético móvil que sí tenga la capacidad de transferencia 

horizontal, o en su caso, utilizando el sistema de conjugación presente en la bacteria, como 

los plásmidos conjugativos, fagos y elementos integrativos (Martini, 2016). 

1.1.9. Elementos integrativos movilizables. 

 Existen otros tipos de elementos genéticos móviles aún menos conocidos y estudiados 

que los ICEs, se trata de los elementos integrativos movilizables (IMEs). Los IMEs pueden ser 

definidos como elementos genéticos móviles que pueden codificar su propia escisión del 

genoma y su integración al genoma receptor, pero necesitan un elemento conjugativo externo 

que los ayude a realizar su transferencia mediante conjugación (Guĉdon et al., 2017). 

Hasta el año 2005 se tenían identificados algunos IMEs, los cuales mostraban similitud 

a los ICEs, ya que presentan un mecanismo de movilización muy parecido. Los IMEs contienen 

un oriT y codifican proteínas involucradas en el mecanismo de movilización como las relaxasas 

y algunas otras del complejo relaxasoma, pero no codifican proteínas involucradas en los 

sistemas de secreción tipo IV (T4SS). Para el año 2010 se han descubierto diversas 

variedades de IMEs que codifican proteínas diferentes del complejo relaxasoma o proteínas 

del T4SS sin embargo, ningún IME contiene todas las proteínas necesarias para su propia 

movilización. Los descubrimientos más recientes revelan que los IMEs pueden tener una 

variedad más amplia de funciones que los ICEs y estar presentes en los microorganismos en 

mayor cantidad que los ICEs (Guédon et al., 2017). 

El mecanismo de trasferencia de los IMEs podría ser, en resumen, el siguiente (Guédon 

et al., 2017; Naito et al., 2016):  

1. Los IMEs, al igual que los ICEs, codifican una integrasa que permite la escisión 

e integración del IME. Estas integrasas normalmente se agrupan en los extremos 

de los IMEs y suelen ser integrasas sitio específicas de la familia de las tirosinas 

recombinasas. 
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2. Las tirosinas recombinasas reconocen los sitios attL y attR, sitios extremos que 

flanquean el IME, los cuales presentan una longitud de entre 6 y 80 pb que 

permite la escisión del IME. 

3. Después de la escisión del IME, se forma un IME circular extracromosómico con 

un sitio attI y deja al cromosoma de la bacteria, que perdió el IME, con un sitio 

attB que forma parte, en la mayoría de los casos, de un gen que codifica para un 

tRNA. 

4. Para la integración en otro cromosoma, la integrasa reconoce la secuencia attB 

del hospedero, la cual es homóloga al sitio attI del IME circular extracromosómico 

y se lleva a cabo la integración mediante recombinación homóloga por parte de 

la integrasa. 

A grandes rasgos, un IME podría funcionar de la forma antes descrita, aunque puede 

variar dependiendo de la estructura de cada IME y las proteínas que codifican para su 

movilización (Naito et al., 2016).  

1.1.10. Elementos genéticos móviles involucrados en la biodegradación de compuestos 

aromáticos. 

Existe una cantidad muy grande de MGEs, los cuales son una de las principales formas para 

la transferencia de genes entre bacterias que pueden otorgar la resistencia a una gran variedad 

de antibióticos o pueden transferir grupos de genes que forman vías metabólicas de 

compuestos xenobióticos, lo cual representa una ventaja adaptativa para las bacterias 

receptoras (Guédon et al., 2017). 

Uno de los MGEs involucrado en la degradación de compuestos xenobióticos más 

estudiado es el elemento de integración y conjugación (ICEclc) el cual contiene genes que 

codifican para el corte orto del clorocatecol y un operón funcional para la degradación de 2-

aminofenol, además de algunas otras proteínas involucradas en la ruptura de anillos 

aromáticos y el transporte de estos compuestos (Obi et al., 2018). 

El elemento ICEclc se identificó originalmente en la cepa bacteriana de Pseudomonas 

knackmussii B13, este elemento es autotransmisible y se puede encontrar en dos ubicaciones 

distintas del cromosoma. La integración de este elemento esta mediada por una integrasa que 

se encuentra en el extremo del mismo. El ICEclc ha sido reportado en microorganismos 

diferentes a Pseudomonas knackmussii B13, se han reportado ICEs muy similares a este en 
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las cepas Pseudomonas aeruginosa JB2 y Burkholderia xenovorans LB400, estos elementos 

ICE difieren en algunos marcos abiertos de lectura (ORFs), por ejemplo, el ICEclc reportado en 

Pseudomonas aeruginosa JB2 contiene genes involucrados en la degradación de o-

halobenzoatos y o-hidroxibenzoatos (Obi et al., 2018). 

Además del ICEclc se han reportado elementos genéticos móviles involucrados en la 

degradación de compuestos aromáticos, tal es el caso de los plásmidos pEMT1 y pEMT7 que 

codifican los genes necesarios para la degradación del 2,4-Diclorofenoxiacético (Top et al., 

1995). 

1.2. Planteamiento del problema. 

Los compuestos aromáticos clorados son utilizados en grandes cantidades en procesos para 

la obtención de solventes orgánicos, colorantes y precursores en el procesamiento de 

alimentos, productos farmacéuticos, polímeros, etc. (Koma et al., 2012). Estos compuestos 

causan graves efectos toxicológicos, entre ellos, la alteración de la respuesta inmunológica del 

organismo (Kagan, 1985). Además, se ha comprobado experimentalmente que estos 

compuestos producen teratogénesis y mutagénesis (Kaloyanova, 1982). 

El ácido cloranílico es una quinona que presenta en solución acuosa una coloración 

violeta-rojiza y se ha identificado como el producto final mayoritario de la fotólisis del 

pentaclorofenol en solución acuosa (Wong and Crosby, 1978), además de que también se ha 

encontrado como un subproducto en diferentes clases de efluentes como el del blanqueado 

de pulpa de papel (Remberger et al., 1991). 

La cepa Herbaspirillum sp. TQ07 es capaz de utilizar el ácido cloranílico como única 

fuente de carbono y energía (Treviño et al., 2011). Dentro del genoma de la cepa TQ07 se ha 

identificado una isla genómica de 119 Kb que contiene los genes involucrados en la 

degradación del ácido cloranílico, algunos de estos genes han sido caracterizados y 

estudiados para establecer la vía metabólica hipotética de este compuesto. Además, se han 

obtenido mutantes espontĂneas de la cepa Herbaspirillum sp. TQ07 que han perdido la isla 

genómica de 119 Kb y por lo tanto la capacidad de degradar el ácido cloranílico. Se ha 

demostrado que esta isla genómica puede transferirse de la cepa silvestre a las mutantes que 

han perdido la capacidad de degradar ácido cloranílico por la pérdida de este elemento, esto 

les permite recuperar la capacidad de degradación de ácido cloranílico (Zapata, 2019), por lo 

que surge la necesidad de caracterizar la frecuencia de trasferencia y perdida de este 
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elemento, así como evaluar si la isla genómica contiene todos los genes involucrados en la 

degradación de ácido cloranílico mediante su transferencia a otros microorganismos. 
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES 

1.1. Selección y aislamiento de la cepa TQ07. 

 

En 1994 se realizó la identificación y aislamiento de una bacteria capaz de utilizar como 

única fuente de carbono y energía una benzoquinona clorada denominado ácido cloranílico. 

Esto se realizó a partir de la siembra de diversas muestras provenientes de lugares con indicios 

de presencia de compuestos aromáticos. Entre las muestras se encontraban: lodos activados 

de plantas de tratamiento, suelos contaminados con hidrocarburos y aserrín proveniente de 

un aserradero de ¬El Saltoº Durango ubicado en el noroeste de México. 

Para la identificación del microorganismo con la capacidad de utilizar como única fuente 

de carbono y energía el ácido cloranílico, se consideró la desaparición del color característico 

violeta-rojizo de este compuesto en medio mínimo de sales. Considerando lo anterior, los 

cultivos crecidos a partir de la muestra de aserrín fueron los únicos que presentaron 

decoloración y degradación del ácido cloranílico. 

A partir de estos cultivos se logró aislar una bacteria con forma de bacilo Gram-negativa, 

catalasa y oxidasa positiva que presenta un flagelo polar único y no forma cápsula ni esporas. 

Este microorganismo presentó crecimiento en medio mínimo enriquecido con ácido cloranílico 

como única fuente de carbono y energía, esta bacteria forma pequeñas colonias grises que 

presentan halos incoloros alrededor de ellas cuando crecen en medio solido suplementado 

con ácido cloranílico. Este microorganismo fue denominado cepa TQ07. 

La cepa TQ07 además de crecer en presencia de ácido cloranílico como única fuente de 

carbono y energía, crece con las siguientes fuentes de carbono: Glucosa, fructosa, arabinosa, 

xilosa, succinato, acetato, citrato, lactato, piruvato, tartrato, malonato, glutamato, glicerol, 

etanol, n-propanol y n- butanol. Contrario a lo anteriormente mencionado, la cepa TQ07 no es 

capaz de crecer con las siguientes fuentes de carbono: sacarosa, maltosa, lactosa, almidón, 

trialosa, sorbitol y ramnosa. Las características morfológicas y bioquímicas anteriores 

permitieron clasificar a la cepa TQ07 como una especie de Pseudomonas (Treviño, 2000). 

Posteriormente, en 2016, el equipo de investigación realizó la secuenciación completa 

del fragmento de ADN ribosomal 16S, que permitió identificar a la cepa mediante la 

comparación con otras secuencias depositadas en la base de datos del NCBI. Mediante un 

análisis de tipo BLASTn fue posible reclasificar a la cepa TQ07 en el género Herbaspirillum, 



 

32 

debido a que la secuenciación del ADN ribosomal 16S dio homología con la familia 

Herbaspirillum, así mismo se encontró una identidad o similitud del 99% correspondiente con 

la cepa Herbaspirillum lusitanum P6-12. Esto fue confirmado con la construcción del árbol 

filogenético que arrojó la herramienta del BLAST, permitiendo determinar que la cepa 

Herbaspirillum sp. TQ07 tiene una mayor similitud con la especie de H. lusitanum, y 

posteriormente con las de H. hiltneri, H. rhizosphaerae y H. autotrophicum, en orden 

decreciente (Figura 2.1). (Hernández 2015; Colín, 2015). 

 

Figura 2.1 Cladograma que determina la relación taxonómica de la cepa TQ07 con otras cepas 

del género Herbaspirillum a través de la secuenciación del ADNr 16S (Colín, 2015). 

La capacidad de degradar ácido cloranílico de la cepa se estableció utilizando diferentes 

concentraciones del compuesto en medio mínimo. Se encontró que la degradación no se ve 

afectada por la concentración de ácido cloranílico empleada mientras que el pH del medio se 

mantenga neutro. También se demostró mediante la cuantificación de la liberación de ion 

cloruro, la demanda química de oxígeno del sobrenadante y la desaparición 

espectrofotométrica del ácido cloranílico que después de 48 horas de incubación de la cepa 

TQ07 en medio mineral con ácido cloranílico como única fuente de carbono y energía, más 

del 95% de la molécula del ácido cloranílico fue mineralizada, lo que indica que la cepa 

Herbaspirillum sp. TQ07 es una eficiente degradadora de ácido cloranílico (Treviño, 2000). 
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1.2. Análisis molecular de la capacidad de degradación de ácido cloranílico de la cepa 

TQ07. 

Mediante un proceso de mutagénesis al azar con un transposón, en el cual se buscaba obtener 

mutantes incapaces de degradar ácido cloranílico a través de la interrupción de genes 

involucrados en la degradación. Se identificaron 18 mutantes incapaces de degradar este 

compuesto, de estas mutantes solo 6 fueron interrumpidas en genes que presentaban 

homología con genes involucrados en la degradación de compuestos clorados. Posteriormente 

se caracterizaron estas 6 mutantes y se logró identificar mediante el análisis de la inserción 

del transposón miniTn5lacZ en el genoma de la cepa TQ07 que se habían interrumpido cinco 

genes que de acuerdo a su identidad y posible función fueron nombrados cadA, cadC, cadR, 

cadT y cadP1. Además, se estableció que estos genes estaban dentro de una región de 19 Kb 

que contenía algunos genes involucrados en la degradación de compuestos aromáticos y por 

lo tanto podrían estar involucrados en la degradación del ácido cloranílico. Estos genes, a su 

vez, se encuentran contenidos en un elemento ñinestableò considerado como una isla 

genómica (debido a que puede perderse durante las resiembras de esta cepa en caldo 

nutritivo) del ADN cromosomal de la cepa TQ07. Este elemento inestable fue descubierto 

gracias a las 12 mutantes restantes que tenían interrupciones en genes que no tenían relación 

con la degradación de ácido cloranílico. Debido a esto, se logró identificar que estas mutantes 

habían perdido inicialmente la región de 19 Kb involucrada en la degradación de ácido 

cloranílico y recientemente se confirmó que la región escindida de forma espontánea es de 

119 Kb.  

La región de 19 Kb se encuentra dentro de la isla genómica y contiene varios genes 

involucrados en la degradación del ácido cloranílico, esta región fue clonada en un cósmido y 

se denominó como cósmido pC3020, aunque posiblemente existen otros genes fuera del ADN 

contenido en el cósmido pC3020 involucrados en la degradación, que no han sido reportados 

(Treviño, 2002). 

La región de 19 Kb que contiene los genes de degradación de ácido cloranílico fue 

caracterizada mediante una digestión del cósmido pC3020 dando origen a múltiples 

fragmentos de entre 700 y 2,000 pb, estos fragmentos fueron clonados y posteriormente 

secuenciados para realizar un ensamblaje utilizando los sitios de restricción que los 

flanqueaban como referencia. Las secuencias generadas se agruparon en 3 clústeres (Figura 

2.2), el clúster 1 contiene 5 ORFs, el clúster 2 contiene 5 ORFs y el clúster 3 contiene 4 ORFs 

(Treviño et al., 2011). 
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Figura 2.2 Ensamblaje de los clęsteres 1,2 y 3 obtenidos a partir de la digestión del cósmido pLG3020 

(Colín, 2015).  

Posteriormente se reportó un gen cuyos homólogos más cercanos no habían sido 

relacionados con la degradación de compuestos clorados en ningún organismo. El gen cadA 

codifica para una FAD-monooxigenasa involucrada en la degradación de ácido cloranílico. La 

secuencia nucleotídica del gen cadA de la cepa TQ07 fue depositada en la base de datos 

GenBank (Treviño et al., 2011). 

La mutagénesis al azar de los genes cadR y cadC presentes en el clúster 1, dio como 

resultado una deficiencia de crecimiento en presencia de ácido cloranílico, lo que indicó que 

estos genes son esenciales para el crecimiento de TQ07 con ácido cloranílico como única 

fuente de carbono y energía. Los ensayos de complementación demostraron que una inserción 

de transposón en la mutante CAD82 (cadC) tenía un efecto polar sobre otros genes contenidos 

en el cósmido pC3562. Estos resultados sugieren que al menos uno de estos genes, cadD y 

cadX, también participa en la degradación del ácido cloranílico. Con base en el modelado 

molecular y la predicción de la función, se sugirió que cadC codifica para una pirona 

dicarboxčlico hidrolasa y cadD codifica para una enzima aldolasa similiar a la dihidrodipicolinato 

sintasa. Estos resultados permitieron realizar la propuesta de una vía hipotética de 

degradación del ácido cloranílico (Figura 2.3). 
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Figura 2.3 Vía hipotĉtica para la degradación de ácido cloranílico (Treviño et al., 2011). 

Posteriormente, se reportó que el gen cadC posee una relación filogenética con el 

género Burkholderia, pero no con Herbaspirillum, por lo tanto, en algún momento dos 

microorganismos de estos géneros pudieron llevar a cabo un fenómeno de intercambio 

genético mediante transferencia horizontal, lo que pudo dar origen al desarrollo de la vía de 

degradación de ácido cloranílico. Por tal motivo, cualquier gen compartido entre Herbaspirillum 

sp. TQ07 y Burkholderia cenocepacia DDS 22-E1 (que no pertenezca a un sistema de 

transporte) es un buen biomarcador que podría servir para identificar otros microorganismos 

con potencial para degradar ácido cloranílico (Colín, 2018). 

En otro trabajo de investigación del grupo se realizó la mutagénesis por eliminación 

dirigida del gen cadB1 lo que permitió actualizar la vía hipotética de degradación (Figura 2.4), 

al encontrar que la mutante de la cepa TQ07 con la eliminación del gen cadB1 presenta la 

acumulación de un intermediario metabólico de color amarillo al inocularla en agar nutritivo 

suplementado con ácido cloranílico como única fuente de carbono y energía. El alineamiento 

de la secuencia del gen cadB1 con el programa INTERPRO permitió establecer que el 

producto de este gen presenta homología estructural con proteínas de la familia de enzimas 

carboxi cis,cis-muconato lactonizantes. También se confirmó que los genes cadA y cadP 
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participan en la degradación de ácido cloranílico, ya que las mutantes en las que se eliminaron 

estos genes no presentan crecimiento en presencia de ácido cloranílico como única fuente de 

carbono y energía (Oseguera, 2019). 

 

Figura 2.4 Vča de degradación del ácido cloranílico actualizada, establecida después de la 

evaluación de la mutante por eliminaciēn del gen cadB1 (Oseguera, 2019). 

1.3. Análisis molecular de la isla genómica de 119 Kb de la cepa TQ07. 

 Finalmente, se retomó el estudio de las mutantes que perdieron la isla genómica y por 

lo tanto la capacidad de degradar ácido cloranílico (mutantes cad-). Se realizaron ensayos de 

conjugación bacteriana entre la mutante cad-, la cepa E. coli que contiene el cósmido pC3020 

y una cepa de E. coli que contiene el plásmido pRK2013 ñHelperò y además otro ensayo entre 

la cepa TQ07 silvestre y la mutante cad-. Al trasferir el cósmido pC3020 a la mutante cad-, esta 

no recuperó la capacidad de utilizar el ácido cloranílico como única fuente de carbono y 

energía, por lo que deben existir otros genes fuera de este cósmido que participan en la 

degradación del ácido cloranílico (Zapata, 2019).  

El ensayo de conjugación dio como resultado que las mutantes cad- pueden recuperar 

la isla genómica mediante conjugación biparental con la cepa silvestre TQ07 y además que 

las mutantes cad- que recuperaron la isla genómica (mutantes cad+) recuperan la capacidad 

de utilizar el ácido cloranílico como única fuente de carbono y energía, y además son 
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resistentes a kanamicina por la presencia del transposón miniTn5KmlacZ, lo que permite 

diferenciarlas de la cepa silvestre TQ07 (Zapata, 2019). 

Mediante el análisis bioinformático de la isla genómica se encontró similitud de algunos 

de sus genes y ordenamiento con la estructura de elementos genéticos móviles reportados 

como elementos integrativos y movilizables (IMEs) por lo cual se denominó a la isla genética 

de la cepa TQ07 como IMEHspTQ07 (Figura 2.5). Esto podría significar que la cepa TQ07 obtuvo 

la capacidad de degradar ácido cloranílico a través de procesos de transferencia horizontal y 

es capaz de transferir esta capacidad a otras bacterias receptoras (Zapata, 2019).  

 

Figura 2.5. Comparación de la estructura del IME de la cepa TQ07 con otras estructuras propuestas 

por diversos autores.  

1.4. Estudios realizados sobre la transferencia de Elementos Integrativos 

Movilizables. 

Se han realizado diversos estudios para evaluar la movilidad de los elementos integrativos y 

movilizables (IMEs), de las cepas que los contienen a las posibles cepas huéspedes. En el 

año 2005 se identificó un IME dentro de una cepa de Salmonella enterica, este IME presenta 

un tamaño de 42.4 Kb y se denominó como SG1, este IME contiene la resistencia a diferentes 

antibióticos. En este estudio identificaron al IME como una forma extracromosomal mediante 

una reacción en cadena de la polimerasa (PCR) a través del sitio attI. Este fragmento fue 

clonado en una cepa de E. coli (sitio attB) para realizar la conjugación triparental de la cepa 
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que contiene el SG1, las cepas de E. coli con el fragmento clonado y una cepa de E. coli que 

contiene el plásmido pRK2013 ñHelperò. Los autores concluyeron que el SG1 puede ser 

transferido a otras cepas que contengan el sitio attB idéntico de un tamaño de 18 pb, 

obteniendo una frecuencia de transferencia entre 10-5 y 10-6 transconjugantes por cada 

donadora. Además, se realizó la eliminación de la integrasa que codifica la integración y 

escisión del SG1 y se concluyó que no se obtuvieron transconjugantes cuando la integrasa no 

codifica la escisión del IME (Doublet et al., 2005). 
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CAPITULO 3. OBJETIVOS 

3.1 Justificación. 

Los compuestos aromáticos clorados son un grupo de contaminantes tóxicos, cancerígenos y 

mutagénicos muy difíciles de eliminar del medio ambiente, su vida media puede llegar a ser 

de hasta 3 meses y medio en aguas aeróbicas y algunos años en sedimentos orgánicos 

anaerobios (Pera et al., 2004). De estos contaminantes, los clorofenoles es el grupo más 

abundante. 

La remoción de estos compuestos mediante la biodegradación ofrece una alternativa 

con un bajo costo económico y es amigable con el ambiente, por lo que se han desarrollado 

una gran diversidad de procesos biotecnológicos que permiten la degradación de clorofenoles 

a partir de microorganismos que pueden utilizarlos como única fuente de carbono y energía. 

La cepa Herbaspirillum sp. TQ07 es capaz de degradar ácido cloranílico, un 

intermediario de la transformación abiótica y biótica del pentaclorofenol, a través de la 

información genética que se encuentra en un elemento integrativo movilizable (IMEHspTQ07). 

Debido a que, al tratarse de un elemento movilizable, es posible la transferencia horizontal de 

la capacidad de degradación del ácido cloranílico a otros microorganismos, esto ofrece una 

alternativa para el estudio de este fenómeno de transferencia. Este proyecto ayudará a 

establecer si la totalidad de la vía metabólica del compuesto está dentro del elemento 

IMEHspTQ07 como una alternativa para la biodegradación de compuestos aromáticos clorados. 

1.2. Hipótesis. 

Todos los genes involucrados en la vía metabólica para la degradación del ácido cloranílico, 

de la cepa Herbaspirillum sp. TQ07, se encuentran dentro del elemento integrativo movilizable 

IMEHspTQ07. 
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1.3. Objetivos. 

1.1.1. Objetivo general. 

Evaluar la capacidad de transferencia del elemento integrativo movilizable IMEHspTQ07 de la 

cepa Herbaspirillum sp. TQ07, y de la degradación de ácido cloranílico, a cepas receptoras 

que contengan el sitio attB. 

1.1.2. Objetivos específicos. 

 

Å Establecer mediante un análisis bioinformático qué microorganismos presentan un sitio 

attB que permita la transferencia del elemento IMEHspTQ07, así como los genes 

involucrados en su movilización. 

Å Identificar si la dioxigenasa que participa en la ruptura del anillo aromático para la 

degradación del ácido cloranílico se encuentra dentro del elemento integrativo 

movilizable IMEHspTQ07. 

Å Determinar la frecuencia de transferencia y la frecuencia de pérdida espontánea del 

elemento IMEHspTQ07 de la cepa silvestre Herbaspirillum sp. TQ07 a la mutante cad- de 

la misma cepa. 

Å Evaluar el efecto de la transferencia del cósmido que contiene los genes de 

degradación de ácido cloranílico (pC3020) a la mutante espontanea cad-, sobre la 

degradación de ácido cloranílico. 
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CAPITULO 4. METODOLOGÍA 

4.1 Amplificación de productos de PCR. 

 Los productos de PCR fueron amplificados con la enzima DreamTaq Green PCR 

Master Mix (2X) de la marca Thermo Fisher en tubos para PCR con un volumen de 200 uL de 

acuerdo con las especificaciones del fabricante (Tabla 4.1). La visualización de los productos 

de PCR se realizó mediante electroforesis en gel de agarosa (1%) durante 60 minutos a 90V 

en buffer Tris-Acetato-EDTA (TAE) en una concentración 1X. 

Los productos de PCR se purificaron mediante el kit de la marca ThermoScientific 

(#K0701) acorde a las especificaciones del fabricante. 

Tabla 4.1. Composición para las reacciones de amplificación con DreamTaq Green PCR MM 
(2X) de acuerdo al fabricante. 

Componentes Volumen (uL) 

DreamTaq Green PCR master mix 2X 25 

Forward Primer (10 uM) 1.5 

Reverse Primer (10 uM) 1.5 

Template DNA 1.5 

Agua 20.5 

Volume final 50 
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4.2 Cepas utilizadas y condiciones de cultivo.  

Las cepas que se utilizaron en este trabajo se enlistan y describen en la Tabla 4.2.  

 

Tabla 4.2. Cepas empleadas y características genéticas relevantes de cada una de ellas.  

Cepa Características Referencia. 

Herbaspirillum sp. TQ07 Cepa silvestre, CAD+, CmR, 
AmpR. 

Treviño, 2000 

Mutante cad- TQ07 Incapaz de degradar ácido 
cloranílico, CmR, AmpR, KmR. 

Treviño et al., 2002 

E. coli HB101/pRK2013 Contiene un plásmido 
Helper, tra+, KmR, RfR. 

Figurski & Helinski, 1979 

E. coli HB101/pLG3020 Cósmido que contiene 25Kb 
de la cepa TQ07 incluyendo 

los genes: cadA, cadC y 
cadD, TcR. 

Treviño, 2000 

E. coli pUTmini-Tn5 Tc Transposón para 
mutagénesis de resistencia a 

Tc, AmpR, TcR. 

De Lorenzo y Timmis, 1994 

E. coli DH5Ŭ Cepa huésped para 
clonación, recA, endA y 

LacZM15. 

 

 

 

La cepa Herbaspirillum sp. TQ07 se creció en caldo nutritivo o en el siguiente medio 

mineral: agua desionizada 1000 ml; K2HPO4 1.0 g; KH2PO4 0.5 g; NH4NO3 1.0 g; MgSO4.7H2O 

0.2 g; NaCl 0.1 g; y FeCl3 0.02 g, suplementado con ácido cloranílico a una concentración final 

de 400 ppm y Ampicilina (Amp) a 100 ppm, finalmente el pH se ajustó a 7 ± 0.2 con NaOH 0.1 

M. Los cultivos se incubaron de 24 a 48 horas a 30°C en agitación a 250 rpm. Cuando los 

cultivos presentaron crecimiento en medio líquido se sembraron en placa de agar nutritivo o 

medio mineral sólido suplementado con ácido cloranílico a 400 mg/L mediante estría de tres 

campos. 

La mutante cad- de Herbaspirillum sp. TQ07 se creció en caldo nutritivo suplementado 

con Kanamicina (Km) a una concentración de 30 ppm y Amp a 100 ppm. Se incubó a 30°C en 

agitación a 250 rpm durante 48 horas. 
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Las cepas de E. coli se crecieron en medio LB suplementado con los diferentes 

antibióticos de selección respectivos para cada cepa y se incubaron a 37°C en agitación a 250 

rpm durante 24 horas. 

4.3 Evaluación de degradación de las dioxigenasas del elemento IMEHspTQ07 mediante la 

construcción de mutantes por inserción de un cassette de resistencia a antibióticos. 

 

Se generaron mutantes por inserción de un cassette de resistencia a antibióticos de dos genes 

que codifican para proteínas que presentan homología con dioxigenasas (dox1 y dox2) 

presentes la isla genómica), estos genes fueron identificados mediante un análisis 

bioinformático. La preparación de los vectores para la mutagénesis por inserción se realizó al 

amplificar un producto de PCR que contiene el gen completo que codifica para la dioxigenasa, 

así como dos sitios de restricción naturales en los extremos que son compatibles con el MCS 

del vector pK18mobsacB y finalmente un sitio de restricción natural único dentro del gen a 

interrumpir que fuera compatible para la inserción del cassette de resistencia y que no está en 

el vector pK18mobsacB (Figura 4.1).  

 

Figura 4.1 Metodología para la interrupción de genes mediante inserción de un cassette de 

resistencia, en el esquema se puede observar la metodología para la interrupción de los genes dox1 y 
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dox2. Los sitios de restricción compatibles con el vector pK18mobsacB se pueden observar de color 

rojo y gris, mientras que el sitio compatible para la inserción del cassette de resistencia se puede 

observar de color verde.  

4.3.1 Amplificación de los productos de PCR que flanquean las dioxigenasas.  

Se diseñaron un par de oligonucleótidos que permitieron la amplificación de los genes Dx1 y 

Dx2 que cumplen con los criterios antes establecidos (Tabla 4.3). Estos oligonucleótidos 

flanquean productos de 2,000 pb y 2,250 pb para los genes dox1 y dox2, respectivamente.  

 

Tabla 4.3. Características de los oligonucleótidos generados para la mutación de los genes Dx1 y Dx2.  

Producto 

de PCR 
Oligo Secuencia Tm 

Sitios de 

restricción 

extremos 

Sitio de 

restricción 

único 

Dx1 
Fw CTTCAAGGATGGCGTGGTCGTC 61°C HindIII 

ApaI 
Rv GACGCCTATCGGATAGTGGATG 58°C EcoRI 

Dx2 
Fw TGGCCTTGCGCAGCCGTATC 64°C HindIII 

XhoI 
Rv TTGGATGCCGCGCCAGCATTG 65°C PstI 

 

Los productos de PCR fueron amplificados utilizando la enzima de alta fidelidad Phusion 

Flash High-Fidelity PCR Master Mix del fabricante ThermoScientific (#F548S), siguiendo las 

indicaciones del fabricante.  

Los productos de PCR se purificaron por banda mediante el kit de la marca 

ThermoScientific (#K0692) acorde a las especificaciones del fabricante y fueron cuantificados 

en un espectrofotómetro. 

4.3.2 Clonación de los productos de PCR que flanquean las dioxigenasas en el vector 

pJET1.2/Blunt.  

 La ligación de los productos de PCR de los genes dox1 y dox2 en el vector pJET se 

realizó de acuerdo a las especificaciones del fabricante (Tabla 4.4), las reacciones se 

incubaron a una temperatura de 4°C durante 16 horas, posteriormente se realizó la purificación 

de la reacción añadiendo cloroformo en una relación 1:1, mezclando y centrifugando durante 
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20 minutos a 10,000 G. Finalmente se recuperó el sobrenadante y se transformó en células 

DH5Ŭ quimiocompetentes.  

 

Tabla 4.4. Composición de la reacción de ligación de los productos Dx1 y Dx2 en el vector PJET1.2/Blunt 

Ligación de productos de PCR a pJET1.2/Blunt 

Producto PCR (Dx1 y Dx2) 100 ng 

2X Buffer de reacción 5 uL 

pJET1.2/Blunt Vector de Clonación (50 ng/µL) 0.5 uL 

Ligasa T4 DNA, 5 U/uL 0.5 uL 

Agua libre de nucleasas A 10 uL 

 

4.3.3 Subclonación de los productos que flanquean las dioxigenasas en el vector 

pK18mobsacB. 

 Las construcciones realizadas anteriormente en pJET fueron digeridas con las enzimas 

de restricción correspondientes, la construcción del gen Dx1 se digirió con la enzima HindIII y 

EcoRI, mientras que la construcción del gen Dx2 con las enzimas HindIII y PstI. Al mismo 

tiempo el vector pK18mobsacB fue digerido con las mismas enzimas que las construcciones 

de los genes Dx1 y Dx2. Las reacciones de digestión se realizaron acorde a las 

recomendaciones del proveedor para las dobles digestiones y se incubaron a 37°C overnight 

(Tabla 4.5).  

 

Tabla 4.5. Composición de las reacciones de digestión para los vectores pJETdox1 y pJETdox2.  

Digestión PJETDx1 Digestión PJETDx2 

Buffer R 10X 5uL Buffer R 10X 5uL 

DNA 5,000ng DNA 5,000ng 

HindIII 1uL HindIII 1uL 

EcoRI 1uL EcoRI 1uL 

Agua A 50uL Agua A 50uL 
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Los productos digeridos fueron inactivados a una temperatura de 80°C durante 10 minutos y 

posterior a la verificación de la digestión de los diferentes vectores, todos los productos fueron 

purificados por banda mediante el kit de la marca ThermoScientific (#K0692), la elución final 

del proceso de purificación se realizó en un volumen de 25 uL y se cuantificaron en un 

espectrofotómetro de placa EPOCH de BioTek. 

Los productos digeridos se ligaron con la enzima T4 DNA Ligasa de Promega (#M1801) 

en una relación inserto:vector de 3:1 acorde a las especificaciones del fabricante y se incubó 

a una temperatura de 4°C durante 16 horas.  

 Finalmente, la reacción fue purificada mediante cloroformo y transformada en células 

quimiocompetentes de la cepa DH5Ŭ. Las células transformadas fueron sembradas en cajas 

de medio LB sólido suplementado con Xgal a 200 ppm e IPTG a 1 mM, para la selección de 

colonias blancas y azules, además se añadió como marcador de selección kanamicina a una 

concentración final de 25 ppm, estas cajas fueron incubadas a 37 °C durante 48 horas. 

Para la confirmación de la correcta inserción de los diversos fragmentos en el vector 

pK18mobsacB se diseñó un par de oligonucleótidos que hibridan entre 150 y 200 pb río abajo 

y río arriba del sitio de multiclonación, por lo que el vector pK18mobsacB sin inserto amplifica 

un producto de 350 pb (Tabla 5.6).  

Tabla 4.6 Oligonucleótidos diseñados para la amplificación de los fragmentos insertados en el 

vector pK18mobsacB.   

Oligonucleótido Secuencia (5ô Ÿ 3ô) Tm teórico (°C) 

Forward pK18 GAGCGCAGCGAGTCAGTGAG 61 

Reverse pK18 TCGCCATTCAGGCTGCGCAAC 64 

 

4.3.4 Inserción del cassette de resistencia a tetraciclina y gentamicina a las 

construcciones realizadas en el vector pK18mobsacB.  

Las construcciones obtenidas anteriormente de los genes dox1 y dox2 en el vector 

pK18mobsacB fueron digeridas con las enzimas ApaI y XhoI, respectivamente, de acuerdo a 

las especificaciones del fabricante e incubadas a una temperatura de 37°C durante 16 horas. 

Al mismo tiempo se digirió el vector pBSL193Tc con las mismas enzimas por separado. Las 

reacciones de digestión se realizaron acorde a las recomendaciones del proveedor y se 

incubaron a 37 °C overnight. Los fragmentos digeridos fueron inactivados a una temperatura 

de 65°C durante 20 minutos y posteriormente purificados por banda mediante el kit de la marca 
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ThermoScientific (#K0692), la elución final del proceso de purificación se realizó en un volumen 

de 30 uL, posteriormente los productos se cuantificaron. 

La ligación de los productos digeridos se realizó utilizando la enzima T4 DNA Ligasa de 

Promega, la reacción se preparó acorde a las especificaciones del proveedor con una relación 

inserto-vector de 5:1. La cantidad de DNA de cada reacción se calculó con la ecuación 4.1. La 

reacción de ligación se preparó en un volumen final de 30 uL y se incubo a 4 °C overnight. La 

reacción fue finalmente purificada con la adición de cloroformo. 

 

ὴὩίέ ὨὩὰ ὭὲίὩὶὸέ ὲὫ
ὴὩίέ ὺὩὧὸέὶ ὲὫz Ὕὥάὥđέ ὨὩὰ ὭὲίὩὶὸέ ὑὦ

Ὕὥάὥđέ ὨὩὰ ὺὩὧὸέὶ ὑὦ
ᶻ
υ

ρ
 

Ecuación 4.1. Ecuación utilizada para el cálculo de nanogramos del inserto utilizados en la reacción de 

ligación. 

 

Finalmente, la reacción purificada se transformó en células quimiocompetentes de la 

cepa DH5Ŭ y se plaquearon en cajas con medio LB sólido suplementado con kanamicina a 25 

ppm y tetraciclina a 10 ppm, para las construcciones realizadas con el vector pBSL1921, y 

cajas con medio LB sólido suplementado con kanamicina a 25 ppm y gentamicina a 10 ppm, 

para las construcciones realizadas con el vector pBSL141. Se incubaron a 37 °C durante 48 

horas. Transcurrido el tiempo de incubación se observó crecimiento en las cajas (Figura 5.34).  

4.3.5 Obtención de las mutantes por inserción de un cassette de resistencia en los 

genes dox1 y dox2 mediante doble recombinación. 

 Se colocaron cultivos en caldo nutritivo sin antibióticos de las cepas E. coli pRK2013 la 

cual contiene un plásmido ñHelperò que promueve la transferencia horizontal de elementos 

genéticos como plásmidos, la cepa E. coli DH5Ŭ transformada con las construcciones 

obtenidas en el punto anterior y la cepa Herbaspirillum sp. TQ07 silvestre en una incubadora 

orbital a 30°C durante 24 horas. Posteriormente al tiempo de incubación se midió la densidad 

óptica de cada cultivo y se ajustó cada uno a una densidad óptica de 0.4, finalmente se 

mezclaron 100 uL de cada cultivo en un microtubo. Se tomaron 100 uL de la mezcla de cultivos 

para posteriormente inocularlo en el centro de una caja Petri con agar nutritivo sin antibióticos 

y se dejó secar en una campana de flujo laminar durante 30 minutos. Finalmente se incubó la 

caja a 30°C durante 48 horas para llevar a cabo la primera recombinación donde el plásmido 
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pK18mobsacB con la construcción realizada con la ayuda de la cepa Helper se transfiere y 

posteriormente se insertó en el genoma de la cepa TQ07.  

Posteriormente a la incubación se recuperó el tapete de células que crecieron y se 

resuspendieron en un mililitro de caldo nutritivo fresco para realizar una dilución y siembra en 

placa la cual se suplemento con cloranfenicol a 30 ppm y kanamicina a 30 ppm con el objetivo 

de seleccionar solo colonias de la cepa TQ07 que realizaran la primera recombinación al 

insertar el plásmido con la construcción realizada en su genoma, ya que solo la cepa TQ07 es 

resistente a cloranfenicol y la inserción del plásmido pK18mobsacB confiere la resistencia a 

kanamicina. Una vez obtenidas colonias aisladas se tomaron varias candidatas y se crecieron 

en caldo nutritivo fresco sin antibióticos a 30°C durante 48 horas para realizar la segunda 

recombinación. Para seleccionar la segunda recombinación se realizó una dilución y siembra 

en placa suplementada con sacarosa al 10%, ya que en presencia de sacarosa el gen SacB 

del vector pK18mobsacB produce un metabolito mortal para la célula, cloranfenicol a 30 ppm 

y gentamicina a 10ppm o tetraciclina a 10 ppm, este último antibiótico dependía de la 

construcción a seleccionar debido a que se realizaron construcciones con inserción de dos 

diferentes cassettes de resistencia, de esta forma se seleccionaron solo las colonias de la cepa 

Herbaspirillum sp. TQ07 que contenían la inserción del cassette de resistencia en el gen dox1 

o dox2 (Figura 4.2).  

4.3.6 Evaluación de la capacidad de degradación de las mutantes por inserción de un 

cassette de resistencia a gentamicina y tetraciclina sobre los genes dox1 y 

dox2. 

Se realizó una cinética de degradación de las cepas mutantes con la inserción del 

cassette de resistencia en el gen dox1 y dox2, se preparó medio mineral suplementado con 

ácido cloranílico como única fuente de carbono a una concentración de 150 ppm y 

posteriormente se transfirieron 50 mL de medio mineral a un matraz Erlenmeyer de 250mL, 

teniendo en total 4 matraces, los matraces se inocularon con las siguientes cepas: 

Herbaspirillum sp. TQ07 silvestre, Herbaspirillum sp. mutante dox1, Herbaspirillum sp. mutante 

dox2 y finalmente un blanco, cada cepa en un matraz. Finalmente, los matraces se incubaron 

en una incubadora orbital a 30°C durante 24 horas y se realizó una toma de muestra cada 

hora. La muestra se centrifugaba a 12,000G x 10 minutos y posteriormente se cuantificaba el 
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ácido cloranílico remanente mediante un espectrofotómetro UV-vis a una longitud de onda de 

243 nm, la cual es la longitud de onda donde absorbe el ácido cloranílico.  

 

4.4 Evaluación de la tasa de transferencia del elemento IMEHspTQ07 de la cepa silvestre 

Herbaspirillum sp. TQ07 a la cepa mutante cad-. 

4.4.1 Conjugaciones biparentales de la cepa TQ07wt a la mutante espontánea. 

Se crecieron las cepas de Herbaspirillum sp. TQ07 mutante dox1 (resistente a gentamicina, 

cloranfenicol y ampicilina) y Herbaspirillum sp. TQ07 mutante cad- (resistente a kanamicina, 

cloranfenicol y ampicilina) en las condiciones antes descritas. Se realizó un lavado con caldo 

nutritivo a los cultivos crecidos en presencia de antibióticos, se colocó 1 mL de cultivo de cada 

cepa por separado en microtubos y se centrifugaron a 15,000 G durante 5 minutos, por 

duplicado, posteriormente se resuspendió la pastilla celular en 1 mL de caldo nutritivo frio y 

estéril. Este lavado se realizó por duplicado y finalmente resuspendió la pastilla celular en 0.5 

mL de caldo nutritivo. 

Las conjugaciones biparentales se realizaron de la siguiente manera: En un tubo 

eppendorf de 1.5 mL se mezclaron en una proporción 1:1 las suspensiones de Herbaspirillum 

sp. TQ07 mutante dox1 (Cepa donadora) y la mutante cad- de Herbaspirillum sp. TQ07 (Cepa 

receptora). Posteriormente la mezcla fue centrifugada a 15,000 G durante 5 minutos y la 

pastilla celular se resuspendió en 100 uL, la suspensión fue colocada en el centro de una caja 

Petri con agar nutritivo sin antibióticos y se incubó a 30°C durante 48 horas. 

Posteriormente, se recuperó el tapete sembrado y se resuspendió en 1 mL de caldo 

nutritivo para realizar la técnica de dilución y siembra en placa en tres series diferentes de 

cajas de agar nutritivo y se añadieron como marcadores antibióticos en tres diferentes 

combinaciones: Kanamicina a 30 ppm y gentamicina a 10 ppm, donde solo crecieron cepas 

de la mutante espontanea que recuperó el elemento integrativo con el cassette de resistencia 

a gentamicina, (cepas transconjugantes), kanamicina a 30 ppm y ampicilina a 100 ppm, 

donde solo creció la mutante espontanea que recupero el elemento integrativo y la mutante 

espontanea que no recupero el elemento integrativo (cepas transconjugantes y cepas 

receptoras) y la última serie solo fue suplementada con Ampicilina a 100 ppm donde crecieron 

todas las cepas, las mutantes espontaneas que recuperaron el elemento integrativo, las 

mutantes espontaneas que no lo recuperaron y la mutante con la inserción del cassette de 
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resistencia en el gen dox1 (cepas transconjugantes, cepas receptoras y cepas 

donadoras).  

Se realizó el conteo de colonias en las tres series de cajas de antibióticos y se calculó la 

cantidad de UFC en la muestra original por cada 100 uL, para el cálculo de frecuencia solo fue 

necesario conocer el número de colonias transconjugantes y donadoras, por lo que una vez 

contadas las colonias en cada serie se realizó una serie de restas para conocer este número 

de colonias:  

¶ Se determinó el número de colonias transconjugantes bastó con contar las 

colonias que crecieron en la serie de cajas Petri suplementadas con kanamicina 

y gentamicina. 

¶ Se determinó el número de colonias donadoras se restaron a las colonias que 

crecieron en las cajas Petri suplementadas con ampicilina las colonias contadas 

en las otras dos series de cajas suplementadas con gentamicina además de 

kanamicina y la serie suplementada con kanamicina y ampicilina. 

Finalmente se determinó la tasa de transferencia del elemento IMEHspTQ07 mediante la 

siguiente ecuación: 

Ὕὥίὥ ὸὶὥὲίὪὩὶὩὲὧὭὥ 
ΠὝὶὥὲίὧέὲὮόὫὥὲὸὩί

ΠὈέὲὥὨέὶὥί
 

 

A continuación, se presenta una tabla de resumen con las diferentes cepas utilizadas en 

la cruza biparental y su capacidad de crecimiento ante los diversos antibióticos utilizados 

(Tabla 4.7). 

Tabla 4.7. Resumen del crecimiento de las diversas cepas utilizadas en medio rico y presencia 

de antibióticos en la cruza biparental. 

 Cepa donadora TQ07 

mutante dox1 

Cepa receptora 

mutante 54 TQ07cad- 

Cepa transconjugante 

cad+ 

Ampicilina Crecimiento. Crecimiento. Crecimiento. 

Kanamicina Sin crecimiento. Crecimiento. Crecimiento. 

Gentamicina Crecimiento. Sin crecimiento. Crecimiento. 

Ampicilina y 

kanamicina 

Sin crecimiento. Crecimiento. Crecimiento. 
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Kanamicina y 

gentamicina 

Sin crecimiento Sin crecimiento Crecimiento 

 

4.4.2 Confirmación molecular de la inserción del elemento integrativo 

(IMEHspTQ07) en la mutante cad-. 

La confirmación de la inserción del elemento IMEHspTQ07 se realizó mediante PCR, se contó 

con dos pares de oligonucleótidos que flanquean los dos extremos del elemento IMEHspTQ07 

cuando este se encuentra integrado dentro del genoma y cuando se encuentra de forma 

extracromosómico, los sitios que se amplificaron cuando el elemento está integrado en el 

genoma se denominan attL (izquierdo) y attR (derecho). Además, los sitios cuando en el 

genoma no se encuentra integrado el elemento y se encuentra de forma extracromosómico se 

denominan attB (sitio de recombinación dentro del genoma) y attI (sitio de recombinación del 

elemento extracromosómico). A continuación, se muestra una tabla con los dos pares de 

oligonucleótidos: 

Tabla 4.8. Descripción de oligonucleótidos diseñados para la confinación molecular de la 

inserción del elemento IME. 

Numero de 
oligonucleótido 

Nombre Pb Secuencia (5ô -> 3ô) Tm (°C) 

1 attL-Fw 20 GAT GCG GCA AGT CAC ATC AG 66.45 

2 attL-Rv 22 CAT GTA AGC GCT ATG TAA CCA G 65 

3 attR-Fw 22 CCT CGG TCA TAT AAC CGT GAA G 66.45 

4 attR-Rv 20 CCG CAA GAT CAT GAA GAT CG 64.75 

 

Además, se realizó una evaluación cualitativa de la degradación de ácido cloranílico en medio 

mineral suplementado con ácido cloranílico como única fuente de carbono a 300 ppm de las 

colonias transconjugantes.  
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4.5 Evaluación de la frecuencia de pérdida espontánea del elemento IMEHspTQ07 de la cepa 

Herbaspirillum sp. TQ07. 

 

 La frecuencia de pérdida se calculó a partir del crecimiento de la cepa Herbaspirillum 

sp. TQ07 mutante dox1 (TQ07dox1:Gm) en medio de cultivo rico (Caldo nutritivo). Esta cepa 

tiene la resistencia a gentamicina inserta dentro del elemento IMEHspTQ07 por lo cual, si se da 

la pérdida espontánea de este la cepa pierde la resistencia a gentamicina. Se colocó un cultivo 

de la cepa mutante TQ07dox1:Gm en un matraz Erlenmeyer de 250 mL con 25 mL medio 

mineral suplementado con ácido cloranílico como única fuente de carbono y energía durante 

48 horas a una temperatura de 30°C y agitación constante a 150 RPM, posteriormente al 

tiempo de incubación se realizó un proceso de dilución y siembra en placa en dos series de 

cajas Petri: una con agar nutritivo suplementado con ampicilina (resistencia natural de la cepa 

TQ07) y la siguiente serie en agar nutritivo suplementado con ampicilina y gentamicina 

(resistencia adquirida por la inserción del cassette en el gen dox1 que se encuentra dentro del 

elemento IMEHspTQ07). Las diluciones sembradas se incubaron a 30°C durante 48 horas. 

Además, al mismo tiempo se realizó un subcultivo a partir del primer matraz con medio mineral 

en un segundo matraz Erlenmeyer de 250 mL con 25 mL de caldo nutritivo sin antibióticos de 

selección el cual se incubó a 30°C durante 48 horas y 150 RPM. Posteriormente al tiempo de 

incubación se repitió el proceso de dilución y siembra en placa en las dos series de cajas 

planteadas anteriormente, sin embargo, en esta ocasión la dilución se realizó a partir del cultivo 

colocado en caldo nutritivo, las cajas se incubaron a 30°C durante 48 horas y se realizó otro 

subcultivo a partir del segundo matraz en otro matraz Erlenmeyer de 250mL con 25mL de 

caldo nutritivo fresco el cual se incubó de nuevo a 30°C durante 72 horas y 150 RPM. Se 

realizó de nuevo un proceso de dilución y siembra en placa a partir del tercer cultivo y se 

incubaron a las mismas condiciones, finalmente se colocó otro subcultivo en caldo nutritivo sin 

antibióticos a las mismas condiciones, este se incubó durante 72 horas a 30°C y 150 RPM y 

finalmente se realizó de nuevo el proceso de dilución y siembra en placa. El esquema de la 

metodología planteada se puede observar en la figura 4.3.  
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Figura 4.2. Metodología planteada para el cálculo de la frecuencia de pérdida espontánea del 

elemento IMEHspTQ07 en medio rico de la cepa mutante TQ07dox1:gm. 

 

Finalmente, la frecuencia de pérdida se realizó contando las colonias de cada serie y 

realizando la siguiente ecuación: 

 

ὊὶὩὧόὩὲὧὭὥ ὨὩ ὴïὶὨὭὨὥ
ὅέὰέὲὭὥί ὧέὲὸὥὨὥί ὃάὴὅέὰέὲὭὥί ὧέὲὸὥὨὥί ὃάὴὋά

ὅέὰέὲὭὥί ὧέὲὸὥὨὥί ὃάὴ
 

 

 

4.6 Evaluación de la capacidad de degradación de la mutante espontánea cad- 

suplementada con el cósmido pC3020. 

 

 Se realizó una cinética de degradación en medio mineral suplementado con ácido 

cloranílico como única fuente de carbono y además en medio mineral con ácido cloranílico y 

succinato como cosustrato, se colocaron cultivos de las cepas Herbaspirillum sp. TQ07 

silvestre (control positivo), mutante espontánea cad- (control negativo), mutante espontánea 

cad- complementada con el cósmido pC3020 y un blanco en matraces Erlenmeyer con 25 mL 
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de medio mineral suplementado con ácido cloranílico a 150 ppm como única fuente de carbono 

y otra serie de matraces con medio mineral suplementado con ácido cloranílico a 150 ppm y 

succinato a 150 ppm como cosustrato. Se incubaron a 30°C con agitación constante a 150 

RPM durante 10 días. Se tomó 1 mL de muestra cada día de incubación en un microtubo y 

posteriormente se centrifugó durante 10 minutos a 12,000 g con el objetivo de precipitar la 

biomasa y finalmente, se midió la concentración del ácido cloranílico en un espectrofotómetro 

a 243 nm. 
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CAPITULO 5. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.1 Establecer mediante un análisis bioinformático que microorganismos que presentan 

un sitio attB que permita la transferencia del elemento IMEHspTQ07, así como los genes 

involucrados en su movilización. 

5.1.1 Análisis bioinformático para establecer que microorganismos presentan el sitio 

attB (tRNA) que permitiría la integración del elemento integrativo movilizable 

IMEHspTQ07. 

En el genoma de la cepa Herbaspirillum sp. TQ07 se localizó una isla genómica que tiene una 

longitud de 118,643 pb y contiene 102 marcos abiertos de lectura (ORFs, por sus siglas en 

inglés). A partir de un análisis bioinformático, realizado previamente, se estableció que existen 

algunos genes, dentro de esta isla, que podrían permitir la transferencia horizontal a otros 

microorganismos, con la ayuda de un sistema de conjugación externo. Estas características 

nos permitieron renombrar a la isla genómica como un elemento integrativo movilizable 

(IMEHspTQ07) el cual requiere de un sitio específico para realizar el proceso de conjugación (sitio 

attB). Este sitio es una secuencia de directas repetidas en ambos extremos de los IMEs, en la 

mayoría de los casos uno de los sitios constituye la parte final de un gen que codifica para un 

tRNA. En la cepa TQ07 y su mutante cad- (que sufrió la escisión del IME HspTQ07), este sitio está 

constituido por las 51 pb finales de un tRNA de isoleucina (Colín, 2018; Zapata, 2019). Debido 

a que el elemento IMEHspTQ07 requiere de un sitio específico para realizar su conjugación, se 

realizó un alineamiento de las 51 pb del sitio attB 

(TGGTGGCCCCCCCGTGAGTCGAACACGGCACCAACGGATTATGAGTCCGCT) con la 

base de datos Nucleotide collection mediante la herramienta BLASTn del NCBI (National 

Center for Biotechnology Information) para establecer que microorganismos presentan este 

sitio en su genoma. El análisis arrojó que solo nueve microorganismos, dentro de esta base 

de datos, contienen el sitio attB con una homología del 100% (Figura 5.1). Todos estos 

microorganismos pertenecen al género Herbaspirillum. 
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Microorganismo Cobertura E value Identidad 

Herbaspirillum rubrisubalbicans Os34 100% 2e-16 100% 

Herbaspirillum huttiense NFYY 53159 100% 2e-16 100% 

Herbaspirillum rubrisubalbicans DSM 11543 100% 2e-16 100% 

Herbaspirillum sp. meg3 100% 2e-16 100% 

Herbaspirillum robiniae AA6 100% 2e-16 100% 

Herbaspirillum seropedicae AU14040 100% 2e-16 100% 

Herbaspirillum rubrisubalbicans M1 100% 2e-16 100% 

Herbaspirillum hiltneri N3 100% 2e-16 100% 

Herbaspirillum frisingense IAC152 100% 2e-16 100% 

Figura 5.1. A) Secuencia nucleotídica del sitio attB. B) Microorganismos reportados que 

contienen el sitio attB con una homología del 100%. 

 

La herramienta bioinformática BLASTn, además de proporcionarnos los 

microorganismos que contienen la secuencia del sitio attB con una homología del 100% nos 

arrojó más resultados de microorganismos que contienen el sitio attB con algunos cambios y 

por lo tanto un menor porcentajes de homología. A continuación, se presenta una tabla 

resumen de los mejores resultados obtenidos del alineamiento del sitio attB en la base de 

datos del NCBI (Tabla 5.1).  
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Tabla 5.1. Distribución del sitio attB en diferentes microorganismos. 

Porcentaje 

de 

identidad 

Pares de 

bases 

idénticas 

Numero de 

cepas con el 

sitio attB 

Géneros microbianos con el sitio attB y 

número de cepas que lo contienen. 

100% 51/51 9 Herbaspirillum 

98% 50/51 15 Herbaspirillum (3), Alcaligenes (12) 

96% 49/51 42 Cupriavidus (25), Noviherbaspirillum (1), 

Janthinobacterium (7), Ralstonia (3), Massilia 

(1), Burkholderia, Herminiimonas (3), 

Serpentinomonas 

94% 48/51 4 Massilia (2), Janthinobacterium, Cupriavidus. 

 

Como se puede observar el sitio attB se encuentra presente en 10 diferentes géneros 

de microorganismos. Estos géneros se encuentran agrupados en cuatro diferentes familias 

(Alcaligenaceae, Comamonadaceae, Burkholderiaceae y Oxalobacteraceae), las cuales 

también se encuentran agrupados en un solo orden (Burkholderiales), lo cual revela que el 

sitio attB presentaron una conservación limitada a un orden bacteriano, además del sitio attB. 

Al realizar el alineamiento del tRNA completo de Isoleucina que contiene el sitio attB se logró 

observar el mismo comportamiento, tiene un 100% de identidad y cobertura con las mismas 9 

cepas que el sitio attB. Además, está limitado a los mismos géneros y por lo tanto al orden de 

los Burkholderiales (Figura 5.2). 
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Figura 5.2 Árbol filogenético del orden y familias que conservan el sitio attB. 

 

 Debido a que la distribución del sitio attB no es muy amplia en cuanto a la diversidad 

bacteriana, se encontraron muy pocas cepas secuenciadas con el sitio attB en colecciones de 

microorganismos extranjeras, las cuales no se lograron importar debido a las políticas 

aduanales nacionales, por lo que, como alternativa, se realizó nuevamente un alineamiento en 

la herramienta BLASTn utilizando los 79 pb del tRNA de isoleucina (el cual contiene en su 

extremo terminal 3ô las 51 pb del sitio attB) más 500 pb rio arriba del tRNA, esto se realizó con 

el objetivo de encontrar diferentes microorganismos que tengan conservada esta región y se 

diseñaron pares de oligonucleótidos para confirmar la presencia del sitio attB en diferentes 

microorganismos o muestras de ADN metagenómico. Al realizar el alineamiento del total de 

579 pb, se obtuvo como resultado que un gran número de microorganismos del género 

Herbaspirillum, Cupriavidus y Ralstonia presentan una alta homología con la cepa TQ07, por 

lo que se descargaron 15 secuencias de cepas de Ralstonia solanacearum, 13 secuencias de 
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cepas del género Cupriavidus y 7 secuencias de cepas del género Herbaspirillum, las cuales 

fueron alineadas en el programa bioinformático CLC Sequence Viewer 8 (Figura 5.3). 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Como se puede observar en la Figura 5.3, todas las secuencias alineadas conservaron 

una alta homología en las 500 pb río arriba del tRNA, el cual corresponde a una parte del gen 

rpoD, y existe una región poco conservada que corresponde a la región intergénica entre el 

gen rpoD y el gen del tRNA de isoleucina, sin embargo, el tRNA de isoleucina solo se encuentra 

presente en las cepas del género Cupriavidus y Herbaspirillum, por lo cual se diseñó un par 

de oligonucleótidos que nos permitieron identificar a microorganismos que contienen el sitio 

attB, de tal forma que 400 pb río arriba del tRNA se localizó una zona de 20 pb que se 

encuentra conservada al 100% en todos los microorganismos para diseñar el cebador en la 

15 diferentes cepas de Ralstonia solanacearum 

13 cepas del g®nero Cupriavidus 

7 cepas del g®nero Herbaspirillum  

Herbaspirillum sp. TQ07 

Figura 5.3 Alineamiento en CLC Sequence Viewer 8 de las secuencias homólogas a la cepa TQ07, se 

distingue por colores los diferentes géneros de bacterias alineados. En las secuencias se pueden observar dos 

secciones marcadas con recuadros de color azul, lo cual corresponde a la región conservada para anclar los 

oligonucleótidos. 
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cadena directa (Fw) y en las bases finales del tRNA se diseñó el cebador en la cadena reversa 

(Rv) (Figura 5.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Oligonucle·tido Fw Oligonucle·tido Rv 

CCGCAAGATCATGAAGATCGC TGGTGGNCCNCCCGTGAGTC 

Figura 5.4. Secuencias conservadas en el alineamiento de las secuencias de 579 pb que 

permiten la generación del par de oligonucleótidos para la confirmación del sitio attB en otros 

microorganismos o muestras de ADN metagenómico. 
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5.1.2 Análisis bioinformático para identificar otros posibles elementos integrativos que 

emplean el mismo sitio attB que el IMEHspTQ07  

 Para evaluar si existen otros elementos integrativos que emplean el mismo sitio attB 

del IMEHspTQ07, se realizó una búsqueda mediante la herramienta BLASTn de microorganismos 

que presentaran el sitio attB, que delimita y posiblemente permite la integración del elemento 

IMEHspTQ07. Para encontrar estos elementos se buscaron secuencias homólogas al tRNA de 

Isoleucina de la cepa TQ07. Durante este análisis nos percatamos que existen 

microorganismos que contienen dos secuencias similares al sitio attB en su genoma por lo que 

analizamos estas secuencias para determinar la posible existencia de otros elementos 

integrativos que podrían emplear el mismo sitio attB que la cepa Herbaspirillum sp. TQ07. Se 

encontraron 12 microorganismos que presentan dos secuencias homólogas. Se hizo un listado 

de estos microorganismos, anotando las coordenadas donde se encuentran las secuencias 

homólogas. Se obtuvo el tamaño exacto que hay entre estas dos secuencias y el cual puede 

ser considerado como el tamaño del elemento integrativo encontrado (Tabla 5.2).  

Tabla 5.2. Elementos integrativos hipotéticos que podrían emplear el mismo sitio attB que el 

IMEHspTQ07 para su integración. 

 

 

Microorganismo Ubicación Tamaño isla (pb)

Herbaspirillum sp. TQ07 1280482-1399124 118,643

Herbaspirillum frisingense IAC152 938444-1021171 82,727

Herbaspirillum rubrisubalbicans DSM11543 851436-887604 36,169

Herbaspirillum sp. Meg3 4318091-4331054 12,964

Herbaspirillum seropedicae AU14040 886602-930349 43,748

Herbaspirillum seropedicae  Z67 967768-1025006 57,239

Herbaspirillum seropedicae SmR1 967776-1025014 57,239

Alcaligenes faecalis Mc250 1547901-1584218 36,318

Noviherbaspirillum sp. UKPF54 80248-137600 57,352

Janthinobacterium agaricidamnosum BHSEK4869494-4878945 9,452

Janthinobacterium sp. LM6 5544957-5549384 4,428

Janthinobacterium agaricidamnosum DSM 9628993472-994556 1,085

Janthinobacterium sp. Marseille 548491-553486 5,024
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Una vez identificado el tamaño del posible elemento integrativo, se procedió a descargar 

cada secuencia a partir de la base de datos del NCBI. Primero, se analizó el tRNA de cada 

elemento integrativo buscando la homología que presenta con el tRNA de la cepa TQ07. 

Además, se buscaron las secuencias repetidas en el otro extremo del elemento putativo que 

coinciden con alguna fracción del tRNA, por lo que fue posible identificar el tamaño de estos 

sitios y que consideramos los sitios attL y attR de estos elementos (Figura 5.5). El resultado 

del análisis de los tRNA de los diferentes elementos integrativos encontrados y las bases 

conservadas entre los sitios attL y attR se muestran en la Tabla 5.3.  

 

Figura 5.5. Esquema de los sitios homólogos de un elemento integrativo. 

 

Tabla 5.3. Análisis de los diferentes tRNA de los elementos integrativos que posiblemente 

emplean el mismo sitio attB que el IMEHspTQ07. 

 

 

Microorganismo tRNA 

Porcentaje de 

identidad con el tRNA 

de la cepa TQ07

Sitio attL 

y attR 

(pb)

Herbaspirillum sp. TQ07 IIe2 100 51

Herbaspirillum frisingense IAC152 IIe2 100 45

Herbaspirillum rubrisubalbicans DSM11543 IIe2 100 45

Herbaspirillum sp. Meg3 IIe2 100 48

Herbaspirillum seropedicae AU14040 IIe2 100 49

Herbaspirillum seropedicae  Z67 IIe2 99 35

Herbaspirillum seropedicae SmR1 IIe2 99 35

Alcaligenes faecalis Mc250 IIe2 97 46

Noviherbaspirillum sp. UKPF54 IIe2 95 46

Janthinobacterium agaricidamnosum BHSEKIIe2 95 60

Janthinobacterium sp. LM6 IIe2 95 34

Janthinobacterium agaricidamnosum DSM 

9628
IIe2 95 48

Janthinobacterium sp. Marseille IIe2 95 79
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Posteriormente, se realizó un alineamiento de los tRNA asociados a estos elementos con 

el tRNA de la cepa TQ07, lo que nos permitió observar cuales bases son diferentes con 

respecto al tRNA de la cepa TQ07 (Figura 5.6). 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

De acuerdo con el alineamiento anterior, se observó que el tRNA de cada cepa guarda una 

homología muy alta, teniendo solamente cambios puntuales comunes a los diferentes géneros. 

Por ejemplo, las cinco cepas de Janthinobacterium presentan 4 bases diferentes en la misma 

posición con respecto al tRNA de la cepa TQ07 y el cambio es por la misma base (Una 

sustitución de guanina por citosina). Además de que estos cambios se encuentran en las 

regiones de los extremos que corresponden a los Loops T y D del tRNA, y la parte central, que 

corresponde al loop del anticodón de cada tRNA se encuentra perfectamente conservada (Pak 

et al., 2017). 

Finalmente, a partir de las secuencias de los elementos se realizó un análisis de los marcos 

abiertos de lectura que contienen y se marcaron aquellos que tienen una función putativa y 

aquellos que son proteínas hipotéticas. Además, se anotaron algunas observaciones 

interesantes de cada uno de los elementos integrativos descubiertos (Tabla 5.4). 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.6. Alineamiento de los diferentes tRNA de cada cepa, el orden de las cepas coincide con el 

orden presentado en la tabla 5.3. 
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Tabla 5.4. Análisis de los marcos abiertos de lectura de cada elemento integrativo que emplea para su 
integración el mismo sitio attB que el IMEHspTQ07. 

 

 

A partir del análisis de los diferentes marcos abiertos de lectura de cada elemento 

integrativo, se logró observar que en todos existe al menos un gen que codifica para una 

integrasa. Además, en la mayoría de los elementos integrativos encontramos ORFs que 

presentan homología con proteínas de fagos y con motivos del tipo hélice-vuelta-hélice, los 

cuales han sido asociados a elementos integrativos. Finalmente se encontró un elemento 

integrativo en la cepa Janthinobacterium sp. Marseille que no solo tiene duplicado alguna 

fracción del tRNA como los sitios attL y attR, sino que tiene todo el tRNA duplicado en los 

extremos. Además, la cepa Noviherbaspirillum sp. UKPF54 contiene genes que están 

involucrados en un sistema de resistencia a fagos, catalogado como sistema BREX. El 

elemento integrativo de mayor importancia para nuestro proyecto es aquel que se encuentra 

dentro de la cepa Herbaspirillum frisingense IAC152, ya que este elemento contiene dos 

integrasas, las cuales tienen homología con las integrasas de la cepa TQ07 (Figura 5.7). 

 

Microorganismo Número ORFs
Número de 

proteínas 

hipoteticas 

Número de 

proteínas con 

función putativa

 Número de 

Integrasas
Observaciones

Herbaspirillum sp. TQ07 119 25 94 2 Doble integrasa 

Herbaspirillum frisingense IAC152 79 24 55 2

Doble integrasa con identidad con 

las integrasas de la cepa TQ07, 

sistema de resistencia a cobre y 

proteínas de movilidad.

Herbaspirillum rubrisubalbicans 

DSM11543
51 37 14 1

Varias proteínas de un pili de fago 

y una proteina de replicación 

Herbaspirillum sp. Meg3 16 10 6 1
Proteínas de toxina y un factor de 

replicación

Herbaspirillum seropedicae 

AU14040
38 22 16 1

Dos helicasas y una proteína 

excisionasa

Herbaspirillum seropedicae  Z67 67 20 47 2
Proteínas de pili y proteínas de 

fago, doble integrasa 

Herbaspirillum seropedicae SmR1 67 20 47 2
Proteínas de pili y proteínas de 

fago, doble integrasa 

Alcaligenes faecalis Mc250 50 30 20 2 Doble integrasa y proteínas de fago

Noviherbaspirillum sp. UKPF54 50 27 23 1 Sistema de resistencia a fagos BREX 

Janthinobacterium agaricidamnosum 

BHSEK
10 6 4 1

Una proteína de fago y sistema de 

secreción tipo II

Janthinobacterium sp. LM6 6 1 5 2 Doble integrasa 

Janthinobacterium agaricidamnosum 

DSM 9628
1 0 1 1

Solo una proteína y es una 

integrasa

Janthinobacterium sp. Marseille 4 1 3 1 Doble tRNA completo



 

65 

 

Figura 5.7. Comparación de la estructura de los elementos integrativos de la cepa Herbaspirillum sp. 

TQ07 y la cepa Herbaspirillum frisingense IAC152. 

 

Como se puede observar en la Figura 5.7 los dos elementos integrativos de la cepa 

Herbaspirillum sp. TQ07 y la cepa Herbaspirillum frisingense IAC152 contienen dos integrasas 

la integrasa A que se encuentra en ambos elementos como primer gen del elemento posterior 

al sitio attR, mientras que la integrasa B se encuentra en la cepa TQ07 posterior a los genes 

de degradación de ácido cloranílico y en la cepa IAC152 se encuentra casi al otro extremo del 

elemento integrativo. De acuerdo a los resultados de un BLASTp, la integrasa A de la cepa 

TQ07 presentó una identidad del 74% con la integrasa A de la cepa IAC152, con una cobertura 

del 96%, mientras que la integrasa B de la cepa TQ07 presentó una identidad del 54% con la 

integrasa B de la cepa IAC152, con una cobertura del 87%. Debido a la homología que 

presentan las integrasas de los elementos integrativos y de los sitios attR y attL, se decidió 

realizar un alineamiento de los genomas completos de las cepas TQ07 e IAC152, con el 

objetivo de observar que otras similitudes pueden tener los elementos integrativos (Figura 5.8). 
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A 

 

B 

 

Figura 5.8. A) Alineamiento de los genomas completos de la cepa Herbaspirillum sp. TQ07 (Superior) 
y Herbaspirillum frisingense IAC152 (Inferior). B) Alineamiento de genomas de los elementos 

integrativos TQ07 (Superior) e IAC 152 (Inferior). 

 

De acuerdo con la Figura 5.8, en el panel A, se puede observar que existen algunas 

regiones homologas dentro de los genomas de las cepas TQ07 e IAC152, de acuerdo a que 

existen diversos bloques que son alineados por el algoritmo de Mauve, el cual buscó regiones 

homólogas dentro de los genomas seleccionados para el alineamiento. Al observar solo la 

sección que corresponde a la región de los elementos integrativos en el panel B, se pueden 

observar algunas regiones compartidas entre los elementos integrativos de las cepas TQ07 e 

IAC152: 

¶ La primera región en color verde corresponde al gen rpoD, el cual se encuentra fuera 

de los elementos integrativos, pero de acuerdo a lo planteado en la sección 5.1.1 del 

presente documento, los elementos integrativos suelen tener una alta homología en 

los genes río arriba a los tRNAs. 

¶ La región en color naranja corresponde a la integrasa A de los elementos integrativos 

de las cepas TQ07 e IAC152, estas integrasas tienen una identidad del 74% con una 

cobertura del 99%. Por lo tanto, toda la región que se encuentra entre la región verde 
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y la región color naranja corresponde a los elementos integrativos de cada cepa. El 

elemento integrativo de la cepa TQ07 contiene 118,643 pb, mientras que el elemento 

de la cepa IAC152 contiene 82,727 pb. 

¶ La región en color rosa que esta compartida entre los dos elementos integrativos 

corresponde a una integrasa, la cual tiene una identidad con respecto a la integrasa B 

de la cepa TQ07 del 54% con una cobertura del 87%, además, esta región rosa 

contiene dos ORFs que corresponden a una metiltransferasa y una proteína hipotética 

con una identidad entre la cepa TQ07 e IAC152 del 74% y 88% con una cobertura del 

82% y 99%, respectivamente, estas enzimas están involucradas en los procesos de 

transferencia de material genético codificando las proteínas necesarias para la escisión 

e integración de un elemento genético móvil. 

¶ La región color morado corresponde a una región de aproximadamente 4,700 pb. La 

cual contiene 5 ORFs, de los cuales 4 codifican para proteínas hipotéticas con una 

identidad entre las cepas TQ07 e IAC152 mayor al 50%. El ORF restante codifica para 

una recombinasa del dominio YqaJ, la cual tiene una identidad del 74% pero con una 

cobertura del 38% debido a que la proteína en la cepa IAC152 parece estar truncada, 

debido a que presenta solo una región de la proteína. 

¶ La región en color amarillo que se puede observar en la secuencia del elemento 

integrativo de la cepa IAC152 corresponde a un operón de genes de resistencia a 

cobre, el cual no se encuentra dentro del elemento integrativo de la cepa TQ07, pero 

que si se encuentra en otra parte del genoma de la cepa TQ07. Este operón está 

compuesto por 7 ORFs en la cepa IAC152 y corresponde al sistema de resistencia a 

cobre cop el cual originalmente está compuesto por los 7 genes copABCDERS (Lawton 

et al., 2016). La cepa TQ07 contiene 6 de los genes del sistema cop, que se encuentran 

en la cepa IAC152 y todos estos tienen una identidad mayor al 75% entre ambas cepas. 

El ORF faltante en la cepa TQ07 corresponde a un regulador transcripcional de la 

familia copG, el cual tampoco se encuentra dentro de los genomas de la cepa 

Herbaspirillum lusitanum P6-12 y Herbaspirillum hiltneri N3 que son los organismos 

más cercanos a nivel filogenético con la cepa TQ07 (Colín, 2018). 

¶ Finalmente, la región en color azul claro corresponde a 4 ORFs que se encuentran 

dentro del elemento integrativo de la cepa TQ07, pero que en la cepa IAC152 se 

encuentran fuera de su elemento integrativo, aproximadamente 90,000 pb río arriba del 
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sitio attL. Dos de estos ORFs están involucrados en la vía de fermentación de la L-

lisina, mientras que los dos restantes corresponden a un regulador de la familia AraC 

y un transportador dependiente de ATP y tienen identidades mayores al 84% entre las 

cepas TQ07 e IAC152. 

 

5.1.3 Análisis bioinformático para establecer si otros microorganismos presentan genes 

ortólogos a los involucrados en la degradación del ácido cloranílico de la cepa 

Herbaspirillum sp. TQ07. 

 La cepa TQ07 es capaz de degradar el ácido cloranílico, a través de una vía metabólica 

novedosa, descrita de manera hipotética pero que no ha sido comprobada a nivel 

experimental. Sin embargo, se ha demostrado experimentalmente que 5 genes están 

involucrados en la degradación del ácido cloranílico, esto se ha realizado mediante 

mutagénesis al azar y mutagénesis sitio dirigida (Treviño et al., 2011). Además, mediante un 

análisis bioinformático, se ha descubierto que existen otros 7 genes, cercanos a los genes que 

se ha demostrado a nivel experimental que participan en la degradación, cuyos ortólogos más 

cercanos están involucrados en la degradación de compuestos aromáticos, por lo que se 

considera que muy probablemente también están involucrados en la vía metabólica del ácido 

cloranílico. En total los 12 genes antes mencionados (Tabla 5.5), se encuentran dentro del 

elemento integrativo movilizable, denominado IMEHspTQ07, del cual se han realizado los análisis 

bioinformáticos anteriores, además se puede observar su distribución en la Figura 5.9. 

Tabla 5.5. Lista de genes involucrados en la degradación del ácido cloranílico. 

Gen Función putativa 

cadB1 Proteína muconato lactonizante 

cadB2 Proteína hipotéticas 

cadA FAD-monoxigenasa 

cadP1 Porina 

cadT Transportador de ácidos dicarboxílicos 

cadH Proteína hipotéticas 

cadP2 Porina 

cadQ Proteína de quimiotaxis 

cadR Regulador transcripcional de la familia LysR 

cadC Pirona hidrolasa de ácidos dicarboxílicos. 

cadD Aldolasa 

cadX Proteína hipotéticas 
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Una vez identificadas las secuencias de los genes involucrados en la degradación del ácido 

cloranílico, se procedió a realizar un alineamiento en la herramienta BLASTx, con el objetivo 

de identificar microorganismos que contengan varios o todos estos genes. Gracias al análisis 

bioinformático, se lograron identificar cinco microorganismos que contienen al menos seis de 

estos genes (Tabla 5.6). La información completa de los hits se puede revisar en el anexo 1.1. 

 

 

Tabla 5.6. Microorganismos con mayor número de homólogos a los genes involucrados en la 

degradación de ácido cloranílico de la cepa TQ07. Los genes resaltados con letras de color blanco son 

los que contamos con evidencia experimental de su participación en la degradación de ácido cloranílico. 

Las casillas de color verde son aquellos genes que están presentes en el microorganismo, pero no 

reportados en el NCBI. 

Microorganismo cadB2 cadB1 cadA cadP
1 

cad
T 

cad
H 

cadP
2 

cad
Q 

cad
R 

cad
C 

cad
D 

cadX 

Trinickia sp. 
7GSK02 

* * *  * * *  * * * * 

Paraburkholderi
a phenazinium 

ES_FE-G6 

* * * * * * * * * * * * 

Paraburkholderi
a ginsengiterrae 

DCY85 

* * *  * * * * * * * * 

Burkholderia 
cenocepacia 

DDS22-1 

* * *  * * *  * * * * 

Variovorax sp. 
WDL1 

* * *      * * *  

 

 

Se analizó el orden que tienen los genes ortólogos a los genes de degradación de ácido 

cloranílico. El orden de los genes solo es diferente en la cepa Paraburkholderia ginsengiterrae 

DCY85, en donde solo cambió la posición del homologo al gen cadQ, el cual se encuentra en 

otra parte del genoma de esta cepa, y en la cepa Variovorax sp. WDL1, la cual presentó un 

orden completamente diferente al de la cepa TQ07 (Figura 5.9). Además, cuando se realizó el 

análisis de los genes cadR y cadD, de la cepa TQ07, con la herramienta BLASTx no arrojó un 

hit contra algún gen de la cepa Variovorax sp. WDL1, pero al realizar la revisión de su genoma, 

nos damos cuenta que si cuenta con homólogos a estos genes. 
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Herbaspirillum sp. TQ07 

 

 

Variovorax sp. WDL1 

 

Paraburkholderia ginsengiterrae DCY85 

 

 

 

 

Figura 5.9. Comparación del orden de los genes de la degradación de ácido cloranílico de la cepa Herbaspirillum sp. 

TQ07 con sus ortólogos en los microorganismos que presentan diferente orden. 

 

 

La cepa Trinickia sp. 7GSK02 y la cepa Burkholderia cenocepacia DDS22-1 cuentan con 

10 de los 12 genes involucrados en la degradación del ácido cloranílico en el mismo orden que 

la cepa TQ07, solo faltan los genes cadP1 y cadQ. Estos últimos dos genes tampoco se 

encuentran en las cepas Variovorax sp. WDL1 y Paraburkholderia ginsengiterrae DCY85. Los 

genes cadP1 y cadQ solo se encuentran en un microorganismo, de los cinco identificados, la 

cepa Paraburkholderia phenanzium ES_FE-G6 que contiene genes ortólogos a los 12 genes 

de la degradación del ácido cloranílico y además se encuentran en el mismo orden y 

orientación (Figura 5.10). 
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Herbaspirillum sp. TQ07 

 

 

 

 

Paraburkholderia phenanzium ES_FE-G6 

 

Burkholderia cenocepacea DDS22-1 

 

 

Trinickia sp. 7GSK02 

 

Trinickia sp. 7GSK02 

 

Figura 5.10. Comparación del orden de los genes de degradación de ácido cloranílico de la 

cepa TQ07 con sus ortólogos en los microorganismos que guardan el mismo orden. 

 

Finalmente, al realizar el análisis de la secuencia de la cepa Herbaspirillum sp. TQ07 se 

encontró un marco abierto de lectura que codifica para una proteína hipotética de un tamaño 

de 115 aminoácidos, entre los genes cadA y cadP1. Se realizó un BLASTx de esta proteína 

hipotética y se logró determinar que también se encuentra reportada en las cepas 

Paraburkholderia phenanzium ES_FE-G6 y Trinickia sp. 7GSK02. Además, mediante la 

revisión de las secuencias de las cepas Burkholderia cenocepacia DDS22-1 y Variovorax sp. 

WDL1, se encontró una proteína en la misma ubicación y que contiene una región de 70 

aminoácidos altamente conservada, del aminoácido 36 al 106, con las proteínas hipotéticas 

antes mencionadas (Figura 5.11). 
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Figura 5.11. Región de 70 aminoácidos altamente conservada de la proteína hipotética que se 

encuentra en la región entre cadA y cadP1. 

 

De acuerdo a lo observado en la figura 5.9 existen cambios entre el acomodo de los 

genes que participan en la degradación del ácido cloranílico por la cepa Herbaspirillum sp. 

TQ07 cuando se observa la distribución que tienen los homólogos de estos genes en otros 

microorganismos, esto se puede dar debido a que las vías metabólicas evolucionan 

constantemente de acuerdo a las necesidades nutricionales de un microorganismo y además 

que los eventos de transferencia horizontal de material genético al proveer vías metabólicas 

completas o parciales entre linajes diferentes de microorganismos puede proveer diferentes 

configuraciones de los genes involucrados en los procesos metabólicos (Fani, 2009). Además, 

se han reportado en la literatura vías metabólicas de compuestos aromáticos que surgen a 

partir del ensamble de enzimas que están involucradas en diferentes vías metabólicas, se tiene 

reportada una vía metabólica para la degradación del pentaclorofenol por la cepa 

Sphingomonas chlorophenolica en la que la vía probablemente se ensambló a partir de la 

evolución a través de los años, la pentaclorofenol hidroxilasa y la 2,6-diclorohidroquinona 

dioxigenasa , primera y tercera enzimas de la vía metabólica, respectivamente, pudieron haber 

evolucionado a partir de la vía metabólica de un fenol clorado natural. La segunda enzima, una 

tetraclorohidroquinona deshalogenasa, puede haber evolucionado de una maleilacetoacetato 

isomerasa normalmente implicada en la degradación de la tirosina. A pesar de la capacidad 

de la cepa de degradar el pentaclorofenol, la cepa muestra una degradación lenta, por la 

enzima pentaclorofenol hidroxilasa, y una fuerte inhibición por sustrato en la 

tetraclorohidroquinona deshalogenasa (Copley, 2000). Además, se ha reportado la evolución 

metabólica de un grupo de bacterias aisladas de un lugar contaminado con clorobencenos, las 

cuales pueden utilizar estos compuestos como única fuente de carbono y energía. De acuerdo 

al análisis genético que se realizó a las bacterias degradadoras indicó que la vía metabólica 

de los clorobencenos está conformada a partir de la unión de varios genes previamente 

existentes, dentro de estos genes podemos encontrar una dioxigenasa de anillo aromático y 

una dihidrodiol deshidrogenasa y además un grupo de genes involucrados en la vía de 
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oxidación del clorocatecol. La comparación de estos grupos de genes con los de otras 

bacterias que degradan compuestos aromáticos revela que este proceso de recombinación de 

material genético existente debe haber ocurrido en muchas de ellas. Las similitudes de las 

funciones de los genes entre las vías sugieren que la incorporación de material genético 

existente ha sido el mecanismo más importante de expansión de una vía metabólica. Solo en 

unos pocos casos se observa a nivel genético una expansión horizontal, es decir, la 

adquisición de funciones genéticas proveniente de otro microorganismo o del medio para 

oxidar una gama mayor de sustratos que luego se transforman todos en una vía central (Van 

der Meer, 1997). 

5.4 Identificar si la dioxigenasa que participa en la ruptura del anillo aromático para la 

degradación del ácido cloranílico se encuentra dentro del elemento integrativo 

movilizable IMEHspTQ07. 

5.4.1 Identificación bioinformática de los genes dox1 y dox2. 

 De acuerdo a lo planteado en los antecedentes, los genes involucrados en la vía 

metabólica del ácido cloranílico no se han identificado por completo, anteriormente se creía 

que el gen cadB1 participaba como una dioxigenasa; pero, recientemente se identificó, 

mediante mutagénesis sitio dirigida, que el gen cadB1 participa en la degradación del ácido 

cloranílico y tiene similitud a nivel de su estructura tridimensional con la enzima carboxi-cis,cis-

muconato lactonizantes de Neurospora crassa y no con dioxigenasas (Oseguera, 2019) por lo 

que actualmente falta caracterizar la dioxigenasa que participa en el corte del anillo aromático, 

posterior a la sustitución de un cloro por un grupo hidroxilo por acción del producto del gen 

cadA (Figura 5.12). 
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Figura 5.12. Vía metabólica hipotética planteada para la degradación del ácido cloranílico (Oseguera, 

2019). 

Gracias a que se estableció que el gen cadB1 codifica posiblemente para una proteína 

de la familia carboxi-cis,cis-muconato lactonizante se realizó una nueva búsqueda de genes 

que codifique para una dioxigenasa y que podrían participar en la degradación del ácido 

cloranílico. Debido a que los genes que actualmente se han identificado que participan en la 

degradación de ácido cloranílico se encuentran dentro del elemento integrativo movilizable 

(IMEHspTQ07) se espera que la dioxigenasa faltante también se encuentre dentro del IMEHspTQ07 

y de esta forma la vía metabólica del ácido cloranílico se encuentre completa dentro de este 

elemento. Anteriormente, se realizó una búsqueda bioinformática de dioxigenasas dentro del 

genoma de la cepa TQ07 mediante el software HMMER el cual utiliza los modelos ocultos de 

Markov para la identificación de secuencias similares a un modelo propuesto, en este caso se 

utilizó una enzima de la superfamilia de las dioxigenasas, Glioxalasa/Bleomicina dioxigenasa, 

una enzima que ha sido estudiada en reacciones de degradación de bifenilos y contiene varias 

subcategorías de dioxigenasas relacionadas con metabolismo de compuestos aromáticos, 

gracias a esto se identificaron 11 posibles dioxigenasas a lo largo de todo el genoma de la 

cepa TQ07, de las cuales 2 se encuentran dentro del elemento IMEHspTQ07 (Colín, 2018). 

Debido a lo anterior se identificaron los genes correspondientes a las dioxigenasas que 

se encuentran dentro del IMEHspTQ07, como los genes dox1 con una longitud de 1050 pb y el 

gen dox2 con una longitud de 501 pb. 
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5.4.2 Análisis bioinformático del gen dox1. 

El gen dox1 se encuentra a aproximadamente 50,000 pb río arriba de los genes de 

degradación del ácido cloranílico, el gen se encuentra dentro de lo que pareciera un operón 

de genes involucrados en procesos de degradación, de acuerdo con sus ortólogos más 

cercanos (Figura 5.13). 

 

Figura 5.13. Operón degradativo en el cual se encuentra ubicado el gen dox1 remarcado en color 

rosa. 

Se realizó un alineamiento con la herramienta BLASTp en la base de datos del NCBI 

de la secuencia de la proteína que codifica el gen dox1 (Figura 5.14). Los primeros HITS de la 

secuencia del producto del gen dox1 corresponden a proteínas de la superfamilia VOC 

(Quelantes de Oxigeno Vecinal), dentro de las cuales podemos encontrar a las glioxalasas tipo 

I (GlxI), la proteína FosA de resistencia a fosfomicina o las extradiol dioxigenasas; dentro de 

las cuales encontramos a la catecol 2,3-dioxigenasa, homoprotocatecuato 2,3-dioxigenasa o 

la dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa (Liang et al., 2017). Por lo que, observando los HITS y el 

contexto genómico del gen dox1, este podría codificar para una dioxigenasa que participe en 

la degradación de ácido cloranílico. 

 

Figura 5.14. BLASTp de la secuencia proteica que codifica el gen dox1. 

 

Posteriormente, se procedió a realizar el modelado de la proteína del gen dox1 en la 

herramienta online I-TASSER, ya que al realizar el modelamiento estructural de las proteínas 

que codifican el gen dox1 podremos tener una idea más clara de cuál puede ser la función de 

esta proteína, ya que los métodos de alineamiento de secuencias como BLASTp se basan en 
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la identidad que tiene una secuencia de aminoácidos con respecto a la otra que derivan de 

una secuencia ancestral que puede cambiar mediante inserción, mutación o deleción; mientras 

que los alineamientos estructurales ofrecen una identidad entre proteínas basado en la 

estructura tridimensional de estas proteínas, sin que esto implique una homología (Carpentier 

& Chomilier, 2019). I-TASSER es una herramienta que predice la estructura de una proteína y 

su posible función, esta herramienta construye modelos estructurales tridimensionales 

reensamblando fragmentos extraídos de plantillas de subprocesamiento (PDB), donde las 

funciones biológicas de las proteínas a modelar se deducen al hacer coincidir los modelos de 

estructura con proteínas conocidas en las bases de datos funcionales (Yang & Zhang, 2015). 

La primera sección de I-TASSER nos permitió identificar la estructura secundaria de nuestra 

proteína que codifica el gen dox1, esta contiene 6 Ŭ-hélices y 17 hojas ɓ-plegadas. Se puede 

observar que están ordenadas en 4 repeticiones ɓŬɓɓɓ (Figura 5.15), las cuales son motivos 

típicos de las extradiol dioxigenasas que pertenecen a la superfamilia de las proteinas VOC 

(Kita et al., 1999; Vetting et al., 2004). 

 

 

Figura 5.15. Estructuras secundarias formadas por la proteína que codifica el gen dox1, de color verde 

se pueden observar las hojas ɓ-plegadas y de color morado las Ŭ-hélices. 

 

Después de la sección que nos muestra las estructuras secundarias, encontramos una 

sección que nos muestra el top 10 de proteínas utilizadas para el modelado de la proteína 

codificada por el gen dox1. Dentro del top 10 de proteínas molde podemos encontrar como 

número uno la catecol 2,3-dioxigenasa de la cepa Pseudomonas putida mt-2 la cual cataliza 

la reacción de ruptura del anillo extradiol del catecol para convertirlo en 2-hidroximuconato 

(Kita et al., 1999) y posteriormente, en orden descendente, la homoprotocatecuato 2,3-

dioxigenasa de la cepa Arthrobacter globiformis que cataliza la ruptura extradiol del anillo del 

3,4-dihidroxifenilacetato para convertirlo en 5-carboximetil-2-hidroximuconico semialdehido 

(Vetting et al., 2004), glioxalasa de la cepa Novosphingobium aromaticivorans y la 2,3-

dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa de la cepa Paraburkholderia xenovorans LB400 involucrada en 



 

77 

la vía de degradación de los bifenilos policlorados (Dai et al., 2004), en los siguientes hits o 

moldes, se repiten estructuras de las dos primeras enzimas pero de diferentes cepas. Se tomó 

la catecol 2,3-dioxigenasa y la homoprotocatecuato 2,3-dioxigenasa, debido a que son los 

principales moldes utilizados en la predicción de la estructura de la proteína codificada por el 

gen dox1. La catecol 2,3-dioxigenasa es una enzima ampliamente estudiada involucrada en la 

vía central de degradación del catecol, esta enzima hace una escisión extradiol en el catecol 

(Figura 5.16) para formar semialdehído 2-hidroximuconato (Kita et al., 1998). La 

homoprotocatecuato 2,3-dioxigenasa cataliza la escisión extradiol del 3,4-dihidroxifenilacetato, 

también conocido como homoprotocatecuato, para la producción del semialdehído 5-

carboximetil-2-hidroximucónico (Figura 5.16), para la vía central de degradación del 

homoprotocatecuato (Méndez et al., 2011). Las vías de degradación del catecol y el 

homoprotocatecuato, son vías centrales, involucradas en la degradación de una gran cantidad 

de compuestos aromáticos como fenoles, clorofenoles, benceno, tolueno, naftaleno, 

antraceno, etc. (Chapman et al., 1972). 

        C)                         D)      

     

Figura 5.16. A) Estructura tridimensional de la catecol 2,3-dioxigenasa. B) Estructura tridimensional de 

la protocatecuato 2,3-dioxigenasa. C) Escisión extradiol del catecol por la catecol 2,3-dioxigenasa. D) 

Escisión extradiol del protocatecuato por la protocatecuato 2,3-dioxigenasa. 

 

Debido a lo anterior se consideraron las dos estructuras de las enzimas antes 

mencionadas para contrastarlo con el modelo estructural arrojado por I-TASSER de la proteína 

que codifica el gen dox1. En el modelo se puede observar que está conformado por 17 láminas 

A) B) 
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ɓ y 6 hélices Ŭ, esta muestra 4 motivos ɓŬɓɓɓ conectados entre sí (Figura 5.17). Esto 

concuerda con que todas las proteínas de la superfamilia VOC se definen estructuralmente 

como un conjunto de motivos ɓŬɓɓɓ y específicamente las dioxigenasas extradiol tienen una 

arquitectura de un monómero de cuatro motivos ɓŬɓɓɓ (Wang et al., 2019). 

 
Figura 5.17. Estructura tridimensional de la proteína que codifica el gen dox1 en el programa I-

TASSER. 

 

Con el objetivo de observar la similitud entre las estructuras, se realizó un alineamiento 

estructural del modelo dado por I-TASSER de la proteína que codifica el gen dox1 con 

proteínas de la base de datos del PDB dado como primeros dos hits con las proteínas: catecol 

2,3-dioxigenasa de la cepa Pseudomonas putida mt-2 y la homoprotocatecuato 2,3-

dioxigenasa de la cepa Arthrobacter globiformis CM-2 (Figura 5.18). La proteína que codifica 

el gen dox1 tiene una similitud alta en comparación con las otras estructuras planteadas y las 

dos presentan un valor de TM-score de 0.816. De acuerdo con I-TASSER estos alineamientos 

muestran una correcta topología (Tm-score >0.5). 
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Figura 5.18 A) Alineamiento estructural de la proteína Dox1 en color rojo con la catecol 2,3-

dioxigenasa en color azul B) Alineamiento estructural de la proteína Dox1 en color rojo con la 

protocatecuato 2,3-dioxigenasa en color azul. 

 

La sección final que nos ofrece la predicción estructural mediante el software de I-

TASSER nos mostró una predicción de la función biológica, modelada basada en los 

algoritmos COFACTOR y COACH. COFACTOR dedujó las funciones biológicas de las 

proteínas a través de la comparación estructural y redes proteína-proteína, mientras que 

COACH es un meta servidor que combina resultados de anotaciones de funciones básicas. 

Los resultados para la proteína que codifica el gen dox1 nos arrojan 5 resultados para el 

numero EC (Enzyme commission number) con un C-score entre 0.324 y 0.259 (Figura 5.19), 

siendo que el valor de C-score oscila entre 0 y 1, entre mayor sea el resultado del C-score 

indica una mejor predicción del numero de EC. El mejor resultado con un C-score de 0.324 

corresponde a la estructura de la 2,3-Dihidroxibifenil Dioxigenasa de la cepa Rhodococcus 

jostii RHA1, ésta es una enzima que esta involucrada en la degradación de bifenilos 

policlorados. El ultimo HIT con un C-score de 0.259 corresponde a la estructura de la enzima 

HsaC extradiol dioxigenasa de la cepa Mycobacterium tuberculosis la cual está involucrada en 

la vía metabólica del colesterol y también en la degradación de bifenilos y bifenilos policlorados 

(Yam et al., 2009). 

A) B) A) 
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Figura 5.19. Predicción de la función biológica de la proteína que codifica el gen dox1, a través del 

número EC obtenido mendiante los algoritmos COFACTOR y COACH. 

5.4.3 Análisis bioinformático del gen dox2. 

 El gen dox2 se encuentra, aproximadamente, a 20,000 pb río arriba de los genes de 

degradación de ácido cloranílico. El gen dox2 se encuentra alineado con genes que al parecer 

están involucrados en procesos de metabolismo central y tiene una longitud de 166 

aminoácidos (Figura 5.20). 

 

Figura 5.20. Operón degradativo en el cual se encuentra ubicado el gen dox2 resaltado en color rosa. 

 

En el alineamiento BLASTp del gen dox2 los principales HITS corresponden a 

proteínas de la superfamilia VOC (Figura 5.21), por lo cual el gen dox2 también podría codificar 

para una dioxigenasa que participe en el proceso de degradación, sin embargo, al observar su 

contexto genómico, el gen dox2 también podría codificar para una Glioxalasa, las cuales están 

involucradas en la desintoxicación del metilglioxal (MGO), un subproducto citotóxico de la 

glucólisis que induce la modificación de las proteínas y estrés. La concentración de MGO 

aumenta en condiciones de alto contenido de glucosa (Distler et al., 2012). 



 

81 

 

Figura 5.21. BLASTp de la secuencia proteica que codifica el gen dox2. 

 

Posteriormente se realizó el modelado de la proteína Dox2 en I-TASSER, podemos 

encontrar que tenemos el mismo orden ɓŬɓɓɓ en las estructuras secundarias predichas para 

la proteína codificada por el gen dox2, solo que en esta proteína solo encontramos 2 

repeticiones ɓŬɓɓɓ (Figura 5.22). 

 

 

Figura 5.22. Estructuras secundarias formadas por la proteína que codifica el gen dox2, de color verde 

se pueden observar las hojas ɓ-plegadas y de color morado las Ŭ-hélices. 

 

Dentro del top 10 de proteínas molde utilizadas para la generación del modelo 

estructural podemos encontrar en su mayoría glioxalasas, metilmalonil-CoA epimerasa y 

proteínas putativas. Como el hit número uno encontramos la glioxalasa I de Zea mays, en el 

hit numero dos se encuentra una proteína putativa de la cepa Streptococcus mutans ATCC 

700610 y como hit número tres una metilmalonil-CoA epimerasa de la cepa Propionibacterium 

freudenreichii subsp. Shermanii (Thyerry et al., 2011). Posteriormente en los hits se repiten 

glioxalasas, proteínas putativas y epimerasas de diferentes cepas (Figura 5.23). Como se 

puede observar no se observa una homogeneidad en los resultados de moldes utilizados para 

generar el modelo estructural de la proteína Dox2, por lo que el resultado de la predicción 

estructural y funcional podría ser errónea. 
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Figura 5.23 A) Estructura tridimensional de la Glioxalasa I de Zea Mays. B) Estructura tridimensional 

de la epimerasa de la cepa Streptococcus mutans. C) Estructura tridimensional de la proteina putativa 

de la cepa Propionibacterium freudenreichii subsp. Shermanii. 

 

El modelo estructural de la proteína Dox2 que se obtuvo a partir de I-TASSER está 

compuesto por 3 hélice Ŭ y por 10 lamina ɓ, ya que al ser una proteína más pequeña que la 

proteína Dox1 tiene una menor cantidad de motivos, esta proteína está compuesta por dos 

motivos ɓŬɓɓɓ y además muestra similitud con las proteínas de la familia VOC (Figura 5.24). 

 

Figura 5.24. Estructura tridimensional de la proteína que codifica el gen dox2 en el programa I-

TASSER. 

 

El alineamiento estructural de la proteína Dox2 con proteínas de la base de datos del 

PDB muestra como primeros dos resultados la glioxalasa I de Zea Mays y la 2,6-Dicloro-p-

hidroquinona 1,2-Dioxigenasa (pcpA), la cual participa en la degradación del pentaclorofenol 

por la cepa Sphingobium chlorophenolicum ATCC 39723. Esta enzima realiza un corte 

extradiol para convertir el 2,6-dicloro-p-hidroquinona en 2-cloromaleilacetato y posteriormente 

A) B) C) 
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ser incorporado en el ciclo de los ácidos tricarboxílicos, la estructura de la pcpA está 

conformada por 4 motivos ɓŬɓɓɓ (Hayes et al., 2013). Se puede observar que la proteína Dox2 

solo tiene homología con la mitad de la estructura de las proteínas utilizadas para el 

alineamiento (Figura 5.25) donde observamos que la proteína Dox2 en color rojo solo está 

alineada con la mitad de la estructura de otras proteínas en color azul ,por lo que de acuerdo 

a los alineamientos estructurales parecería que la proteína Dox2 esta truncada y esto puede 

ser debido a que en realidad la proteína funcional este conformada por dos subunidades, por 

lo que el gen dox2 corresponde a una de estas subunidades. También podría suceder que la 

proteína Dox2 se encuentre truncada debido a que en procesos de recombinación por 

transferencia horizontal el gen dox2 sufrió alguna mutación por deleción por lo tanto no se 

encuentra completo. 

 

 

Figura 5.25. A) Alineamiento estructural de la proteína Dox2 en color rojo con la Glioxalasa I Zea Mays 

en color azul. B) Alineamiento estructural de la proteína Dox2 en color rojo con la 2,6-Dicloro-p-

hidroquinona 1,2-Dioxigenasa de Sphingobium chlorophenolicum en color azul. 

 

La predicción de la función biológica a través de los algoritmos COACH y COFACTOR 

nos arrojan 5 resultados con un C-score entre 0.485 y 0.361 (Figura 5.26). Como HIT número 

uno con un C-score de 0.485 encontramos la glioxalasa tipo I de la cepa E. coli, una enzima 

que ha sido descrita con anterioridad en el análisis bioinformático de la proteína del gen dox2. 

El ultimo HIT con un C-score de 0.361 corresponde a otra glioxalasa tipo I de la cepa E. coli.  

A) B) 
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Figura 5.26. Predicción de la función biológica de la proteína que codifica el gen dox2, a través del 

número EC obtenido mediante los algóritmos COFACTOR y COACH. 

5.4.4 Amplificación mediante PCR de los genes dox1 y dox2. 

Se realizó un gradiente de temperatura con los oligonucleótidos diseñados para amplificar los 

genes dox1 y dox2, con el objetivo de determinar la mejor temperatura para la amplificación. 

Se prepararon 6 reacciones de 5 uL, de cada producto de PCR, con la enzima DreamTaq 

Green PCR MM, acorde a las especificaciones del fabricante. Se tomó una Tm de 55 a 70°C, 

con saltos de 2 a 3°C entre cada reacción y se realizó la reacción por 25 ciclos (Figura 5.27). 
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Figura 5.27. Gel de agarosa para establecer la Tm de los oligonucleótidos diseñados. A) Carril 1.-

Control Positivo; Carril 2-7.-Gradiente del producto de PCR del gen dox1 de 55 °C a 70 °C. B) Carril 1-

6.-Gradiente del producto de PCR del gen dox2 de 55 °C a 70 °C; Carril 7.- Control positivo 

 

De acuerdo a los resultados del gradiente, se determinó que la mejor Tm para la 

amplificación de los productos de PCR es de 65 °C y 68 °C para los productos de los genes 

dox1 y dox2, respectivamente, ya que la amplificación a esa temperatura de alineamiento 

muestra una banda más intensa en el gel de agarosa además de que no muestran bandas 

inespecíficas (Figura 5.27). 

El producto del gen dox1 tiene un tamaño de 2000 pb, y contiene los sitios de restricción 

naturales HindIII y EcoRI, estos sitios se encuentran a 250 pb, aproximadamente, de la región 

donde hibridan los oligonucleótidos, por lo que al realizar la digestión resulta en un producto 

de 1500 pb, aproximadamente. El producto del gen dox2 consta de un tamaño de 2250 pb y 

contiene los sitios de restricción naturales HindIII y PstI a una distancia de 200 pb del sitio 

  
Figura 5.27 A) Carril 1.-Control Positivo; Carril 2-7.-Gradiente del producto de PCR del gen dox1 de 56 

°C a 70 °C. B) Carril 1-6.-Gradiente del producto de PCR del gen dox2 de 56 °C a 70 °C; Carril 7.- 

Control positivo.  

 

A                                                                          B                                  

 
56°   59°   62°  65°  68°  70° 

56°   59°   62°         65°  68°  70° 
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donde hibridan los oligonucleótidos. Por lo que el producto digerido tiene un tamaño 

aproximado de 1850 pb.  

5.4.5 Clonación de los productos de PCR en el vector pJET1.2/Blunt 

 Se amplificaron los productos de PCR correspondientes a los genes dox1 y dox2 con 

la enzima de alta fidelidad Phusion Flash High-Fidelity PCR Master Mix (#KF548S) siguiendo 

las especificaciones del fabricante, utilizando la Tm determinada anteriormente, durante 25 

ciclos. Los productos de PCR se purificaron y se cuantificaron. Se obtuvieron concentraciones 

de 32 y 39 ng/uL de los productos de los genes dox1 y dox2, respectivamente. La reacción de 

ligación al vector pJET se realizó acorde a las indicaciones del fabricante y se incubó a una 

temperatura de 4°C overnight. 

Después del tiempo de incubación la reacción se purificó mediante cloroformo. 

Finalmente se recuperaron 5 uL de reacción, cuyos productos fuero utilizados para transformar 

células quimiocompetentes de la cepa DH5Ŭ y se plaquearon en cajas de medio LB sólido 

suplementado con Ampicilina a una concentración de 150 ppm. Las cajas se incubaron a 37°C 

durante 24 horas. Transcurrido el tiempo de incubación se observó crecimiento en las cajas 

plaqueadas anteriormente (Figura 5.28). 

 

 

Figura 5.28 A) Caja con medio LB suplementado con ampicilina con las colonias transformantes de la 

construcción pJETdox1. B) Caja con medio LB suplementado con ampicilina con las colonias 

transformantes de la construcción pJETdox2. 

 

A                                                           B                                  
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Con el objetivo de confirmar, de forma rápida, si las clonas contenían un vector con la 

inserción del fragmento deseado se realizó una PCR de colonia con los oligonucleótidos de 

secuenciación que incluye el Kit de pJET, ya que solo amplificaran productos que se 

encuentren ligados al vector (Figura 5.29). 

 

         

Figura 5.29. A) Gel de agarosa para la confirmación de la inserción del fragmento Dx1 en el vector 

pJET, Carril 1.- Control positivo; Carril 2-4.- Colonias seleccionadas para la PCR de colonia  

B) Gel de agarosa para la confirmación de la inserción del fragmento Dx2 en el vector pJET, Carril 1.- 

Control positivo; Carril 2-6.- Colonias seleccionadas para la PCR de colonia. 

 

La inserción de los fragmentos Dx1 y Dx2 en el vector pJET1.2/Blunt se confirmó 

mediante PCR de colonia, por lo que se realizó la extracción de DNA plasmídico. 

Posteriormente a la obtención del DNA plasmídico se realizó una digestión de los plásmidos 

pJETdox1 y pJETdox2 con la enzima BglII, ya que el vector presenta dos sitios que flanquean 

el MCS y su digestión permite liberar el fragmento insertado, además se realizó una PCR con 

los oligonucleótidos del vector pJET1.2/Blunt (Figura 5.30). 

A                                                         B                                  
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Figura 5.30. A) Gel de agarosa para la confirmación de la inserción del fragmento Dx1 y Dx2 en el 

vector pJET, Carril 1.-Plásmido pJETDx1 sin digerir; Carril 2.-Plásmido pJETdox1 digerido con BglII; 

Carril 3.-Producto de PCR correspondiente al inserto Dx1; Carril 4; Plásmido pJETdox2 sin digerir; 

Carril 5.-Plasmido pJETdox2 digerido con BglII; Carril 6.-Producto de PCR correspondiente al inserto 

Dx2. B) Simulación In Sillico de las digestiones con la enzima BglII de los vectores pJETdox1 y 

pJETdox2.  

 

Finalmente, para la confirmación de la correcta inserción de los fragmentos Dx1 y Dx2 en 

el vector pJET se obtuvo la secuencia del inserto de los plásmidos pJETdox1 y pJETdox2 con 

los oligonucleótidos Fw y Rv de secuenciación del Kit de pJET, lo cual confirmó la correcta 

inserción de los fragmentos en el vector pJET1.2/Blunt. 

 

 

 

A                                                                         B                                  
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5.4.6 Subclonación de los fragmentos Dx1 y Dx2 en el vector pK18mobsacB.  

 Una vez confirmada la correcta inserción de los fragmentos Dx1 y Dx2 en el vector 

pJET1.2/Blunt, se procedió a realizar la subclonación de los fragmentos en el vector de 

recombinación pK18mobsacB. Se realizó la purificación de las construcciones antes obtenidas 

y del vector de recombinación pK18mobsacB, estos fueron doblemente digeridos con las 

enzimas HindIII y EcoRI para el vector pJETdox1 y pK18mobsacB, además con las enzimas 

HindIII y PstI para el vector pJETdox2 y pK18mobsacB. 

Posteriormente los productos se cuantificaron y se obtuvo una concentración de 20 y 

15 ng/uL de los productos digeridos de los fragmentos Dx1 y Dx2, respectivamente, y una 

concentración de 40 y 37 ng/uL del vector pK18mobsacB digerido para los fragmentos Dx1 y 

Dx2, respectivamente. Las reacciones de ligación se llevaron a cabo utilizando la enzima T4 

DNA Ligasa de Promega (#M1801) y posteriormente a la purificación se recuperaron 10 uL del 

sobrenadante y se transformaron en células quimiocompetentes de la cepa DH5Ŭ. 

Transcurrido el tiempo de incubación se observó crecimiento de colonias blancas y azules, por 

lo que se procedió a la confirmación de la inserción de los fragmentos Dx1 y Dx2 en el vector 

pK18mobsacB en colonias blancas (Figura 5.31).  

 

 

Figura 5.31. A) Caja con medio LB suplementado con kanamicina, X-gal e IPTG con las colonias 

transformantes de la construcción pK18dox1. B) Caja con medio LB suplementado con kanamicina, X-

gal e IPTG con las colonias transformantes de la construcción pK18dox2. 

 

 

          A                                                                             B                                  
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Se seleccionaron 4 colonias de cada una de las construcciones pK18dox1 y pK18dox2 

para realizar una PCR de colonia que permitiera verificar la correcta inserción de los 

fragmentos, la reacción de PCR se realizó con una Tm de 68 °C y 25 ciclos (Figura 5.32). 

 

 

Figura 5.32. A) Gel de agarosa para la confirmación de la inserción del fragmento Dx1 y Dx2 en el 

vector pK18mobsacB. Carril 1.- Blanco; Carriles 2-5.-Clonas seleccionadas del vector pK18dox2; 

Carriles 6-9.-Clonas seleccionadas del vector pK18dox1; Carril 10.-Control positivo.  

 

Después de la confirmación de que al menos una de las clonas de cada construcción 

contenía un inserto del tamaño esperado, se purificó DNA plasmídico y se realizó una digestión 

de los plásmidos pK18dox1 y pK18dox2 con la enzima SacI la cual realiza un corte doble y 

libera los fragmentos insertados en el sitio de multiclonación del vector pK18mobsacB, además 

se realizó una PCR con los oligonucleótidos diseñados anteriormente para el vector 

pK18mobsacB (Figura 5.33). 
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Figura 5.33. Gel de agarosa para la confirmación de la inserción del fragmento Dx1 y Dx2 en el vector 

pK18mobsacB. Carril 1.- Plásmido pK18dox1; Carril 2.-Plásmido pK18dox1 digerido con ApaI; Carril 

3.-Plásmido pK18dox1 digerido con SacI; Carril 4.-PCR con los oligos del vector pK18mobsacB. Carril 

5.- Plásmido pK18dox2; Carril 6.-Plásmido pK18dox2 digerido con XhoI; Carril 3.-Plásmido pK18dox2 

digerido con SacI; Carril 4.-PCR con los oligos del vector pK18mobsacB. 

 

Finalmente, para la confirmación de la correcta inserción de los fragmentos digeridos 

Dx1 y Dx2 en el vector pK18mobsacB se obtuvo la secuencia del inserto de los plásmidos 

pK18dox1 y pK18dox2 con el oligonucleótido Fw, diseñado anteriormente para el vector 

pK18mobsacB, lo cual confirmó la correcta inserción de los fragmentos Dx1 y Dx2. 

5.4.7 Inserción del cassette de resistencia en las construcciones pK18dox1 y pK18dox2. 

Una vez confirmada la correcta inserción de los fragmentos Dx1 y Dx2 en el vector 

pK18mobsacB se procedió a realizar la inserción del cassette de resistencia a tetraciclina del 

vector pBSL193 y la inserción del cassette de gentamicina del vector pBSL141. Se realizó la 

purificación de plásmido de las construcciones antes obtenidas y de los vectores pBSL193 y 

pBSL141, estos fueron digeridos, por separado, con las enzimas ApaI para el vector 

pK18dox1, pBSL193 y pBSL141, también se realizó una digestión por separado con la enzima 
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XhoI para el vector pK18dox2, pBSL141 y pBSL193. Se prepararon 4 reacciones de ligación: 

Vector pK18dox1 y pBSL141; vector pK18dox1 y pBSL193; vector pK18dox2 y pBSL141; 

vector pK18dox2 y pBSL193. 

La reacción purificada se transformó en células quimiocompetentes de la cepa DH5Ŭ y 

transcurrido el tiempo de incubación se observó crecimiento en las cajas (Figura 5.34). 

 

 

Figura 5.34. A) Caja con medio LB suplementado con kanamicina y tetraciclina con las colonias 

transformantes de la construcción pK18Dx1::Tc. B) Caja con medio LB suplementado con kanamicina 

y tetraciclina con las colonias transformantes de la construcción pK18Dx2::Tc. 

 

Se seleccionaron colonias transformantes para hacer una prueba de PCR de colonia 

con los oligonucleótidos que hibridan en el vector pK18mobsacB. No se obtuvo amplificación 

en ninguna colonia, solo el control positivo. Debido a esto se procedió a resembrar las colonias 

en medio líquido suplementado con kanamicina a 30 ppm y tetraciclina a 10 ppm, para las 

construcciones con el cassette de tetraciclina y con kanamicina a 30 ppm y gentamicina a 10 

ppm, para las construcciones con el cassette de gentamicina, ya que la falta de amplificación 

se podría deber a que los productos esperados tienen un tamaño cercano a las 4000 pb.  

 Para confirmar si la inserción del cassette de resistencia se había dado de forma 

exitosa se realizó la digestión de los vectores con las enzimas de sitio único en las cuales se 

insertó el cassette de resistencia del vector pBSL193 y pBSL141, utilizando ApaI para el vector 

pK18dox1::Tc, pK18dox1::Gm y XhoI para el vector pK18dox2::Tc, pK18dox2::Gm con los 

A                                                                         B                                  
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cuales se obtuvieron los fragmentos esperados para la correcta inserción del cassette de 

resistencia (Figura 5.35). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5.35. Geles de agarosa para la confirmación de la inserción del cassette de resistencia a Tc y 

Gm en las construcciones pK18dox1 y pK18dox2. A) Carril 1.- Plásmido pK18dox1; Carril 2.-Plásmido 

pK18dox1 digerido con ApaI; Carril 3.-Plásmido pK18dox1::Gm; Carril 4.- Plásmido pK18dox1::Gm 

digerido con ApaI; Carril 5.-Plásmido pK18dox1::Tc; Plásmido pK18dox1::Tc digerido con ApaI.  

B) Carril 1.- Plásmido pK18dox2; Carril 2.-Plásmido pK18dox2 digerido con XhoI; Carril 3 y 5.-

Plásmido pK18dox2::Tc; Carril 4 y 6.- Plásmido pK18dox2::Tc digerido con XhoI. 

 

 

5.4.8 Mutagénesis de las dioxigenasas y evaluación de su participación en la 

degradación del ácido cloranílico. 

Una vez que se logró confirmar mediante digestión la correcta inserción del cassette de 

tetraciclina y gentamicina de los vectores pBSL193 y pBSL141, respectivamente, se procedió 

a realizar el proceso de mutagénesis de los genes dox1 y dox2 mediante una conjugación 

triparental entre la cepa TQ07 silvestre, la cepa de E. coli HB101 que contiene el plásmido 

ñhelperò de conjugación pRK2013 y la cepa de E. coli DH5alfa que contiene la construcción 

mutante de los genes dox1 y dox2. Posterior a la conjugación triparental que se llevó a cabo 

durante 72 horas, se procedió a recolectar el tapete de células y este fue sembrado por estría 

A                                                                                B                                  
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de tres campos en caja suplementadas con cloranfenicol y kanamicina, con el objetivo de 

seleccionar colonias de la cepa TQ07 en las que se hubiera realizado la primera recombinación 

e integraran la construcción mutante a su genoma. Se obtuvieron mutantes del gen dox1 con 

el inserto del cassette de gentamicina y del gen dox2 con el inserto del cassette de tetraciclina 

(Figura 5.36). 

A                B 

          

Figura 5.36. Colonias resultantes posterior a la primer recombinación de la cepa TQ07wt con la 

construcción mutante en el vector pK18mobsacB. A) Colonias mutantes con la inserción del vector 

pK18dox1::Gm. B) Colonias mutantes con la inserción del vector pK18dox2::Tc. 

 

Después de obtener colonias aisladas de la primera recombinación, se procedió a 

crecer colonias aisladas en caldo nutritivo sin antibiótico por 48 horas y finalmente se realizó 

una dilución y siembra en caja suplementada con cloranfenicol y gentamicina para el gen dox1, 

cloranfenicol y tetraciclina para el gen dox2 en la que se obtuvieron colonias aisladas con la 

morfología de la cepa TQ07 en las diluciones 10-1 y 10-2 (Figura 5.37). 
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B 

 

Figura 5.37. A) Mutantes por inserción de un cassette de resistencia a gentamicina del gen dox1. B) 

Mutantes por inserción de un cassette de resistencia a tetraciclina del gen dox2. 

 

Una vez obtenidas las mutantes se procedió a seleccionar 3 colonias aisladas de cada 

mutante y crecer cultivos líquidos para realizar la extracción de DNA genómico, para la 

posterior confirmación mediante PCR de la correcta mutagénesis de los genes dox1 y dox2. 

En cuanto a las mutantes del gen dox1 se obtuvo un producto de PCR en la cepa silvestre con 

una longitud de 2000 pb, además, se obtuvo el producto en la cepa mutante con una longitud 

de aproximadamente 3000 pb, ya que el cassette de resistencia a gentamicina tiene una 

longitud de 1000 pb (Figura 5.38A). En cuanto al gen dox2 se amplificó un producto de PCR 

en la cepa silvestre como control positivo con una longitud de 2500 pb aproximadamente, 

mientras que en la cepa mutante el producto obtenido tiene una longitud aproximada de 5000 

pb, ya que el cassette de resistencia a tetraciclina tiene una longitud de 2500 pb (Figura 5.38B). 
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     A            B 

                  

Figura 5.38. Gel de agarosa para la confirmación de las mutantes del gen dox1 y dox2. A) C+: 

Producto de PCR del gen dox1 de la cepa TQ07wt; Carril 1-3: Producto de PCR del gen dox1 con la 

inserción del cassette de Gm de las cepas TQ07 mutantes. B) C+: Producto de PCR del gen dox2 de 

la cepa TQ07wt; Carril 1-3: Producto de PCR del Gen dox2 con la inserción del cassette de Tc de las 

cepas TQ07 mutantes. 

 

Una vez confirmadas las mutantes por inserción de un cassette de resistencia en los 

genes dox1 y dox2, se procedió a evaluar su participación en la degradación de ácido 

cloranílico, por lo que se colocaron cultivos en medio mineral líquido suplementado con ácido 

cloranílico a 400 ppm y el antibiótico de selección que corresponda, después de 48 horas de 

incubación se observó que las mutantes degradan el ácido cloranílico debido a la decoloración 

del medio (Figura 5.39). 
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Figura 5.39. Evaluación de la degradación de ácido cloranílico por las mutantes de los genes dox1 y 

Dox2. A) Tubo 1: Control negativo cepa TQ07wt en presencia de Gm; Tubo 2-4: Mutantes por 

inserción de un cassette de Gm en el gen dox1; Tubo 5: Control positivo cepa TQ07wt. B) Tubo 1: 

Control negativo cepa TQ07wt en presencia de Tc; Tubo 2-4: Mutantes por inserción de un cassette 

de Tc en el gen dox2; Tubo 5: Control positivo cepa TQ07wt. 

 

Con el objetivo de evaluar la capacidad de degradación de ácido cloranílico de las 

mutantes dox1 y dox2 se realizó una cinética de degradación de 24 horas en matraces de 250 

mL con 30 mL de medio, evaluando espectrofotométricamente la concentración de ácido 

cloranílico a una longitud de onda de 243 nm (Figura 5.40). 
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Figura 5.40. Cinética de degradación de ácido cloranílico por las cepas TQ07 wt (negro), TQ07 

mutante dox1:Gm (verde) y TQ07 mutante dox2:Tc (azul).  

 

De acuerdo con la cinética de degradación de ácido cloranílico para ambas mutantes (Fig. 

5.40), la capacidad de degradación de ácido cloranílico de las mutantes por inserción de un 

cassette de resistencia en los genes dox1 y dox2 no se eliminó al interrumpir los genes que 

codifican para las dos posibles dioxigenasas. Sin embargo, en la mutante dox2 se observó una 

degradación total a las 14 horas de incubación, en comparación con la cepa silvestre y la 

mutante dox1 donde la degradación total del ácido cloranílico se lleva a cabo hasta las 22 

horas de incubación. Esto se puede dar debido a que durante la experimentación en el 

precultivo cada cultivo se encontraba en una fase diferente del crecimiento, además de que 

durante diferentes ensayos de degradación la velocidad de degradación entre las cepas 

mutantes y la cepa silvestre difieren, siendo en algunas ocasiones la cepa silvestre la que 

degrada más rápido y en otras ocasiones, como en esta cinética, las cepas mutantes degradan 

primero, por lo que se debería establecer un nuevo ensayo en el cual se logre igualar la tasa 

de crecimiento de las cepas y que estas presenten las mismas condiciones en los ensayos de 

degradación. Podemos concluir que estas dioxigenasas no participan en la degradación de 

ácido cloranílico y ya que ningún otro gen en el elemento IMEHspTQ07 tiene identidad a nivel 
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de proteína contra este tipo de enzimas el gen que codifica para la dioxigenasa que participa 

en la degradación debe encontrarse fuera del elemento. 

5.5  Evaluación de la frecuencia de transferencia del elemento IMEHspTQ07 de la 

mutante TQ07dox1 a la mutante espontánea cad-. Å Determinar la frecuencia de 

transferencia del elemento IMEHspTQ07 de la cepa silvestre Herbaspirillum sp. TQ07 

a la mutante cad- de la misma cepa y su frecuencia de pérdida espontánea en la cepa 

TQ07. 

 

5.5.1  Conjugación biparental entre la cepa mutante TQ07 dox1:Gm y la mutante 

espontánea cad-. 

Para determinar la frecuencia de transferencia del elemento IMEHspTQ07 de la cepa silvestre 

Herbaspirillum sp. TQ07 a la mutante cad- se realizó una conjugación biparental en una caja 

Petri con agar nutritivo sin antibiótico al mezclar 50 uL de dos cultivos ajustados a una densidad 

óptica de 0.5 a 600 nm, que corresponden a las mutantes cad- y dox1:Gm, el tapete se dejó 

crecer durante 72 horas y posteriormente se recolectó y se resuspendió en un tubo eppendorf 

con 1 mL de caldo nutritivo estéril. Finalmente se realizó una dilución y siembra en placa en 

tres series diferentes para la selección de las diferentes cepas:  

¶ Serie A: Cajas con kanamicina 30 ppm y gentamicina 10 ppm, donde solo crecen la 

cepa transconjugante (mutante espontánea cad- complementada con el IMEHspTQ07). 

¶ Serie B: Cajas con ampicilina 100 ppm y kanamicina 30 ppm, donde crecen las cepas: 

mutante espontánea cad- (sin el IMEHspTQ07) y las cepas transconjugantes. 

¶ Serie C: Cajas con ampicilina 100 ppm, donde crecen todas las cepas: mutante dox1 

(cepas donadoras), mutante espontánea cad- y las cepas transconjugantes. 

 

Después de 48 horas se observó crecimiento en la serie B y C, las cajas con colonias 

contables corresponden a la dilución 10-7 para ambas series (Figura 5.41). 
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A 

     

B 

     

Figura 5.41. A) Dilución y siembra en placa de la serie B de la conjugación biparental. B) Dilución y 

siembra en placa de la serie C de la conjugación biparental.  

 

  

 Posteriormente, después de 7 días de incubación, se observaron colonias aisladas en 

las cajas sembradas de la serie A, sin embargo, para esta serie se observaron colonias 

contables en las diluciones 10-1 y 10-2, estas fueron sembradas por triplicado (Figura 5.42). 
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           A                                         B           C 

                          

Figura 5.42. Dilución y siembra en placa de la serie A de la conjugación biparental en las diluciones 

10-1 y 10-2 por triplicado. 

 

De acuerdo con el conteo de unidades formadoras de colonias (UFC) se puede realizar 

el cálculo de la frecuencia de transferencia utilizando la siguiente formula: 

 

ὊὶὩὧόὩὲὧὭὥ
ὟὊὅ ὸὶὥὲίὧέὲὮόὫὥὲὸὩί

ὟὊὅ ὨέὲὥὨέὶὥί
 

 

Primero se calcula el número de UFC en la serie B y C que existen en las diluciones 

10-1 y 10-2, ya que en estas diluciones crecieron las transconjugantes. Posteriormente para 

obtener el número de UFC que corresponden solo a la mutante espontánea cad- sin 

complementar con el IMEHspTQ07 se restan a las UFC contadas en la serie B las que fueron 

contadas en la serie A (transconjugantes). Finalmente, para obtener el número de UFC que 

corresponden a la cepa TQ07dox1:Gm (cepas donadoras), restamos las UFC contadas en la 

serie B, de esta forma obtenemos el número de transconjugantes y donadoras para hacer el 

cálculo de la frecuencia de transferencia (Tabla 5.7). 
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Tabla 5.7. A) Número de UFC de transconjugantes y donadoras para el cálculo de la frecuencia. B) 

Frecuencia de transferencia del IMEHspTQ07 a la mutante espontanea cad- obtenida por triplicado.  

A 

 

B 

 

 

 De acuerdo con los resultados obtenidos podemos comparar la frecuencia de 

transferencia del elemento IMEHspTQ07 contra las frecuencias reportadas por otros autores de 

diferentes elementos integrativos movilizables e integrativos (Tabla 5.8). 

 

Tabla 5.8. Comparación de la frecuencia de transferencia del elemento IMEHspTQ07 con otros elementos 

integrativos. 

CEPA  ELEMENTO  FRECUENCIA REFERENCIA 

Herbaspirillum sp. TQ07 IMEHspTQ07 4.58E-06  Este trabajo 

Streptococcus thermophilus LMG18311 IMESsalL25 3.10E-06 Libante et al., 2020 

Salmonella Typhimurium DT104 IMESGI1 5.10E-05 Doublet et al., 2005 

Salmonella Paratyphi B44 IMESGI1 1.50E-05 Doublet et al., 2005 

Salmonella Agona 959S IMESGI1 8.00E-06 Doublet et al., 2005 

Helicobacter pylori P12 ICEHptfs4 1.00E-05 Libante et al., 2020 

Pseudomonas putida UWC1 ICEclc 1.00E-03 Weiss et al., 2019 

Pseudomonas putida UWC1 ICEclc 2.36E-02 Pradervand et al., 2014 

Streptococcus thermophilus LMG18311 ICEst3 3.30E-04 Pradervand et al., 2014 

 

Como se puede observar en la tabla anterior, la frecuencia de transferencia reportada 

para los elementos integrativos movilizables (IMEs) se encuentra dentro de valores en ordenes 

de magnitud de 10-5 y 10-6, mientras que los elementos integrativos conjugativos (ICEs) 

muestran frecuencias de transferencia mayores en ordenes de magnitud entre 10-2 y 10-5, esto 

se debe a que los ICEs cuentan con toda la maquinaria genética necesaria para llevar a cabo 

Donadoras

Plaqueo 1 Plaqueo 2 Plaqueo 3 TQ07dox1:Gm

10^-1 144 326 286 55000000

10^-2 50 130 93 5500000

Dilución
Transconjugantes

Plaqueo 1 Plaqueo 2 Plaqueo 3

10^-1 2.62E-06 5.93E-06 5.20E-06 4.58E-06 ± 1.73E-06

10^-2 9.09E-06 2.36E-05 1.69E-05 1.65E-05  ± 7.27E-06

Dilución
Frecuencia de transferencia Desviación 

estandar
Promedio
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el proceso de escisión, transferencia e integración y son autónomos para realizar el proceso, 

mientras que los elementos integrativos movilizables se caracterizan por depender de algunos 

genes fuera el elemento que estén presentes en el genoma o en algún otro elemento 

integrativo, por lo que su transferencia será menor. De acuerdo con los resultados obtenidos 

la frecuencia de transferencia del IMEHspTQ07 de la cepa mutante TQ07dox1:Gm a la mutante 

espontánea cad- se encuentra dentro del rango reportado por otros autores para los IMEs, sin 

embargo, esta frecuencia puede variar al utilizar diferentes cepas receptoras o al añadir a la 

conjugación un plásmido conjugativo que mejore el proceso de transferencia y por lo tanto se 

obtenga una mayor frecuencia (Pradervand et al., 2014).  

5.5.2 Confirmación molecular y de degradación de ácido cloranílico de las 

transconjugantes obtenidas. 

 La confirmación molecular de la correcta inserción del elemento IMEHspTQ07 se realizó 

mediante la amplificación por PCR de los diferentes sitios homólogos que se forman en las 

transconjugantes de la mutante espontánea con la inserción del elemento y con la ausencia 

del mismo elemento en la mutante espontánea (Figura 5.43).  

 

   A             B                                                                                        

 

 

 

 

 

 

Figura 5.43. A) Sitios homólogos en la mutante complementada con la inserción del IMEHspTQ07. B) 

Sitios homólogos en la mutante espontánea sin la inserción del IMEHspTQ07 y del IMEHspTQ07 como 

elemento extracromosómico.  

 

Se utilizaron los siguientes oligonucleótidos, que en diferentes mezclas amplifican todos 

los sitios homólogos esperados en las mutantes complementadas con el IMEHspTQ07 y las 

mutantes espontáneas (Tabla 5.9). 
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Tabla 5.9. Oligonucleótidos diseñados para la amplificación de los sitios homólogos.  

Número de 

oligo 
Nombre Pb Secuencia (5ô -> 3ô) Tm (°C) 

1 attL-Fw 20 GAT GCG GCA AGT CAC ATC AG 66.45 

2 attL-Rv 22 CAT GTA AGC GCT ATG TAA CCA G 65 

3 attR-Fw 22 CCT CGG TCA TAT AAC CGT GAA G 66.45 

4 attR-Rv 20 CCG CAA GAT CAT GAA GAT CG 64.75 

  

La combinación de los oligonucleótidos 1 y 2 amplifican un producto de aproximadamente 

600 pb que corresponde al sitio attL, la combinación de los oligonucleótidos 3 y 4 amplifican 

un producto de aproximadamente 900 pb que corresponden al sitio attR. La combinación de 

los oligonucleótidos 1 y 4 amplifican un producto de aproximadamente 850 pb que corresponde 

al sitio attB, finalmente la combinación de los oligonucleótidos 2 y 3 amplifican un producto 

correspondiente al sitio attI de aproximadamente 650 pb.  

Se realizó la amplificación de los cuatro sitios homólogos, tomando como control positivo 

la cepa TQ07wt, la mutante espontánea como control negativo y dos diferentes colonias de 

las mutantes complementadas con el IMEHspTQ07, además se utilizaron los oligonucleótidos que 

amplifican el gen dox1 (Figura 5.44).  
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Figura 5.44. A) Gel de agarosa al 1% con la amplificación del sitio attL y attR. B) Gel de agarosa al 1% 

con la amplificación del sitio attB y el gen dox2. C) Gel de agarosa al 1% con la amplificación del sitio 

attI.  

De acuerdo con la figura anterior se confirma la correcta inserción del elemento IMEHspTQ07 

en la mutante espontanea cad-, ya que en la amplificación de los sitios attL y attR obtenemos 

un producto para la cepa TQ07wt y las dos diferentes colonias utilizadas de las mutantes 

complementadas, mientras que al utilizar el DNA genómico de la mutante espontánea no 

obtenemos un producto ya que esta no cuenta con el IMEHspTQ07. También se confirma al 

amplificar el producto del gen dox1, ya que en la cepa silvestre amplifica un producto de 1,500 

pb, mientras que en las mutantes complementadas amplifica un producto de 2,500 pb, esto se 

debe a que las mutantes complementadas contienen la inserción del gen de resistencia a 

A B 

C 
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gentamicina que interrumpe el gen dox1. En el caso del sitio attB se esperaba una 

amplificación obligada en la mutante espontánea cad- y además podría amplificar en la cepa 

TQ07wt y en las mutantes complementadas, ya que debido a la perdida espontánea del 

elemento IMEHspTQ07 puede amplificar también para estas muestras, se obtuvo un producto 

para la mutante cad- y las dos mutantes complementadas. Finalmente, el producto del sitio attI 

solo se podría esperar su amplificación en la cepa TQ07wt o en las dos mutantes 

complementadas, ya que solo en estas cepas se podría encontrar una copia del IMEHspTQ07 

circularizado como un elemento extracromosómico, lo que se confirmó al realizar la PCR y 

obtener un producto para la cepa TQ07wt y las dos mutantes complementadas, sin embargo, 

este producto no es del tamaño esperado, por lo que se envió a secuenciar junto con los 

productos del sitio attL, attR y attB para confirmar que se trata de los sitios homólogos.  

Para confirmar que la mutante cad- complementada con el IMEHspTQ07 recupera la 

capacidad de degradación de ácido cloranílico se realizó un ensayo de degradación de ácido 

cloranílico como única fuente de carbono y energía. Se colocó un cultivo de la mutante 

complementada en medio mineral con ácido cloranílico a 400 ppm suplementado con 

kanamicina 30 ppm y gentamicina 10 ppm, debido a que con estos antibióticos seleccionamos 

a la mutante espontanea (kanamicina) que recibieron el elemento integrativo (gentamicina), 

además se incubó como control negativo la cepa mutante TQ07dox1:Gm en presencia de 

kanamicina y como control positivo la misma cepa en presencia de gentamicina, con iguales 

concentraciones de antibioticos. Una vez que transcurrieron 48 horas se observó degradación 

en el control positivo y en el tubo incubado con la mutante complementada, mientras que el 

control negativo no presentaba decoloración (Figura 5.45).  

 
Figura 5.45. Tubo A) Mutante espontánea TQ07 complementada con el IMEHspTQ07 que presenta 

decoloración a las 48 horas. Tubo B) Mutante TQ07dox1:Gm que presentó coloración a las 48 horas. 
Tubo C) Control negativo, mutante TQ07dox1:Gm en presencia de kanamicina.  
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5.5.3 Frecuencia de pérdida del elemento IMEHspTQ07 de la cepa Herbaspirillum sp. 

TQ07wt al crecer en caldo nutritivo.  

Con el objetivo de determinar la frecuencia de pérdida espontánea que tiene el elemento 

IMEHspTQ07 se diseñó un experimento para seleccionar, a partir de un cultivo en caldo nutritivo, 

cuantas células pierden el elemento IMEHspTQ07 de forma espontánea, al utilizar la cepa mutante 

TQ07dox1:Gm que contiene el cassette de resistencia a gentamicina dentro del elemento 

integrativo, se puede cuantificar la pérdida del elemento IMEHspTQ07 al hacer una dilución en 

placa y seleccionar en dos cajas con diferentes antibióticos:  

¶ Gentamicina: Al utilizar gentamicina como antibiótico de selección, solo crecerán 

aquellas colonias que aún contienen el elemento IMEHspTQ07.  

¶ Cloranfenicol: Al utilizar cloranfenicol como antibiótico de selección, crecerán todas las 

UFC incluyendo las que conservan el elemento IMEHspTQ07, así como las que lo han 

perdido, ya que la resistencia a este antibiótico se encuentra fuera del elemento. 

De esta forma al restar el número de UFC que crecen en las cajas con gentamicina al 

número de UFC que crecen en cloranfenicol, se obtiene el número de UFC que corresponde 

a aquellas que perdieron el elemento IMEHspTQ07.  

Para iniciar con un cultivo con una tasa de pérdida mínima, se utilizó un cultivo en medio 

mineral con ácido cloranílico como única fuente de carbono y energía en un matraz de 250 mL 

con 25 mL de medio, se incubó a 30°C y 150 rpm durante 48 horas y se realizó la primera 

dilución y siembra en placa a partir de este cultivo, posteriormente se inoculó al 1% un matraz 

de 250 mL con 25 mL de caldo nutritivo con el cultivo que degrado el ácido cloranílico y se 

dejó incubar por 48 horas a 30°C y 150 rpm. Una vez transcurrido el tiempo de incubación en 

caldo nutritivo se realizó una segunda dilución y siembra en placa, el procedimiento anterior 

se repitió por 2 ocasiones, pero cambiando el tiempo de incubación a 72 horas bajo las mismas 

condiciones. Finalmente, se logró obtener una frecuencia de pérdida al realizar el conteo de 

UFC y aplicar la siguiente operación a cada uno de los resultados obtenidos:  

ὊὶὩὧόὩὲὧὭὥ ὨὩ ὴïὶὨὭὨὥ
ὟὊὅ ὧὥὮὥ ὅά ὟὊὅ ὧὥὮὥ Ὃά

ὟὊὅ ὧὥὮὥὅά
 

 

La frecuencia de pérdida se esperaba que aumentara con el tiempo, debido a que los 

elementos integrativos tienden a activarse (expresión de los genes que codifican para la 

transferencia horizontal) durante la fase estacionaria, pero llevan a cabo el proceso de escisión 
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cuando están en presencia de nutrientes frescos (Delavat et al., 2016). Lo cual corresponde, 

teóricamente, a que en el crecimiento en el matraz las células alcanzan la fase estacionaria y 

posteriormente en el crecimiento en caja, al realizar la dilución, se pierde el elemento de forma 

espontánea, de esta forma después de realizar el conteo de colonias en cada caja se logró 

realizar el cálculo de la frecuencia de pérdida a diferentes tiempos de incubación (Figura 5.46).  

 

 

Figura 5.46. Frecuencia de pérdida obtenida para el elemento integrativo movilizable IMEHspTQ07 

en diferente tiempo de incubación, experimento por triplicado con desviación estándar reportada en 

las barras de error.   

En la Figura 5.46 se puede observar la frecuencia de pérdida espontánea del elemento 

IMEHspTQ07, se puede apreciar que conforme aumenta el tiempo de cultivo en medio rico el 

elemento tiende a perderse de forma espontánea con una mayor frecuencia. De acuerdo con 

la revisión de la literatura, el cálculo de la frecuencia de pérdida no es un factor considerado 

ampliamente por los investigadores que trabajan con elementos integrativos movilizables o 

conjugativos, además los investigadores que consideran el estudio de esta frecuencia de 

pérdida lo hacen mediante una cuantificación de DNA utilizando la reacción en cadena de la 

polimerasa en tiempo real (qPCR). Sin embargo, hay muy pocos autores que reportan 

frecuencias de pérdida mediante conteo de colonias en placa. Al comparar nuestros resultados 

con la literatura podemos observar que la frecuencia de pérdida del elemento IMEHspTQ07 es 

mayor a lo reportado para el ICER391K (Carraro et al., 2015) y menor en comparación con lo 

reportado para el IMESGI1 (Tabla 5.10). 
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Tabla 5.10 Frecuencia de pérdida promedio del elemento integrativo IMEHspTQ07 en comparación de lo 
revisado en la literatura. 

CEPA ELEMENTO FRECUENCIA REFERENCIA 

Herbaspirillum sp. 

TQ07 

IMEHspTQ07 0.1269 Este trabajo 

Escherichia coli VB38 ICER391K 3.7x10-5 Carraro et al. 2015 

Salmonella entérica 

serovar Agona wt 

IMESGI1 0.6000 Huguet et al., 2016 

 

Sin embargo, a pesar de la comparación con otros autores las metodologías utilizadas 

entre los trabajos son completamente diferentes. En el trabajo realizado por Huguet y 

colaboradores se evaluó la frecuencia de pérdida del elemento IMESGI1 en presencia de un 

plásmido conjugativo en la cepa huésped que contiene el elemento integrativo movilizable, con 

el cual es incompatible cuando los dos se encuentran dentro del mismo huésped, debido a 

esto no se puede comparar la frecuencia de pérdida obtenida para el elemento IMEHspTQ07. Con 

respecto a los resultados obtenidos por Carraro y colaboradores (2015) la comparación no se 

puede realizar ya que se trata de elementos completamente diferentes (ellos evalúan la 

frecuencia de pérdida de un ICE, mientras que en este trabajo se evalúa la frecuencia de 

pérdida de un IME) que presentan diferentes características y mecanismos moleculares de 

funcionamiento.  

 

5.6  Evaluación de la capacidad de degradación de ácido cloranílico por la mutante 

espontánea cad- complementada con el cósmido pC3020. 

 

Para verificar si los genes contenidos en el cósmido pC3020 son suficientes para degradar el 

ácido cloranílico se trasfirió por conjugación el cósmido a la mutante espontánea cad- (cad-

/pC3020) y se determinó que no era capaz de degradar ácido cloranílico como única fuente de 

carbono y energía al cultivar esta cepa en un tubo falcón de 15 mL con 3 mL de medio (Zapata, 

2019). Debido a esto se planteó evaluar si esta mutante, complementada con el cósmido 

pC3020, era capaz de degradar el ácido cloranílico al utilizar un cosustrato como el succinato, 

por lo que se desarrolló una cinética de degradación en matraz de 250 mL con 25 mL de medio 

mineral con ácido cloranílico como única fuente de carbono y energía a una concentración de 
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300 ppm, los preinóculos se ajustaron a una DO de 0.1 y los matraces se inocularon al 1%, 

las mediciones se realizaron en un espectrofotómetro a 243 nm. Se utilizaron como controles 

negativos la mutante espontánea cad- con succinato y la mutante espontánea cad-/pC3020 sin 

succinato, además como controles positivos se utilizó la cepa TQ07wt con y sin succinato y un 

blanco sin inocular de medio mineral con ácido cloranílico (Figura 5.47). 

 

  

Figura 5.47. Cinéticas de degradación de ácido cloranílico para la mutante espontanea cad- 

complementada con el cósmido pC3020. 

 

Como se puede observar en la Figura 5.51, uno de los controles negativos presentó 

degradación, el cual corresponde a la mutante cad-/pC3020 sin succinato, por lo que este 

fenómeno puede deberse a que, al ajustar la DO con caldo nutritivo fresco, este puede ser 

utilizado como cosustrato para la degradación del ácido cloranílico o también debido a una 

contaminación con la cepa silvestre. Para eliminar la posibilidad de la contaminación se extrajo 

DNA genómico desde el matraz del control negativo que presentó degradación y se amplificó 

los sitios attL y attR que solo estarán presentes en aquellas cepas que contengan el elemento 

IMEHspTQ07, el cual no contiene la mutante cad-/pC3020, además del sitio attB, que deja la 

escisión del IMEHspTQ07 y uno de los genes que están clonados en el cósmido pC3020 y además 

se encuentra dentro del IMEHspTQ07 (Figura 5.48). 
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A      B           C 

   

Figura 5.48. A) Gel de agarosa al 1% con la amplificación de los sitios attB, attR, attL y el gen 

cadD para la cepa TQ07 silvestre. B) Gel de agarosa al 1% con la amplificación del sitio attB y el gen 

cadD para la cepa cad-/pC3020. C) Gel de agarosa al 1% con la amplificación del sitio attB para la 

cepa cad-. 

Como se observa en la Figura 5.52 se descartó la contaminación de los cultivos, ya 

que los sitios attR y attL no amplifican con el DNA genómico extraído de la cepa cad-/pC3020 

utilizada como control negativo y que presentó degradación de ácido cloranílico sin el 

cosustrato succinato. 

Una vez descartada la posible contaminación se procedió a realizar una nueva cinética 

de degradación, ahora realizando el ajuste de los precultivos con medio mineral para evitar 

agregar nuevos nutrientes del CN a los ensayos y descartar la segunda probabilidad de que 

el control negativo degradara el ácido cloranílico. La cinética de degradación se realizó en 

matraz de 250 mL con 25 mL de medio mineral con ácido cloranílico como única fuente de 

carbono y energía a una concentración de 150 ppm, los preinóculos se ajustaron a 0.1 DO y 

los matraces se inocularon al 1%, se colocó como control negativo a la mutante espontánea 
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cad-, como control positivo a la cepa TQ07wt y un blanco, el experimento se realizó por 

triplicado (Figura 5.49). 

 

Figura 5.49. Cinética de degradación de ácido cloranílico para la mutante espontanea cad- 

complementada con el cósmido pC3020 utilizando medio mineral para el ajuste del preinóculo. 

 

De acuerdo con el resultado obtenido (Fig. 5.53), la cepa mutante cad-/pC3020 es capaz 

de degradar el ácido cloranílico como única fuente de carbono y energía, sin embargo, en 

comparación con la cepa silvestre, que a las 24 horas de incubación degrada más del 95% del 

ácido cloranílico, la cepa cad- complementada con el cósmido pC3020 degrada entre el 85% 

y 90% después de 16 días de incubación, por lo que aunque la cepa con el cósmido pC3020 

lleva a cabo el proceso de degradación aún existe uno o varios genes dentro del IMEHspTQ07 

que podrían participar en el transporte o transformación de los metabolitos para su asimilación 

en las vías metabólicas centrales o en la síntesis de productos esenciales para la cepa. 

Además, para confirmar que la cepa presenta crecimiento al metabolizar el ácido cloranílico y 

no solo es una transformación del compuesto, se realizó la medición de crecimiento microbiano 

mediante la medición de la densidad óptica a 600 nm en el mismo experimento que la cinética 

de degradación (Figura 5.50). 
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Figura 5.50. Curva de crecimiento de las cepas utilizadas para la degradación de ácido 

cloranílico utilizada como única fuente de carbono. 

 

En la Figura 5.50 podemos observar que la cepa mutante espontánea complementada 

con el cósmido pC3020 presenta un crecimiento con una tasa menor en comparación con la 

cepa silvestre, por lo que la degradación del ácido cloranílico también se da de una forma más 

lenta (Figura 5.49), esto se puede deberse a que uno u otros genes involucrados en el proceso 

de metabolización óptimo de compuestos intermediarios de la degradación de ácido cloranílico 

y el metabolismo central se encuentren dentro del IMEHspTQ07 y al no estar presentes en la 

mutante complementada la degradación se lleva a cabo a una menor velocidad. Debido a esto 

se realizó una cinética de crecimiento utilizando succinato y glucosa como fuentes de carbono, 

con el objetivo de identificar si también existe una diferencia en la capacidad metabólica de 

otras fuentes de carbono entre la mutante cad- y la cepa silvestre TQ07. En este caso se utilizó 

la cepa mutante espontánea cad-, la cepa TQ07 silvestre y la mutante espontánea 

complementada con el IMEHspTQ07 (Figura 5.51) en la cual se puede observar que solo existe 

una diferencia de crecimiento cuando se utiliza succinato como única fuente de carbono. Esto 

puede deberse a que dentro del elemento existen otros genes involucrados en el metabolismo 

general, sin embargo, se deberían realizar experimentos utilizando más fuentes de carbono 

como el piruvato, acetato, etc.  
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Figura 5.51. A) Cinética de crecimiento con succinato como fuente de carbono. B) Cinética de 

crecimiento con glucosa como fuente de carbono. 

 

 De acuerdo con el resultado anterior se revisaron los ORFs que están presentes dentro 

del elemento IMEHspTQ07 y pueden estar involucrados en el metabolismo de las moléculas 

finales de la vía de degradación de ácido cloranílico que ingresan al metabolismo central (Tabla 

5.11). 

 

 

 

 

B 
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Tabla 5.11. Marcos abiertos de lectura involucrados en procesos del metabolismo general que podrían 

afectar la degradación del ácido cloranílico. 

Región codificante de los 

ORFs involucrados en 

metabolismo central 

Tamaño 

(aminoácidos) 
Función putativa 

Inicio Fin 

49733 48279 483 
Succinato-semialdehido 

deshidrogenasa 

52442 51183 418 Dihidrolipoamida acetiltransferasa 

52442 51183 418 Piruvato deshidrogenasa 

56039 55185 283 Glucosa 1-deshidrogenasa 

62060 61239 272 Shikimato deshidrogenasa 

81713 80553 385 CoA transferasa 

 

 Dentro del elemento IMEHspTQ07 encontramos cerca de 102 ORFs. Del total de ORFs 

presentes en el elemento integrativo que se reportó previamente, mediante un análisis 

bioinformático, que 25 de estos genes codifican para proteínas hipotéticas sin función putativa. 

Del restante de ORFs, 12 participan en la degradación de ácido cloranílico (clonados en el 

cósmido pC3020), 29 genes codifican para proteínas involucradas en el metabolismo general 

(como se puede observar algunos de ellos en la tabla anterior) y el resto codifican para 

transportadores, reguladores, proteínas de movilidad de elementos genéticos, etc. (Zapata, 

2019). Es probable que dentro del elemento integrativo se encuentren genes que puedan 

participar de forma activa en la degradación del ácido cloranílico, sin que sean indispensables, 

y por ende se ve disminuida la capacidad de degradación de la mutante espontánea 

complementada con el cósmido pC3020. Algunos de los genes involucrados en el metabolismo 

central que podrían participar en la asimilación óptima de los metabolitos de la vía de 

degradación del ácido cloranílico se presentan en la tabla 5.13. Tal es el caso del gen que 

codifica para la enzima piruvato deshidrogenasa, la cual forma parte de un complejo proteico 

que es responsable de la generación de acetil-CoA a partir del ácido pirúvico para el ciclo de 

los ácidos tricarboxílicos. 
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CAPITULO 6. CONCLUSIONES 

El sitio de reconocimiento para la conjugación bacteriana del elemento IMEHspTQ07 o 

también llamado sitio attB solo se encuentra, con una identidad mayor al 95%, en un grupo 

reducido de microorganismos del orden Burkholderial. 

El sitio attB utilizado por el elemento IMEHspTQ07 es compartido por otros microorganismos 

de la familia Oxalobacteraceae (Herbaspirillum, Noviherbaspirillum y Janthinobacterium) como 

sitio de integración para varios elementos integrativos putativos con funciones diversas. El 

tRNA de Isoleucina, que contiene el sitio attB, en estos microorganismos tienen una identidad 

mayor al 95%, pero las integrasas de cada elemento no presentan homología con la integrasa 

del IMEHspTQ07, ni contienen genes homólogos a los genes involucrados en la degradación del 

ácido cloranílico. 

De todos los microorganismos que comparten el sitio attB solo una cepa contiene un 

posible elemento integrativo movilizable con dos integrasas que presentan identidad con las 

integrasas de la cepa TQ07, con un 75% y 55% de homología para las integrasas A y B, 

respectivamente. Además de las integrasas existen otras regiones con homología entre los 

elementos integrativos, estas corresponden a proteínas hipotéticas y de metabolismo general. 

Genes ortólogos a los involucrados en la degradación del ácido cloranílico existen en 

cinco microorganismos del orden Burkholderial, cuatro presentan cuando menos 10 de los 12 

genes que participan en la degradación de ácido cloranílico con la misma distribución y 

orientación que en la cepa TQ07, mientras que el quinto microorganismo del género Variovorax 

contiene solo 6 genes ortólogos, pero con una distribución y orientación diferente. 

El análisis bioinformático del gen dox1 presenta una similitud de secuencia con proteínas 

de la superfamilia VOC, dentro de las cuales se encuentran las dioxigenasas. Además, la 

predicción estructural nos permite observar que la proteína Dox1 tiene una gran similitud con 

dioxigenasas involucradas en procesos de degradación de compuestos aromáticos. 

De acuerdo al alineamiento de secuencias del gen dox2 podemos observar una similitud 

con proteínas de la superfamilia VOC, dentro de esta superfamilia se encuentran las 

dioxigenasas o las glioxalasas. La predicción estructural nos permitió establecer que la 

proteína Dox2 tiene mayor parecido con glioxalasas tipo I. Además, podemos observar que la 

proteína Dox2 podría estar truncada o incompleta, ya que el alineamiento estructural con las 

glioxalasas más parecidas nos permite confirmar que solo concuerda con una parte de la 

estructura de la proteína alineada. 
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Los genes dox1 y dox2 no participan en la degradación de ácido cloranílico, debido a 

que las mutantes por inserción de un cassette de resistencia que interrumpe el gen no afecta 

la capacidad de degradación en medio mineral del ácido cloranílico como única fuente de 

carbono y energía. 

La frecuencia de transferencia del IMEHspTQ07 de la cepa TQ07dox1:Gm a la mutante 

espontánea cad- se encuentra dentro del rango de las frecuencias de transferencia reportadas 

para otros elementos integrativos movilizables. 

No fue posible comparar la frecuencia de pérdida obtenida del IMEHspTQ07 con la literatura 

ya que se utilizan metodologías completamente diferentes para la evaluación de este 

parámetro, mientras que en los pocos trabajos donde se utiliza una metodología similar se 

evaluó en condiciones diferentes.  

La mutante espontánea cad- complementada con el cósmido pC3020 tiene la capacidad 

de degradar ácido cloranílico como única fuente de carbono y energía, sin embargo, su 

velocidad de degradación es menor a la que presenta la cepa silvestre, por lo que podemos 

concluir que existen más genes dentro del IMEHspTQ07 que participa en el transporte del ácido 

cloranílico o en la transformación de sus metabolitos en productos necesarios para el 

adecuado crecimiento de la cepa cuando utiliza ácido cloranílico como única fuente de carbono 

y energía. 
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CAPITULO 7. PERSPECTIVAS 

Identificar mediante un análisis bioinformático otras dioxigenasas presentes en el 

genoma de la cepa TQ07 y evaluar su posible participación en la degradación del ácido 

cloranílico. 

Evaluar si alguna de las cepas que contiene genes ortólogos a los de la degradación del 

ácido cloranílico de la cepa TQ07 presenta la capacidad de degradar el ácido cloranílico.  

Estimar la velocidad de degradación de las mutantes dox1 y dox2 en comparación con 

la cepa silvestre, bajo condiciones controladas y equitativas.  

Evaluar si la trasferencia del cósmido pC3020 a la cepa Herbaspirillum seropedicae Z67 

le confiere la capacidad de degradación de ácido cloranílico. 

Cuantificar el crecimiento de la mutante espontánea cad- con diferentes fuentes de 

carbono como el piruvato y acetato.   

Determinar el tamaño mínimo del sitio attB para realizar la transferencia del elemento 

IMEHspTQ07 mediante la clonación de la integrasa de este elemento en un vector de expresión 

y el sitio attB en un vector compatible con este, evaluando la cointegración de vectores al 

deletar bases del sitio attB. 
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ANEXOS  

ANEXO A.1 INFORMACIÓN COMPLETA SOBRE LOS GENES ORTÓLOGOS A LOS 

INVOLUCRADOS EN LA DEGRADACIÓN DE ÁCIDO CLORANÍLICO EN OTROS 

MICROORGANISMOS.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Cover Ident Acceso Cover Ident Acceso Cover Ident Acceso 

Trinickia sp. 7GSK02 99 79  WP_136896099 99 90 WP_136896336 99 87 WP_169708684

Paraburkholderia 

phenazinium ES_FE-G6
96 81 WP_122158140 99 90 WP_133893555 99 86 WP_122158142

Paraburkholderia 

ginsengiterrae
95 81 WP_064265719 99 89 WP_064265718 99 88 WP_064286046

Burkholderia 

cenocepacia
97 78 WP_080293020 99 89 AIO34526 99 88 WP_040130007

Variovorax sp. B4 96 74  PNG59710 99 75 PNG59704

Variovorax sp. WDL1 96 74  WP_068678693 85 76 KWT88533 99 75 WP_068678704

Cover Ident Acceso Cover Ident Acceso Cover Ident Acceso 

Trinickia sp. 7GSK02 98 80 WP_136896102 83 76 WP_136896103

Paraburkholderia 

phenazinium ES_FE-G6
99 72 WP_133892001 98 77 WP_122158145 83 71 WP_122158146

Paraburkholderia 

ginsengiterrae
98 78 WP_064265715 85 68 WP_131799814

Burkholderia 

cenocepacia
98 75 WP_052102514 85 71 WP_144397860

Variovorax sp. B4

Variovorax sp. WDL1

Cover Ident Acceso Cover Ident Acceso Cover Ident Acceso 

Trinickia sp. 7GSK02 98 76 WP_136896337 97 80 WP_136896104

Paraburkholderia 

phenazinium ES_FE-G6
99 72 WP_123388236 93 71 WP_122158148 98 79 WP_122158149

Paraburkholderia 

ginsengiterrae
99 75 WP_064265713 82 51 WP_064265975 98 82 WP_064265712

Burkholderia 

cenocepacia
99 71 WP_080293134 98 79  AIO35422.1

Variovorax sp. B4

Variovorax sp. WDL1 89 57

Cover Ident Acceso Cover Ident Acceso Cover Ident Acceso 

Trinickia sp. 7GSK02 97 76 WP_136896105 99 74 WP_136896338 96 76  WP_136896106

Paraburkholderia 

phenazinium ES_FE-G6
98 71  WP_123388235 99 70 WP_122158151 98 70 WP_122158152

Paraburkholderia 

ginsengiterrae
98 70  WP_082902579 97 73 WP_064265711 93 68 WP_064286764

Burkholderia 

cenocepacia
99 71  WP_080293018 97 73  WP_040130005 95 76 WP_040131816

Variovorax sp. B4

Variovorax sp. WDL1 75 56  KWT88531 97 65

Microorganismo 

Microorganismo 

cadB2 cadB1 cadA

cadP1 cadT cadH 

cadQT cadR

Microorganismo 
cadC cadD cadX

cadP2 

Microorganismo 
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ANEXO A.2 METODOLOGÍA REALIZADA PARA TRABAJO EXPERIMENTAL 

COMPLEMENTARIO 

 
 

A.2.1 Construcción de la mutante mediante eliminación dirigida del gen cadC. 

Se realizará una adaptación a la metodología reportada por Colín, 2018. La cual establece la 

eliminación de un gen mediante eliminaciones no polares, a través de la eliminación dirigida 

por digestión y ligación. 

 

A.2.2 Deleción dirigida del gen cadC mediante digestión y ligación. 

Se amplifican mediante PCR dos productos, un producto rio arriba y un producto rio abajo de 

1,300 y 700 pb, respectivamente. Los oligonucleótidos que flanquean inmediatamente el gen 

cadC, mantienen el codón de inicio del gen cadC en el producto rio arriba y el codón de paro 

en el producto rio abajo, además, un sitio de restricción XbaI fue insertado en el extremo 3ô del 

producto rio arriba y en el extremo 5ô del producto rio abajo. También se insertó un sitio de 

restricción que reconoce la enzima PstI único fue insertado en el extremo 5ô del producto rio 

abajo, al igual que un sitio de restricción que reconoce la enzima BamHI en el extremo 3ô del 

producto rio abajo. Los cuales son compatibles con el vector de recombinación pK18mobSacB 

y no están presentes en las regiones rio arriba y rio abajo amplificadas (Figura 4.1). 
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Figura A.1 Metodología para la eliminación de genes mediante digestión y ligación, en el 

esquema se puede observar la metodología para la eliminación del gen cadC. Los sitios de restricción 

compatibles con el vector pK18mobsacB se pueden observar de color rojo y verde, mientras que los 

sitios de restricción compatibles para la ligación del fragmento rieron arriba (cadR) y rio abajo (cadD) 

de cadC se puede observar de color gris. 

  

El producto rio abajo es amplificado como se describe anteriormente. Las digestiones 

enzimáticas de los sitios de restricción compatibles con el fragmento rio arriba y con el vector 

pK18mobsacB, del producto rio debajo de 700pb y del vector pK18mobsacB, se prepararán 

de acuerdo a las especificaciones del fabricante y serán incubadas a 37°C overnight (8-16 h), 

al término de este periodo, se inactivan a 65°C por 10 min, y se purifican con un kit de 

ThermoScientific (#K0691) acorde a las especificaciones del fabricante y son cuantificadas en 

un espectrofotómetro de placa EPOCH de BioTek. La ligación se lleva a cabo con un kit de 

ThermoScientific (#K1422) en una relación 3:1 inserto: vector en nanogramos, en un volumen 

final de 20 uL a 4°C por 16 horas (Tabla 4.5). 






