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RESUMEN

El &cido cloranilico es una benzoquinona clorada que presenta similitud estructural
con subproductos de la degradacion bidtica y abidtica de contaminantes como el
pentaclorofenol o el hexaclorociclohexano, asi como de los productos de la degradacion de
lignina. El estudio gendmico de la biodegradacién de esta benzoquinona puede sentar las
bases para el desarrollo de tecnologias de degradacion microbiana de contaminantes
recalcitrantes. Para comprender los procesos metabdlicos a través de los cuales los
microorganismos son capaces de remover algunos contaminantes presentes en el ambiente,
es necesario esclarecer los mecanismos de degradacion, de transporte y de transferencia
horizontal de los genes involucrados en la mineralizacién de acido cloranilico.

El objetivo de este trabajo fue caracterizar a nivel molecular los genes involucrados en la
degradacién de acido cloranilico, via la secuenciacion genémica de la cepa TQO7. Asi como
establecer el mecanismo de escision involucrado en la pérdida de los genes que participan
en la degradacion de acido cloranilico en las mutantes espontaneas.

Por medio de la secuenciacibn masiva del genoma de la cepa TQO7 y un analisis
filogendmico se logré ensamblar el 98% del genoma, asi mismo se realizé la reclasificacion
de esta cepa como Herbaspirillum lusitanum TQO7. A partir de la secuenciacién se obtuvo un
perfil funcional basado en la identificacién de dominios presentes en las enzimas y proteinas
implicadas en las vias de degradacién y transporte de diferentes compuestos aromaticos. En
total, se trabajé con 12 vias metabdlicas constituidas por 58 proteinas, de las cuales, se
distinguieron 48 dominios Unicos (algunos dominios estaban presentes en mas de una
proteina). Una vez que los resultados fueron revisados y filtrados se identificaron dos
posibles dioxigenasas, una Homogentisato dioxigenasa y una Catecol 2,3-dioxigenasa,
siendo esta Ultima, la mejor candidata para ser la dioxigenasa implicada en el proceso de
degradacion de acido cloranilico. Adicionalmente se evalu6 la capacidad que tiene la cepa
Herbaspirillum lusitanum TQO7 para degradar compuestos estructuralmente parecidos al
acido cloranilico, evaluando 5 compuestos (tetracloro-p-benzoquinona, tetrahidroxi-1,4-
benzoquinona, 2,5-dihidroxi-1,4-benzoquinona, benzoquinona e hidroquinona). Se establecid
qgue ninguno de ellos pudo ser utilizado como Unica fuente de carbono y energia por la cepa,
lo cual puede deberse a que ninguno de estos compuestos presenta cloro en su estructura.
Segun los resultados obtenidos de la secuenciacion masiva dentro de la region inestable del

genoma se encuentra un receptor de cloro, por lo que estos compuestos podrian no ser
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reconocidos por las enzimas involucradas en la degradacién. También, se buscaron e
identificaron genes implicados en los procesos de recombinacion con el fin de determinar el
mecanismo involucrado en la escision de la isla gendmica que contiene los genes
involucrados en el transporte y degradacion de &cido cloranilico. Uno de los sistemas
analizados fue el sistema XerCD compuesto por las recombinasas XerC y XerD
pertenecientes a la familia de las tirosina recombinasas. La cepa Herbaspirillum lusitanum
TQO7 posee cuatro sistemas XerCD, de los cuales uno se encuentra flanqueando la isla
genémica de degradacién delimitando la regibn con homologia contra el género
Herbaspirillum. Finalmente, se identificaron sitios diff que son regiones de reconocimiento de
las proteinas XerCD y mediante ensayos de PCR de las zonas aledafia a estos sitios se
logré delimitar uno de los extremos implicados en la recombinacién a una secuencia de
721pb.
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ABSTRACT

Chloranilic acid is a chlorinated benzoquinone that exhibits structural similarity with products
of biotic and abiotic degradation of contaminants such as pentachlorophenol or
hexachlorocyclohexane as well as lignin degradation products. The genomic study of the
biodegradation of this benzoquinone can lay the foundations for the development of microbial
degradation technologies for recalcitrant pollutants. To understand the metabolic processes
through which microorganisms are able to remove some contaminants present in the
environment, it is necessary to clarify the mechanisms of degradation, transport and
horizontal transfer of genes involved in chloranilic acid mineralization.

The objective of this work was to characterize at a molecular level the genes involved in the
degradation of chloranilic acid via the genomic sequencing of the TQQ7 strain. As well as
establishing the mechanism of cleavage involved in the loss of genes involved in the
degradation of chloranilic acid in spontaneous mutants.

Through mass sequencing of the genome of the TQO7 strain and a phylogenetic analysis,
98% of the genome was assembled, as well as the reclassification of this strain as
Herbaspirillum lusitanum TQO7. From the sequencing a functional profile was obtained based
on the identification of domains present in the enzymes and proteins involved in the
degradation and transport pathways of different aromatic compounds. In total, we worked
with 12 metabolic pathways consisting of 58 proteins, of which 48 unique domains were
distinguished (some domains were present in more than one protein). Once the results were
reviewed and filtered, two possible dioxygenases, one homogentisate dioxygenase and one
2,3-dioxygenase catechol were identified, the latter being the best candidate to be the
dioxygenase involved in the chloranilic acid degradation process. In addition, the ability of the
Herbaspirillum lusitanum strain TQO7 to degrade compounds structurally similar to chloranilic
acid was evaluated by evaluating 5 compounds (tetrachloro-p-benzoquinone, tetrahydroxy-
1,4-benzoquinone, 2,5-dihydroxy-1,4-benzoquinone , Benzoquinone and hydroquinone). It
was established that none of them could be used as the only source of carbon and energy by
the strain, which may be because none of these compounds has chlorine in its structure.
According to the results obtained from massive sequencing within the unstable region of the
genome is a chlorine receptor, so these compounds may not be recognized by the enzymes
involved in the degradation. We also sought and identified genes involved in recombination

processes in order to determine the mechanism involved in cleavage of the genomic island
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containing the genes involved in the transport and degradation of chloranilic acid. One of the
systems analyzed was the XerCD system composed of the XerC and XerD recombinases
belonging to the family of tyrosine recombinase. The strain Herbaspirillum lusitanum TQO7
possesses four XerCD systems, one of which is flanking the genomic island of degradation
delimiting the region with homology against the genus Herbaspirillum. Finally, diff sites were
identified that are regions of recognition of the XerCD proteins and by means of PCR tests of
the zones bordering to these sites it was possible to delimit one of the extremes involved in

the recombination to a sequence of 721bp.
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CAPITULO 1. MARCO TEORICO

1.1 Introduccion

Se entiende por contaminacién la presencia de sustancias en una concentracion mayor a la
natural, perjudicando el ambiente o alguno de sus componentes (Castillo, 2005). La
contaminacién de la biosfera con compuestos aromaticos clorados causa graves efectos en
los organismos, entre ellos la alteracion de la respuesta inmunoldgica. La toxicidad de estos
compuestos varia de una sustancia a otra, en general, se absorben rapidamente y tienen
efectos téxicos en el sistema nervioso central y en algunos érganos como el rifién, higado y
miocardio (Zhao et al., 2000). Se ha comprobado que algunos de éstos compuestos tienen
efectos estrogénicos, mutagénicos y algunos compuestos aromaticos como los clorofenoles,
ademas son carcinogénicos, ya que son incorporados al ADN de forma errGnea por la
magquinaria enzimatica de duplicacién de los acidos nucleicos (Diaz, 2004; Castillo, 2005).

El acronimo PCBs (bifenilos policlorados) se refiere a un grupo de compuestos quimicos
organoclorados industriales que a pesar de haber surgido como una preocupacion ambiental
de importancia a partir de los 80’s fue hasta el ano de 1996 cuando fueron descritos como
contaminantes (Manahan, 2007). Los PCBs tienen una estabilidad quimica, biolégica y
térmica muy alta, asi como una baja presién de vapor y altas constantes dieléctricas, por lo
que han sido usados como aislantes-refrigerantes en transformadores y condensadores
eléctricos, lo cual contribuyé a su extensa dispersion en el ambiente, debido a las
caracteristicas antes mencionadas, al igual que muchos otros compuestos organoclorados,
son altamente persistentes y bioacumulables (Montiel, 2005). Debido a su mal manejo, los
PCBs han ocasionado diferentes problemas ambientales en el mundo, tales como; la pérdida
de suelo fértil ademas de ser sefialados como causantes de diferentes enfermedades entre
las que se encuentra el cancer (Colin, 2004).

Dentro de los fenilos policlorados, un contaminante muy distribuido es el pentaclorofenol
(PCP), el cual ha sido empleado como conservador de madera, ademas de ser utilizado para
la produccion de herbicidas o plaguicidas (Wilkinson, 1979). A pesar de los efectos tdxicos
gue dicho contaminante presenta, en paises cuya legislacion no regula los efectos
secundarios de los contaminantes en la salud humana, el PCP se sigue utilizando y debido a
gue la degradacién de este contaminante ocurre por procesos muy lentos; este tiende a

bioacumularse e incluso a biomagnificarse (Montiel, 2005). Se sabe que el PCP impide la
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respiracion celular ya que inhibe la fosforilacion oxidativa, lo cual lo hace un compuesto
toxico para cualquier organismo, ademas de ser considerado un potente cancerigeno y
teratdgeno por tener la capacidad de formar aductos en el ADN (Dai et al., 2003 y 2005; Sarr
et al.,, 1995). Es importante mencionar que uno de los subproductos principales de la
oxidacion de este compuesto es el p-cloranilo y estudios realizados previamente demuestran
que en condiciones ligeramente alcalinas el p-cloranilo es hidrolizado, produciendo acido
cloranilico (AC: 2,5-dicloro-3,6-dihidroxi-1,4-benzoquinona), (Dai et al., 2003 y 2005; Sarr et
al., 1995).

El &cido cloranilico es una benzoquinona hidrosoluble que presenta una coloracion violeta-
rojiza en solucion acuosa, presenta similitud con estructuras organicas de productos
contaminantes, asi como de algunos derivados de la degradaciéon de lignina (Trevifio-
Quintanilla, 2002), por lo que la investigacion de la biodegradacién de este compuesto puede
sentar las bases para estudios sobre la degradaciébn microbiana de contaminantes
recalcitrantes; sin embargo, para comprender los procesos metabdlicos por los cuales los
organismos son capaces de remover algunos contaminantes presentes en el ambiente, es
necesario esclarecer las vias degradativas, de transporte y de transferencia horizontal

involucradas en la degradacion

1.1.1 Compuestos aroméaticos y organoclorados en el ambiente

Los compuestos aromaticos son sistemas ciclicos que poseen una gran energia de
resonancia y en los que todos los atomos del anillo forman parte de un sistema conjugado
unico (Graham, 2004). Debido a que tienen diferentes funciones, los compuestos aromaticos
se presentan de manera abundante en la naturaleza y son generados principalmente por las
plantas (Haggblom y Bossert, 2003). Algunos compuestos aromaticos naturales son
importantes para el funcionamiento de la célula, como los anillos aromaticos que intervienen
en el transporte de electrones llevado a cabo en la membrana, estos anillos estan presentes
en el triptéfano, la fenilalanina y la tirosina, asi como en las quinonas y los flavonoides.
Ademas los compuestos fendlicos, taninos y numerosas coenzimas aromaticas participan en
diferentes reacciones enzimaticas; sin embargo, algunos de estos compuestos de interés
industrial son considerados xenobidticos, dentro de estos Ultimos los mas importantes son
los compuestos aromaticos clorados (Haggblom y Bossert,2003;Molina,2012).

Actualmente los compuestos aromaticos altamente halogenados son empleados

ampliamente en diferentes actividades agricolas entre las cuales destacan su uso como
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insecticidas y herbicidas (Montiel, 2005). Dichos compuestos presentan caracteristicas
especificas tales como su estructura, asi como sus propiedades fisicas y quimicas, estas
caracteristicas especificas entre otros factores pueden hacer que el xenobiotico presente
resistencia a la degradacion; lo cual puede ocasionar un problema ambiental grave, ya que el
xenobidtico al no ser degradado se bioacumula y en ocasiones se biomagnifica a través de la
cadena alimenticia (Colin, 2004; Atlas y Bartha, 1993). La resistencia que presentan los
compuestos organicos clorados para ser biodegradados puede deberse a varios factores
(Alexander, 1981), entre los que se encuentran, sus caracteristicas estructurales, fisicas y
quimicas (Sanz, 2007). Dentro de las caracteristicas estructurales se hallan la estabilidad del
enlace carbono-halégeno, efectos alostéricos, grado de halogenacion, asi como la posicion
de los atomos de halégeno sobre el compuesto. Por otra parte, entre las caracteristicas
fisicas que influyen la degradacién de estos compuestos se encuentran la solubilidad,
concentracion, luz, pH y temperatura del ambiente ya que pueden favorecer o retrasar el
proceso de degradacién (Sanz, 2007).

Un factor de gran importancia para la degradacién de xenobiéticos es la biodisponibilidad, ya
que esta influye directamente en la tasa de degradacion, una biodisponibilidad baja puede
considerarse una causa de la recalcitrancia, ya que, la degradacion de xenobiéticos en sitios
contaminados se vuelve mas compleja y dificil por la adsorcion de compuestos organicos al
suelo conforme pasa el tiempo (Alexander, 1999; Focht, 2003). Otros factores relacionados
con la interaccion de los microorganismos con el contaminate es la incapacidad de los
microorganismos de introducir el compuesto a la célula (esto puede deberse a la falta de
permeasas; enzimas que transportan compuestos a través de la membrana), toxicidad del
compuesto, asi como fendbmenos de adsorcién con componentes del suelo (Atlas y Bartha,
1993).

2.2 Efectos de los compuestos organoclorados en el hombre

El hombre puede estar expuesto a los compuestos organoclorados de diferentes
maneras, esta exposicidbn provoca que estos compuestos se acumulen a partir de tres
formas, la oral (por ingestion), la inhalacion (a través de las vias respiratorias) y la dérmica (a
través de la piel) (Colin, 2004). Cuando los compuestos organoclorados son incorporados en
el organismo humano se almacenan en el tejido graso donde suelen ser inactivos; sin

embargo, cuando los depdsitos adiposos se movilizan debido a una alimentacién deficiente
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los compuestos organoclorados son liberados al torrente sanguineo, donde si alcanzan
niveles altos de concentracion producen efectos tdxicos para la salud (Calva y Torres 1998).
Entre los efectos toxicos que los compuestos organoclorados pueden generar se encuentran
reacciones alérgicas, alteraciones metabdlicas y en algunos casos, como es la exposicion al
HCH (hexaclorociclohexano), puede causar la porfiria, enfermedad en donde las porfirinas se
producen en exceso en el higado, se acumulan en el cuerpo y causan una gran sensibilidad
de la piel a la luz (Ramirez y Lacasafia, 2001).

Debido a la conexién que existe entre contaminacion y salud es necesario desarrollar
tecnologias que permitan remover los contaminantes que puedan representar un riesgo para
la salud humana. Se ha reportado que existen microorganismos capaces de degradar
eficientemente contaminantes presentes en la biosfera al utilizarlos como fuente de carbono
y energia (Prieto, 1995). Es por ello que resulta de gran interés estudiar el potencial de los

microorganismos para remediar los problemas de contaminacién ambiental.

1.1.2 Degradacién de compuestos aromaticos

Existe una gran variedad de organismos capaces de degradar compuestos aromaticos y esta
degradaciéon se puede llevar a cabo de manera aerobia o anaerobia. Para llevar a cabo el
catabolismo de compuestos aromaticos en condiciones anaerobias se requiere el uso de
aceptores de electrones diferentes al oxigeno y esto dependera de la disponibilidad de dicho
aceptor, ademas de la posible competencia de los organismos por este aceptor (Lovley,
2003; Diaz, 2004). En la Figura 1, se observa la degradacion de compuestos aromaticos
mediante la utilizacion de aceptores electrénicos como NOz™* y Fe (lIl) donde se obtiene una
eficiencia energética solo un poco menor que en el uso de oxigeno, sin embargo con el uso
de aceptores como SO,% H, o CO, la eficiencia energética disminuye de manera
significativa (Field et al., 1995; Diaz 2004; Molina, 2012). Es importante sefalar que los
organismos fermentadores necesitan establecer una sintotrofia para poder llevar a cabo una
biodegradacién completa debido a que solo es favorable energéticamente si utilizan los
productos finales generados en la fermentacion metanogénica (Molina, 2012). Ademas las
bacterias fotosintéticas obtienen su energia de la luz y forman intermediarios metabdlicos de
las reacciones biosintéticas a partir de la degradacion de compuestos aromaticos (Gibson &
Harwood, 2002; Diaz, 2004; Molina, 2012).
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Figura 1. Utilizacién microbiana de los compuestos aroméaticos (Molina, 2012).

En la figura 1 puede observarse, a la derecha, la energética de la degradacion con los
distintos tipos de respiracion utilizando el benzoato como compuesto modelo. Los distintos
tipos de microorganismos representativos de cada metabolismo estan en paréntesis. Los
distintos tipos de microorganismos con respecto a su respiracion se presentan en recuadros
de color rojo (Widdel & Rabus, 2001; Diaz, 2004).

El catabolismo de compuestos aromaticos en condiciones aerobias se lleva a cabo mediante
el uso de oxigeno para la ruptura del anillo aroméatico (Burton, 2003), estas reacciones son
llevadas a cabo por oxigenasas que son enzimas capaces de integrar oxigeno al anillo
aromatico (Hayasi, 1995), estas enzimas pueden ser mono o dioxigenasas. Siendo las
monooxigenasas las responsables de catalizar la incorporacién de un atomo de oxigeno
molecular al compuesto organico y reduciendo el atomo restante hasta agua utilizando
NADH y NADPH para poder llevar a cabo este proceso, mientras que las dioxigenasas
incorporan ambos atomos de la molécula de oxigeno al compuesto organico (Burton, 2003;
Boyd & Bugg, 2006; Bugg, 2006).

En la Figura 2, se puede observar el mecanismo de accion de estas enzimas
(monooxigenasas y dioxigenasas). La introduccién de un grupo hidroxilo facilita el corte del

anillo mediante una dioxigenasa, el ejemplo muestra una molécula de benceno a la cual se le
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incorporan dos grupos hidroxilo y posteriormente forman extremos carboxilos, linearizando la
molécula. Estas reacciones son dependientes de la presencia de oxigeno (Fuchs, 2008).

Los mecanismos aerobios mas estudiados para la degradacién de clorofenoles y sus
derivados son: 1) Catdlisis mediante monooxigenasas, estas enzimas pueden catalizar la
hidroxilacion en la posicion ortho del anillo, resultando en la formacion de clorocatecoles que
pueden ser degradados mediante la via de corte ortho o meta (Solyanikova, 2011; Hollender,
1997) o hidroxilado antes de la escisién de anillos; 2) Las monooxigenasas pueden catalizar
la hidroxilacion en la posicion para del anillo fendlico, formando una clorohidroquinona cuya
degradacién se puede llevar a cabo mediante la via de las hidroquinonas (Nordin et al.,
2005) o dehalogenacion (Xun et al., 1992) antes de la escisién del anillo; 3) La degradacion
de cloronitrofenoles puede ser iniciada mediante la via de hidroxilacién, dehalogenacion
reductiva o reduccion del grupo nitro (Pandey et al., 2011; PK et al., 2012); 4) La
degradacion de 4-cloro-2-nitrofenol puede iniciar con la reduccién del grupo nitro a amino
catalizado por la enzima 4-cloro-2-nitrofenol reductasa seguido del corte del anillo (PK et al.,
2012).

CH CH,OH
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Figura 2. Reaccion enzimatica de una monooxigenasa sobre una molécula de tolueno y
reaccion enzimatica de una dioxigenasa sobre una molecula de benzeno (Molina, 2012).

La canalizacion del catabolismo aerobio incluye vias metabdlicas periféricas involucrando
reacciones de oxigenacion llevadas a cabo por monooxigenasas o dioxigenasas y dando
origen a anillos dihidroxilados (Jimenez, 2006). Estos compuestos intermedios son
procesados a traves de la via de corte meta o para, permitiendo asi que estos intermediarios
tales como catecol, gentisato, protocatecuato, homoprotocatecuato, homogentisato,

hidroquinona e hidroxiquinona, puedan incorporarse al metabolismo central, los cuales son
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transformados en &cidos tricarboxilicos y finalmente incorporados al ciclo de Krebs
(Harayama y Timmis, 1992).

Por otro lado, para que un microorganismo sea capaz de obtener fuentes de carbono
debe captar los nutrientes necesarios para su metabolismo desde el medio exterior. Debido a
la obstruccion que la membrana presenta a los compuestos hidrofilicos, deben existir
mecanismos especificos que permitan el paso de estos compuestos del medio exterior al
interior del microorganismo, es decir; debe tener mecanismos de transporte. Existen
diferentes mecanismos por los cuales los microorganismos pueden incorporar compuestos a
su interior, el transporte de estos compuestos puede ser pasivo o activo (Torres y Gonzales,
2004), el transporte pasivo no necesita energia adicional en forma de ATP ya que las
moléculas son desplazadas por gradientes ya sean de concentracion, electricidad o presion
(Monge et al., 2002) mientras que para el transporte activo, es necesario el uso de energia
quimica en forma de ATP (Torres y Gonzales,2004).

El transporte activo de compuestos aromaticos en las bacterias facilita el proceso
degradativo ya que aumenta la eficacia y velocidad de la adiccion del sustrato a las células,
dentro de los genes reportados en el transporte de compuestos aromaticos se encuentran
los reguladores como es el caso de benPK que es parte de un regulon complejo que sugiere
fuertemente un papel para BenP y BenK en la degradacion de compuestos aromaticos (Clark
et al., 2009). Ademas de los reguladores se ha reportado la importancia de otras proteinas
como las permeasas, un ejemplo de estas es PcaK en Pseudomonas putida, esta permeasa
pertenece a la superfamilia MFS, que actiia como un transportador ademas de participar en
la quimiotaxis y de esta manera facilita la degradacion de compuestos aromaticos (Luu et al.,
2015). En cambio en el transporte pasivo, una de las proteinas mayormente reportadas son
las porinas, que pertenecen a las proteinas integrales de membrana, estas se ubican en la
membrana celular externa de los microorganismos gram negativos y funcionan como poros a
través de los cuales las moléculas hidrofilicas como iones, nutrientes y compuestos
aromaticos se pueden transportar. A diferencia de otras proteinas de transporte de
membranas, las porinas son lo suficientemente grandes para permitir procesos de difusion
pasiva, por tanto actian como canales que son especificos para diferentes tipos de
moléculas (Lubert et al., 2003). La importancia de estas proteinas dentro de la ruta
catabodlica del acido cloranilico radica en que estas permiten llevar a cabo procesos
dindmicos como el transporte de compuestos o informacion a través de la membrana (Lubert

et al., 2003). Se han caracterizados varios transportadores de membrana externa, en 2002
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Todd y colaboradores determinaron que BenP permite el transporte de muconato en
Acinetobacter sp. ADP1, posteriormente en el afio 2008 Hearn y colaboradores identificaron
que las proteinas TodX y ThuX permiten el transporte de tolueno en Pseudomonas putida y
Ralstonia pickettii respectivamente, ademas en el afio 2012 Pietri y colaboradores
identificaron que la proteina RPA0668 permite el transporte de 4-hidroxibenzoato en R.
palustris ademés de identificar que el transporte de p-cumarato en R. palustris es facilitado
por la proteina RPA1789.

. Con respecto a los transportadores de membrana interna en el afio 2002 Todd y
colaboradores determinaron que la proteina BenK le confiere a Acinetobacter sp. ADP1 la
capacidad de transportar benzoato, posteriormente en el afio 2013, Shang y colaboradores
identificaron que las proteinas PheP y AroP permiten el transporte de fenilalanina en C.
glutamicum y E. coli respectivamente, en el mismo afio Salmon y colaboradores

determinaron que la proteina RPA1782 facilita el transporte de cumarato en R. palustris.

Por lo anterior se puede suponer que las porinas y transportadores de membrana interna
forman un sistema de transporte al citosol de la célula para facilitar la degradacion del AC,
sin embargo es importante destacar la importancia que otras enzimas tienen en la
degradaciéon de compuestos organoclorados como es el caso de las benzoquinonas (Trevifio
et al., 2002).
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CAPITULO 2. ANTECEDENTES

2.1 Acido cloranilico como contaminante ambiental

Se ha demostrado que en algunos procesos de biodegradacién las benzoquinonas son parte
del metabolismo de los compuestos aromaticos, por ejemplo; pentaclorofenol por
Flavobacterium sp., (Steiert et al., 1986), p-nitrofenol por la cepa mutante JS1490 de
Arthrobacter sp., 5-clorohidroxiquinol por Burkholderia cepacia (Sangodkaretal, 1988;
Daubaras et al., 1995) y 2,4-dinitrotolueno por Burkholderia sp. DNT (Haigler et al., 1996). Un
punto importante es que las benzoquinonas presentan una coloracion rojiza en solucion
acuosa facilitando el aislamiento de cepas involucradas en la degradacion de este tipo de
compuestos, ademas de la formacion de halos incoloros en torno a las colonias que son
capaces de crecer en medios sélidos suplementados con benzoquinonas, lo que ha
permitido estudiar a nivel molecular la degradacion al emplear este fenotipo para aislar
mutantes incapaces de degradarlas (Trevifio-Quintanilla et al., 2002).

El &cido cloranilico (AC: 2,5-dicloro-3,6-dihidroxibenzo-1,4-benzoquinona) es una quinona
gue presenta una coloracién violeta-rojiza en solucion acuosa y que al reducirse posee una
similitud estructural con los intermediarios de la via de los clorohidroxiquinoles, las
propiedades quimicas del &cido cloranilico le confieren a este su caracteristica irritante,
haciéndolo dafino para la salud humana. Este compuesto se encuentra en la biosfera como
un subproducto del blanqueado de la pulpa de papel y de la degradacién abibtica del
pentaclorofenol PCP (Trevifio-Quintanilla et al., 2002).

La recalcitrancia de este compuesto asi como, su susceptibilidad a la biodegradacion en
ambientes acuosos fue estudiada previamente, pero su recuperacion de efluentes tratados
mediante un sistema biol6gico convencional sugiere que no se degrada facilmente bajo estas
condiciones (Remberger et al., 1991; Trevifio-Quintanilla et al., 2002).

Una de las caracteristicas mas interesantes del &cido cloranilico es, que forma sales
estables con cationes metdlicos, por lo que es ampliamente utilizado para la deteccion
espectrofotométrica de metales. Otra, es la coloracion que presenta en soluciéon acuosa, lo
gue hace a este compuesto cloro aromatico muy util para el aislamiento de microorganismos
capaces de degradarlo y simplifica el estudio de su via metabdlica (Trevifio-Quintanilla et al.,
2002).
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2.2 Degradacion de acido cloranilico por la cepa Pseudomonas putida TQO7

En estudios previos para evaluar, a nivel molecular, la degradacion de compuestos
aromaticos clorados, se utiliz6 como molécula modelo el acido cloranilico (AC). Como se
menciono previamente, el 4cido cloranilico tiene en solucién acuosa un color violeta-rojizo, lo
cual permitié establecer su degradacion observando la desaparicion de este color al inocular
las muestras ambientales en medio mineral que contienen AC como Unica fuente de carbono
y energia (Trevifio et al., 2002), de dichas muestras se aislé una bacteria en forma de bacilo
Gram-negativa, catalasa y oxidasa positiva que presenta flagelos polares y no forma capsula
ni esporas ademas esta bacteria formd pequefias colonias grises que presentaban halos
incoloros en torno a ellas demostrando su capacidad para degradar AC. Esta bacteria fue
denominada cepa TQO7, y por las caracteristicas morfolégicas y bioquimicas se clasificé
como Pseudomonas sp, sin embargo en el afio 2015 la cepa se reclasific6 como
Herbaspirillum por medio de una secuenciacion del gen ribosomal 16S y un analisis
bioinformatico de la secuencia obtenida se encontré una identidad del 99% correspondiente
con la cepa Herbaspirillum lusitanum.

A partir de esta cepa se generaron y seleccionaron varias mutantes, mediante la insercion
del transposon miniTn5kmlacZ2, sin la capacidad degradativa del AC (de Lorenzo et al.,
1990) permitiendo caracterizar ampliamente a la mutante cad26, identificando el gen cadA,
gue codifica para una enzima con una gran identidad a FAD-monooxigenasas involucrada en
la degradacion de compuestos aromaticos y cloro aromaticos ademas de establecer que las
inserciones estan agrupadas en una regién inestable del genoma de este microorganismo de
15-Kb, ya que al crecer esta cepa en medio ricos pierde esta region y por lo tanto la
capacidad de degradar AC.

Por otra parte se realizé la caracterizacién parcial de otros genes presentes en 19 Kb del
césmido pLG3020 que fue seleccionado de un banco genémico por complementar a las
mutantes generadas, algunos de estos genes son: 1) En la mutante cad82 la insercion esta
en un gen regulador de la familia LysR, este tipo de reguladores esta involucrado en el
control de la degradacion de compuestos aromaticos, 2) En la mutante cad50 la insercion se
encuentra en un gen que presenta identidad con la enzima pirona dicarboxilico hidrolasa
involucrada en la degradacion del compuesto aromatico protocatecuato y que no ha sido
relacionada con la degradacion de compuestos clorados, 3) las mutantes cad58 y cad64
contienen sus inserciones en un gen que presenta identidad con permeasas de membrana

“porinas” que permiten el paso de compuestos hidrofilicos al espacio periplasmico y que en
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muchos microorganismos forman parte de operones involucrados en la degradacion de
compuestos aromaticos, 4) la mutante cad78 presenta su insercibn en un gen que tiene
identidad con proteinas transportadoras de &cidos dicarboxilicos. Por ultimo también se
secuenciaron parcialmente otros cuatro genes contenidos en este fragmento de 19 Kb que
posiblemente estan involucrados en la degradacion de AC ya que, aunque no presentan
inserciones, genes homologos en otros microorganismos estan involucrados en la
degradacién de compuestos aromaticos.

A partir de un banco de mutantes generado por mutagénesis al azar en estudios previos con
la cepa TQO7, se obtuvieron secuencias producto de la lectura de los extremos del mini-
transposon Tnb insertado en regiones aleatorias del genoma de la cepa TQO07, mediante los
oligonucledtidos Tnl y TnO. Estas secuencias fueron comparadas con el banco de datos del
NCBI mediante la herramienta BLASTX para identificar secuencias homélogas que
permitieran reforzar la clasificacion taxonémica generada por el analisis del gen ribosomal
16S. Para facilitar la interpretacién de la homologia de los resultados del alineamiento se
recurre a un calculo ponderado considerando la cobertura del alineamiento y la identidad

correspondiente a cada secuencia (Tabla 1).

Mutante Proteina Organismo Homologia
ponderada
8Tnl Snl-specific diacylglycerol | Myotis brandtii 29.11%
lipase beta
8TnO* Aspartate racemase Herbaspirillum lusitanum P6-12 64.00%
10Tnl* Hypothetical protein Herbaspirillum lusitanum P6-12 96.03%
10TnO* Hypothetical protein Herbaspirillum lusitanum P6-12 62.04%
30Tnl* Peptidase Herbaspirillum lusitanum P6-12 68.16%
30TnO* Alanine acetyltransferase | Herbaspirillum lusitanum P6-12 64.86%
LG7 Tnl Iron ABC transporter ATP- | Herbaspirillum sp. CF444 68.62%
binding protein
LG7 TnO* | ABC transporter ATP- | Herbaspirillum lusitanum P6-12 67.89%
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binding protein

* Resultados de BLASTX donde los 3 primeros alineamientos corresponden al género

Herbaspirillum.

Tabla 1. Andlisis de homologia de secuencias obtenidas por la insercién de un mini-
transposon (miniTn5KmlacZ?2) para reforzar la clasificacion polifasica de la taxonomia de la
cepa TQO7.

De acuerdo al analisis de estas secuencias, siete de las ocho secuencias, reportan una
homologia significativa con el género Herbaspirillum, exceptuando la secuencia 8Tnl la cual
muestra como primer match Myotis brandtii, adicionalmente a este andlisis de secuencia se
realizd el ensamblado de un conjunto de genes involucrados en la degradacién de &cido

cloranilico por la cepa TQO7 contenidos en el c6smido pLG3020 (Figura 3).

Fsil EcoRl
| |

QT P2 H DCT P1

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
| ! | ! | ! | ! | ! | ! |

ORF INICIO FIN aa FUNCION

P1 6378 5269 390 Proteina de membrana

DCT 5180 3876 429 Transportador de acidos dicarboxilicos
H 3863 3384 145 Proteina hipotética

P2 3037 1901 380 Proteina de membrana

QT 1550 90 579 Proteina involucrada en quimiotaxis

Figura 3. Determinacion de la funcion de los ORFs de un conjunto de genes aislados de la cepa
TQO7 involucrados en la degradacion de acido cloranilico.

En cuanto a los genes involucrados en el transporte de &cido cloranilico, un fragmento del
genoma de la cepa TQO7 (Figura 3) contiene cinco ORFs distribuidos en una secuencia de
6835 pb. Al realizar los andlisis de homologia con BLASTX, 3 ORFs de Burkholderia
cenocepacia DDS 22E-1 presentaron la mayor homologia con los ORFs DCT, Hy P2 ,
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exhibiendo ademas la misma distribucién genémica que en la cepa TQO7. Los cinco ORFs
contenidos en esta region se asocian a proteinas de membrana de bacterias Gram negativas
(Colin, 2015).

El ORF P1 codifica para una proteina con un tamafio de 390 aminoacidos, ademas de
presentar dominios de porinas propias de bacterias Gram negativas (OmpC y Porin_4), los
cuales facilitan el transporte de moléculas hidrofilicas a través de la membrana externa por
ser dominios de canales de transporte acuosos. La insercion del mini-transposén Tn5lacZ2
en este gen, en dos mutantes al azar (cad58 y cad64) producen una disminucién en la tasa
de degradacion de 4cido cloranilico en la cepa TQO7.

El ORF DCT caodifica para una proteina de 429 aminoacidos y los analisis bioinforméticos
seflalan que contiene tres dominios asociados al transporte de acidos dicarboxilicos
(PRKO01663, GItP y SDF) los cuales podrian estar involucrados en el transporte de glutamato
de acuerdo al analisis de BLASTX (Colin, 2015). La insercion del mini-transposén TnblacZ2
en este gen, en la mutante al azar (cad78) produce una disminucién en la tasa de
degradacion de acido cloranilico en la cepa TQO7.

El OFR H codifica para una proteina de 145 aminoacidos y el analisis bioinformatico
realizado sefiala que presenta un dominio conservado (YghR), identificado en la familia
Bacillaceae, que a pesar de que su funcion es desconocida, parece estar asociado a la
membrana celular (Marchler-Bauer et al., 2015).

El ORF P2 posee una gran similitud con el ORF P1 pues presenta un tamafio de 380
aminoacidos, habiendo una diferencia de solo 10 aminoacidos ademas de presentar los
mismos dominios de porinas propias de bacterias Gram negativas (OmpC y Porin_4) (Colin,
2015).

El ORF QT codifica para una proteina de 579 aminoacidos y contiene 5 dominios asociados
a la quimiotaxis (MCP_signal, PRK15041, Tar, MCPsignal y MA), los MCP’s (Methyl-
accepting chemotaxis protein) son complejos proteicos integrales transmembranales que
controlan la quimiotaxis bacteriana (Lacal et al., 2010).

A pesar de que estos genes han sido caracterizados a nivel bioinformatico y se cuenta con
resultados parciales del efecto sobre la degradacion de &cido cloranilico de la mutacion de
los mismos por insercion, hasta la fecha no se ha realizado la caracterizacion experimental
completa de los mismos, es por ello que este trabajo se concentré en obtener resultados de
la caracterizacion experimental de los genes de la cepa TQO07 que estan involucrados en el

transporte y degradacion de acido cloranilico.
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CAPITULO 3. OBJETIVOS

3.1 Planteamiento del problema

Debido a la conexidon que existe entre contaminacién y salud, es necesario desarrollar
tecnologias que permitan degradar los contaminantes que representen un riesgo para la
salud humana. Es por ello que resulta fundamental estudiar el transporte y metabolismo por
el cual los microorganismos son capaces de utilizar contaminantes como fuente de carbono.
Actualmente las vias de transporte y metabdlicas por las cuales los contaminantes pueden
ser utilizados como fuente de carbono por diferentes microorganismos son poco claras ya
gue no existen estudios suficientes en este tema, por ello el contaminante objeto de estudio
en este trabajo es el acido cloranilico, el cual se ha demostrado que puede ser mineralizado
por una cepa que, hasta el 2014, se identific6 como Pseudomonas putida TQO7 siendo en
este afio reclasificada como Herbaspirillum sp. TQO7. Se presume que en la degradacion del
AC por esta cepa intervienen diferentes genes que presentan homologia con reguladores,
transportadores, porinas y proteinas de quimiotaxis los cuales estar contenidos en una
region inestable del genoma. Sin embargo, esto no se ha comprobado experimentalmente,
es por ello que este trabajo se centrara en secuenciar el genoma completo de la cepa
Herbaspirillum sp. TQO7 para poder realizar la caracterizacién del sistema de escision de los

genes involucrados en la degradacion de acido cloranilico.

3.2 Justificacion

El &cido cloranilico es un compuesto modelo que presenta similitud con estructuras
organicas de productos contaminantes, asi como de aquellos derivados de la degradacion de
lignina. Para comprender los procesos metabélicos por los cuales los microorganismos son
capaces de remover algunos contaminantes presentes en el ambiente, es necesario
esclarecer las vias degradativas, de transporte y transferencia horizontal involucrados en el
metabolismo de &cido cloranilico por lo cual en este trabajo se realiz6 la caracterizacion
experimental de la secuencia gendmica de la cepa TQO7 asociada a la degradacion del
acido cloranilico, asi como del sistema de escision de los genes involucrados en la

degradacion.

29



3.3 Hipotesis

El analisis de la secuencia gendmica de la cepa TQO7, permitird establecer la ubicacion de
los genes involucrados en la degradacion de acido cloranilico y del mecanismo de escision
de los mismos, en las mutantes que pierden la capacidad de degradar &cido cloranilico de

manera espontanea.
34 Objetivos

3.4.1 Objetivo general
Caracterizar a nivel molecular, via la secuenciacidon masiva del genoma de la cepa TQO7, los
genes involucrados en la degradacién de acido cloranilico y en la escisién espontanea de los

mismos.

3.4.2 Objetivos especificos

> Secuenciar el genoma completo de la cepa TQO7 para finalizar la caracterizacion
taxondmica y metabdlica de este microorganismo.

XS Identificar en el genoma de la cepa TQO7 genes que codifiquen para dioxigenasas de
anillos aromaticos con el fin de establecer la posible dioxigenasa involucrada en la
degradacién de acido cloranilico.

XS Caracterizar experimentalmente la region de escision de los genes involucrados en la
degradacién de acido cloranilico por la cepa TQO?7.

.

XS Evaluar la degradacion de diferentes compuestos homdlogos al acido cloranilico por
la cepa TQO7.
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CAPITULO 4. METODOLOGIA

4.1  Crecimiento y mantenimiento de la cepa TQO7

Los cultivos de la cepa TQO7 se realizaron en medio minimo (MM) constituido de: agua
desionizada, 1000 ml; K;HPO,4 1.0 g; KH,PO, 0.5 g; NH;NO; 1.0 g; MgSO, .7H,O 0.2 g;
NaCl, 0.1 g; y FeCl; 0.02 g (El pH final se ajusté a 6.8) o en caldo nutritivo (CN). El acido
cloranilico se esterilizd por filtracién y se afiadié a una concentracion final de 400 mg/l al
medio. Los cultivos se incubaron de 24 a 48 horas a una temperatura de 30°C con una
velocidad de agitacion de 250 rpm. A partir del cultivo obtenido se estriaron cajas petri con
agar nutritivo o agar medio minimo adicionadas con AC como Unica fuente de carbono para

poder observar la degradacién de este compuesto.

4.2 Secuenciacion genémica de la cepa TQO7

Para la secuenciacion del genoma de la cepa TQO7 (Figura 4) se purific6 ADN gendémico de
un cultivo fresco iniciado con una colonia aislada, la purificacion se llevo a cabo mediante un
Kit comercial (Thermo Scientific GeneJet Genomic DNA purification Kit No. de catélogo
K0721), una vez obtenido el ADN se realiz6 una amplificacion mediante PCR del gen
ribosomal 16s empleando los oligonucledtidos FD1 y RP2 para confirmar la identidad de la
cepay la pureza del ADN purificado, posteriormente se verifico que el ADN cumpliera con las
caracteristicas solicitadas por el Instituto de Biotecnologia de la UNAM en cuanto a pureza,
concentracion e integridad; una vez evaluadas las caracteristicas del ADN se envi6 a la
Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva de DNA (UUSMD) para su secuenciacion,
después de obtener los archivos de la secuenciacion masiva se enviaron a la compafia

Winter Genomics para su ensamble y analisis bioinformético.

Cultivar Obtencion Secuen
TQO7 de ADN .
Ensamblaje Andlisis de
de genoma secuencias

Figura 4.Metodologia a seguir para la secuenciacion de la cepa
Herbaspirillum Lusitanum TQO7



4.3 Identificacion de genes que codifiquen dioxigenasas en el genoma de la cepa
TQO7.

Para Identificar genes que codifiquen dioxigenasas en el genoma de la cepa TQO7, con el fin
de caracterizar la posible dioxigenasa involucrada en la degradacion de acido cloranilico, una
vez obtenido el ensamble del genoma y el mapa de los marcos abiertos de lectura se
determin6 que genes presentaban homologia con dioxigenasas mediante el programa RAST
(http://www.nmpdr.org/FIG/wiki/view.cgi/FIG/RapidAnnotationServer) (Figura 5). En total, se

trabajo con 12 vias metabdlicas constituidas por 58 proteinas de las cuales se distinguieron
48 dominios, las vias que se analizaron son Gentisato, Catecol, Corte Meta, Vanillato, 1,4-
benzoquinona, Tolueno, [B-ketoadipato, Hidroxiquinol, Protocatecuato, Fenol, Benzeno,
Carbazol y Pentaclorofenol para poder encontrar posibles oxigenasas asociadas a estas vias
de degradacion. De las vias antes mencionadas se realizaron alineamientos en BLASTX y se
revisd su homologia especificamente en el banco de datos de proteinas.

Analisis de Identificacion
secuencias N de ORES

Figura 5. Metodologia para identificar genes que codifiquen
dioxigenasas en el genoma de la cepa TQO7 con el fin de caracterizar una
posible dioxigenasa involucrada en la degradacién de acido cloranilico
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4.4  Caracterizacion de laregién de escision de los genes de la cepa TQO7
involucrados en la degradacién de acido cloranilico.

Una vez obtenido el ensamble y anotacién del genoma de la cepa TQO7, esto fue revisado,
encontrando la presencia de marcos abiertos de lectura (ORFs por sus siglas en inglés)
homdlogos al sistema de recombinacién XerCD, y debido a que uno de estos sistemas se
encuentra flanqueando la regién que contiene los genes involucrados en la degradacion de
acido cloranilico, se presumi6 que este sistema podria ser el responsable de la escision de
estos genes, por lo cual se trabajo en identificar el sitio donde dicha recombinacién se lleva a
cabo, para ello se utilizé el programa Clone Manager Profesional V9.2 para localizar dentro
del genoma sitios diff con ayuda de su secuencia consenso (5'—anttcgcataatntatattatgtnaaat—
3’) ya que estos sitios son reconocidos por las proteinas XerCD, una vez identificados dichos
sitios se disefaron oligonucle6tidos que permitieran, por medio de distintos PCRs, delimitar
la regidn donde la recombinacién y escision se lleva a cabo.

Para la primera fase se disefiaron los oligonucleétidos 441 y 442 que permitieran amplificar
los sitios diff localizados rio arriba y los oligonucle6tidos 443 y 444 para amplificar los sitios
diff localizados rio abajo de XerC y XerD, respectivamente, en las mutantes espontaneas
CAD12 y CAD54 usando la cepa silvestre como control.

Posteriormente se buscé la amplificacion de los ORF que codifican los homélogos de las
proteinas XerC y XerD con los oligonucleotidos 1481-1482 y 1483-1484 respectivamente.
Debido al resultado obtenido se decidi6 trabajar Gnicamente con la caracterizacion del sitio
de recombinacion XerC para lo cual se realiz6 un PCR intermedio a las regiones
anteriormente seleccionadas, una vez obtenida la amplificacién de este producto se logré
delimitar el sitio de escisidon en una regiéon a 1500 pb, por lo que se realizé una ultima PCR

empleando el oligonucle6tido 3105 intermedio a esta region.
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CAPITULO 5. RESULTADOS

5.1 Caracterizacion taxondmica de la cepa Pseudomonas putida TQO7 involucrada
en la degradacion de acido cloranilico.

Como se mencion6 anteriormente la cepa TQO7 habia sido clasificada hasta el 2014 como
Pseudomonas putida, sin embargo en este mismo afio la cepa se reclasificO6 como
Herbaspirillum por medio de la secuenciacién del gen ribosomal 16S y un andlisis
bioinformatico de la secuencia obtenida, se encontré una identidad del 99% correspondiente
con la cepa Herbaspirillum lusitanum P6-12, la revision a nivel de secuencia muestra
Unicamente 1 base diferente en la posicién 45, un cambio de C por T. Esta especie fue
clasificada en el género Herbaspirillum en 2003 por Valverde y colaboradores.

Posterior a esto se utilizo la herramienta BLAST de NCBI para establecer el arbol filogenético

de la cepa TQO7 mostrado en la jError! No se encuentra el origen de la referencia..

,—':: Herbaspirillum frisingense strain CAF263
Herbaspirillum frisingense strain CAF265

L ® Herbaspirillum frisingense strain caf235
Herbaspirillum frisingense strain R20G
’—{:: Herbaspirillum frisingense strain R19G
L ® Herbaspirillum huttiense subsp. putei strain IAC/BECa-152
@ Herbaspirillum chlorophenolicum strain CPW301

L e Pseudomonas huttiensis
’—:: Herbaspirillum seropedicae strain Z67
Herbaspirillum seropedicae SmR1 strain SmR1
l ® Herbaspirillum seropedicae strain HRC54
—{:: Herbaspirillum autotrophicum strain NBRC 15327
Herbaspirillum autotrophicum strain IAM 14942
4:: Herbaspirillum rhizosphaerae strain UMS-40
Herbaspirillum rhizosphaerae strain UMS-37
——o TQo7
L — Y Herbaspirillum lusitanum strain P6-12

Herbaspirillum hiltneri strain N5
Herbaspirillum hiltneri strain N3 16S
® Herbaspirillum hiltneri strain NBGD1

® Herbaspirillum lusitanum strain C_G_AE-2
@ Herbaspirillum frisingense strain DP52b

L o Herbaspirillum frisingense strain NBRC 102522

Figura 6. Arbol filogenético construido en BLAST con las secuencias filtradas del alineamiento
del gen ribosomal 16S.

El disefio del arbol filogenético permiti6 determinar que la cepa TQO7 tiene una mayor
similitud con la especie lusitanum mencionada anteriormente, y posteriormente con las
especies hiltneri, rhizosphaerae y autotrophicum, en orden decreciente. Adicionalmente esta
informacion fue confirmada por el andlisis de secuencias genémicas de diferentes clonas de
las inserciones del miniTn5 en las mutantes espontaneas de la cepa TQO7 y que tienen un

porcentaje de identidad superior contra genes de la especie lusitanum.
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5.2 Secuenciacion del genoma completo de la cepa TQO7.

Para realizar la secuenciacion completa del genoma de la cepa TQO7, se verificoO que la
pureza, concentracion e integridad del ADN fueran adecuadas, las caracteristicas del ADN
obtenido se enlistan en la Tabla 2.

Pureza 1.76
Concentracion 68.5 ng/uL
Intcgridad Buena

Tabla 2. Caracteristicas del DNA obtenido para la
secuenciacion masiva.

Una vez que se asegurd que las caracteristicas del ADN fueran las deseadas (1.4 a 1.8 de
pureza, 5 pg totales en un volumen no mayor a 100 ul y sin fragmentacion) se realizdé un
PCR del gen ARNr 16S y el producto fue secuenciado para confirmar la identidad de la cepa,
una vez obtenida la secuencia del producto del ARNr 16S se analizdé la calidad del
electroferograma para descartar la presencia de contaminacion por algin otro ADN
gendmico. El electroferograma obtenido no presenta ruido significativo de fondo, por lo que
se determin6 que el ADN pertenecia exclusivamente a la cepa TQO7 y era apropiado para la

secuenciacion masiva (jError! No se encuentra el origen de la referencia.).

A B
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Figura 9. A) Amplificacién del RNAr 16S B) Electroferograma obtenido de la
secuenciacion del RNAr 16S
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Reporte Métricas de cobertura A

Datos del organismo:

Hebaspirillum TQO07, draft gencme DNA 5058191 bp, DEC-2015

Tabla 1. Datos de cobertura

D Antes de trimming Después de trimming
muestra | Reads | Sequences X Reads | % de | Sequences X
R1+R2 Length | Coverage | R1+R2 | reads* Length Coverage
H. TQO7 | 1573526 150 46.66 1563490 | 99.36 146 45.12

Gualty scores across all Dases canger § Muries 1.9 encoding

ra FDCIDQ@DGDDDDDQT_I?H_H_H_H_lE?TT

fretco iy Tl [ﬁ?

g Mok

L 2 E 4 % & 7 8 § A5-49 2O-24 AS-49 6O0-64  FE-FH  PO-g4  105- 109 135-128 1A% - BAm
Foamion in read ep

Figura 7. A) Métricas de cobertura B) Grafica de calidad de las
secuencias.

Posterior a esto se realiz6 la secuenciacion masiva del ADN. En la Figura 7 se puede
observar una grafica de la calidad de las secuencias, donde la escala de calidad va de 0 a 40
puntos, el rango de 30 a 40 se considera como 6ptimo (Chatterjee et al., 2012), como se
puede apreciar en la imagen la calidad de las secuencias se encuentran cercanas a los 40
puntos, por lo que se establecié que las secuencias obtenidas son de muy buena calidad.

Ademas de la gréfica de calidad de la secuencia, se obtuvo el reporte de métricas de
cobertura, como se puede observar en la Figura 7, se obtuvo antes del filtrado de los datos
un valor de cobertura de 46.66, lo que indica que se cuenta con datos de secuencia
suficientes para cubrir aproximadamente 47 veces el genoma del microorganismo de
referencia, y que posterior al filtrado de datos, se redujo Unicamente 1.52 veces, llegando a
un valor final de 45.12 veces lo que indica una muy buena calidad de la secuenciacion,

obteniendo el draft (borrador) del genoma de la cepa TQO7 en un total de 46 contings.
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Herbaspirillum N/A 505819 60.3 4571 - Contig 46
TQO7

Herbaspirillum GCA 001188915.1 600983 57.9 5370 5212 Contig 99
autotrophicum
IAM 149-42

Herbaspirillum GCA_001189955.1 529701 61.2 4730 4558 Contig 192
chlorophenclicum
CPW301

Herbaspirillum GCA_000300975.2 540833 63 4866 4729 Contig 93
frisingense GSF30

Herbaspirillum GCA_001267925.1 496547 60.8 4489 4369 Completo
hiltneriN3

Herbaspirillum GCA_000478365.1 577792 62.3 5203 4802 Contig 32
huttiense subsp.
Putei lAM 15032

Herbaspirillum GCA_000256565.1 490487 60.3 4731 3917 Contig 820

lusitanum P6-12
Tabla 3. Comparacion de algunas caracteristicas de los genomas secuenciados de
diferentes especies de Herbaspirillum.

En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se puede observar la
comparacion de los genomas reportados de diferentes especies de Herbaspirillum, en dicha
imagen se puede observar que la cepa TQO7 presenta caracteristicas muy similares a las
reportadas para la cepa H. lusitanum P6-12, en cuanto al tamafio se observa una diferencia
de unicamente 153,330 pb, ademas de ello el porcentaje de GC es de 60.3% para ambas
cepas.

Posterior a esto, y utilizando como base la secuencia genémica generada, se realiz6é un arbol
filogendmico de la cepa TQO7, el cual se puede observar en la Figura 8. En este arbol, la

cepa TQO7 pertenece al género Herbaspirillum.
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; Herbaspinllum seropedicae Os34
_{ Herbaspinllum seropedicae Os45
- Herbaspinllum sp. B501
Herbaspirillum sp. B65
Herbaspinllum sp. GW103

| Herbaspinllum seropedicae SmR1
—l Herbaspinllum seropedicae strain 267
Herbaspinllum frisingense GSF30
Herbaspirillum huttiense subsp. putei IAM 15032
|: Herbaspirillum sp. B39

Herbaspinllum sp. YR522
Herbaspinllum chlorophenolicum strain CPW301

Herbaspinlium autotrophicum strain IAM 14942
Herbaspirillum sp. RV1423

Herbaspinllum rhizosphaerae strain UMS 37

- Herbaspinlium sp. CF444

Herbaspinllum hiltneri N3

= Herbaspinllum lusitanum P6-12
{He!baspmllum K671 € TQO7

: Herbaspinllum sp. TSAG6
[ Herbaspinllum sp. JC206
Pseudomona fluorescens UK4
_[ Pseudomona putida DLL-E4
Pseudomona stutzern SLG510A3-8
L Pseudomona resinovorans NBRC 106553
7777777777 Pseudomona aeruginosa PAO1

Figura 8. Arbol filogenémico de la cepa TQO7.

Ademés de lo anterior, se realiz6 un andlisis ANI (Average Nucleotide ldentity) el cual
consiste en comparar el genoma del microorganismo de interés (cepa TQO7), contra todos
los genomas reportados del género (Figueras et al., 2014) para evaluar la homologia que la
cepa TQO7 presenta con las especies de Herbaspirillum reportadas. En la Figura 9 se puede
observar que la mayoria de las comparaciones con las especies de Herbaspirillum
analizadas cruzan solo el limite de género (puntos azules, ANI > 75%) y s6lo la comparacion
con la cepa de H. lusitanum (punto amarillo) cruza el limite de especies (ANI > 95%) lo que

significa, de acuerdo a este andlisis, que la cepa TQO7 pertenece a la especie lusitanum.
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Figura 9. Andlisis ANI (Promedio de Identidad Nucleotidica) para los miembros del género
Herbaspirillum vs el ANI de la cepa TQO7.

5.3 Revisidn filogenética de la cepa Herbaspirillum sp. TQO7.

Con el fin de caracterizar los genes presuntamente involucrados en el transporte y
degradaciéon de acido cloranilico se realizaron alineamientos para evaluar sus homologias,
encontrando que la cepa de Burkholderia cenocepacia DDS 22E-1, presenta una gran
similitud con la regién de 19 Kb que contiene dichos genes con una homologia general de
849%, presentando ademas la misma distribucion y orientacion de los genes, asi como los
espacios intergénicos. En la jError! No se encuentra el origen de la referencia. se
muestra la distribucion gendmica de los genes de la cepa TQO7 con respecto a los
homdlogos en Burkholderia cenocepacia DDS 22E-1, cada flecha de un color representa su
respectivo homologo entre las secuencias. Como se puede apreciar en la imagen estas
regiones pueden diferenciarse por la presencia, en el caso de la cepa TQ07, de ORF QT un
gen cuyo producto presenta un 53% de homologia con una proteina de quimiotaxis presente
en diversas bacterias del orden Burkholderiales, ademas del ORF P1 (cadP), un gen cuyo
producto presenta homologia con proteinas de membrana externa (porinas) como se
menciond anteriormente. Otro aspecto importante a mencionar es la diferencia que
presentan los genes que flanquean estas regiones, mientras que en la cepa TQO7 se
encuentran un regulador de la familia MarR, una limoneno-1,2-epoxi hidrolasa y una acetil

transferasa, en la cepa Burkhorderia cenocepacia se encuentran dos proteinas hipotéticas,
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una dioxigenasa y una acetiltransferasa. Debido a estas diferencias y al hecho de que los
genes de esta region no se encuentran en cepas de Herbaspirillum se refuerza la teoria de

que estos genes fueron adquiridos por transferencia horizontal.

172X D C R QT P2 H DCT P1 A B1 B2 Y

Diean e cosn
2 Burkholdoria cono:copacia strain DPS 2?E-1 =
(RéEmmp 4= ceEm

GEN FUNCION TQO7 BC DDS 22€-1

Regulador transcrinciona " MarF
1 Regulador trans pcional de Ia familia MarR

Hypothetical protein

ﬁigura 10. Distribucién gendémica de los genes de la cepa TQO7 con

respecto a Burkholderia cenocepacia DDS 22E-1, cada flecha de un color

representa su respectivo homologo entre secuencias.
Dentro de esta regiébn se encuentra el operon cadPTH posiblemente involucrado en el
transporte de AC, el cual fue evaluado a través de un andlisis BLASTX encontrando que
estos genes no se encuentran en cepas del genero Herbaspirillum.
Adicionalmente, se realizaron arboles filogenéticos a nivel proteico (BLASTX) de los genes
cadP, cadT y cadH. Como se puede observar en la Figura 11, la proteina CadP presenta
mayor homologia con una proteina hipotética de Burkholderia xenovorans LB400, con un
43% de identidad, ademés de presentar homologia con proteinas de membrana externa y
porinas, todas presentes en el género Burkholderia. Adicional a esto, se realiz6 un andlisis
de la region que contiene la proteina de membrana en Burkholderia xenovorans LB400 con
el fin de obtener un contexto gendmico en el cual esta proteina esté involucrada, como se
puede apreciar en la Figura 12, esta proteina esta situada en un posible operén que contiene

genes involucrados en la via de degradacion del gentisato, que al igual que el acido
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cloranilico en su forma reducida es un compuesto aromatico, esto nos indica que el ORF

cadP podria estar involucrado en el transporte de &cido cloranilico.
# hypothetical protein [Pandoraea oxalativorans]
[ ® hypothetical protein [Burkholderia jiangsuensis)
? outer membrane porin, OmpC family [Burkholderia xenovorans LB400]

¢ hypothetical protein [Burkholderia xenovorans]
# CadP TQ07
f Quter membrane protein (porin) [Burkholderia sp. YI23]

* outer membrane protein porin [Burkholderia sp. RPE67]

‘@ porin [Burkholderia heleia]
CMULHSPEC(ES porin [Burkholderia cepacia complex]
porin [Burkholderia sp. JPY251]

{ porin [Burkholderia cenocepacia]
porin 2{Burkholderia cenocepacia)

0,500

Figura 11. Arbol filogenético a nivel proteico de CadP.
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Figura 12. Contexto genémico del homélogo de cadP en B. xenovorans LB400.
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Se realiz6 también un arbol filogenético para CadT, como se puede observar en la Figura 13
la proteina CadT presenta mayor homologia con un simporter de glutamato presente en
Burkholderia cenocepacia DDS 22E-1 con un 75% de identidad, el cual fue analizado para
obtener el contexto genémico en el que se encuentra, sin embargo; la regién que contiene
este gen no presenta genes involucrados en la degradacion de compuestos aromaticos
(datos no mostrados), en este arbol también se puede apreciar una diferenciacién entre los
transportadores de otros géneros bacterianos al estar localizados en diferentes ramas del

arbol filogenético.

@ glutamate protein symporter [Azospirillum thiophilum
_E.aerobic C4-dicarboxylate transport protein [Bacillus mycoides
glutamate protein symporter [Bacillus sp. UNC322MFChird. 1]

C4-dicarboxylate ABC transporter [Bacillus]
—{ glutamate protein symporter [Bacillus firmus]
r dicarboxylate symporter family protein [Burkholderia cenocepacia]
glutamate protein symporter partial [Burkholderia cenocepacia)
9 cadT TQ07

‘@ glutamate protein symporter [Burkholderia oxyphila
————=@ glutamate protein symporter [Azospirillum brasilense]

C4-dicarboxylate ABC transporter [Azospirillum lipoferum]
C4-dicarboxylate ABC transporter [Azospirillum lipoferum]2

0,500

Figura 13. Arbol filogenético a nivel proteico de CadT.

Por ultimo se realizd el &rbol filogenético a nivel proteico para CadH, como se puede
observar en la Figura 14 la proteina CadH presenta mayor homologia con una proteina
hipotética presente en Burkholderia cenocepacia DDS 22E-1 con un 71% de identidad, el
cual fue analizado para obtener el contexto genémico en el que se encuentra, sin embargo;

la regién que contiene este gen no presenta genes involucrados en la degradacion de
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compuestos aromaticos (datos no mostrados) presentando ademas homologia contra
diferentes proteinas hipotéticas presentes en los géneros Burkholderia, Thalassomonas,
Hyphomonas, Streptomyces, Ferrimonas y Marinomonas.

[ ® hypothetical protein [Marinomonas sp. $3726]

#® hypothetical protein [Ferrimonas futtsuensis]
r hypothetical protein, partial [Streptomyces sp. NRRL S-1868]
hypothetical protein, partial [Streptomyces sp. NRRL F-5053]
I hypothetical protein [Streptomyces varsoviensis]
i hypothetical protein, partial [Streptomyces varsoviensis]

- hypothetical protein [Hyphomonas johnsonii]

? hypothetical protein, partial [Burkholderia cenocepacia]

;-0 putative membrane protein [Burkholderia cenocepacial
® cadH TQ07
@ hypothetical protein, partial [Burkholderia oxyphila]

® hypothetical protein [Thalassomonas actiniarum]

0,300

Figura 14. Arbol filogenético a nivel proteico de CadH.

Es muy importante mencionar que todas las proteinas que se muestran en este arbol han
sido reportadas por analisis de homologia y por la presencia de dominios OmpC y Porin_4
(asociados a proteinas de membrana) para cadP, GItP y SDF para cadT (asociados a
proteinas de transporte) y YghR (asociado a proteinas de membrana) para cadH, cabe
sefialar que ninguna de estas ha sido caracterizada experimentalmente, por lo que la
caracterizacion experimental de la funcién de CadP, CadT y CadH puede sentar las bases

para la identificacion de diversas proteinas homologas.
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5.4 Identificacion a nivel genémico de genes que codifiquen para dioxigenasas de
anillos aromaticos.

Debido a que se tiene reportada la participacion de dioxigenasas en la degradacion de
compuestos aromaticos se planteé buscar en el genoma genes que codifiquen para
dioxigenasas, en la primera etapa de este analisis se obtuvo un perfil funcional, basado en la
identificacion de dominios presentes en las enzimas implicadas en las vias de degradacion
para diferentes compuestos aroméaticos. En total, se trabajé con 12 vias metabdlicas que
comprenden 58 proteinas de las cuales se distinguieron 48 dominios Unicos (algunos
dominios estaban presentes en mas de una proteina). Una vez revisados vy filtrados los
resultados del analisi de los dominios se identificaron dos dioxigenasas, una
metapirocatecasa la cual presenta los dominios CatE (involucrado en la biosintesis de
metabolitos), HpaD (involucrado en la degradacién de compuestos aromaticos) y MhgB
(involucrado en la degradacion de metilhidroquinona), esta enzima esta involucrada en la
degradacion de compuestos aromaticos catalizando la oxidacion del catecol a 2-
hidroximuconato semialdehido en la degradacién del carbazol ademas de participar en la
degradacién de xileno y tolueno convirtiendo 3-metilcatecol a cis-2-hidroxi-6-oxohepta-2,4-
dienoato (Wang et al., 2013), y una homogentisato dioxigenasa la cual contiene los dominios
PRK05341 (presente en dioxigenasas) y HmgA (involucrado en el catabolismo de
compuestos aromaticos) catalizando la oxidacion de homogentisato a maleilacetoacetato
(Stacey et al., 2016), estas dioxigenasas son las unicas en el genoma de la cepa TQO7 que
podrian estar implicada en el proceso de degradacion de acido cloranilico.

= ¢ ] < 1<, 1 4 ] 1 Y m—
MaoC dgc mai faa % hbt lysR  hp
Name Start End Description

=iMaoC 202 669 MaoC family dehydratase Herbaspirillum lusitan... :
= dgc 2623 704 C Diguanylate cyclase Herbaspirillum hiltneri N3, ...

= mai 3783 3133 C Maleylacetoacetate isomerase Herbaspirillum hilt...
= faa 5142 3802 C Fumarylacetoacetase Herbaspirillum lusitanum P...
= hgd 6485 5139 C Homogentisate 1,2-dioxygenase Herbaspirillum I...
= hbt 7834 6518 C 4-hydroxybenzoate transporter Herbaspirillum lu...
= lysR 8005 8913 LysR family transcriptional regulator Herbaspirill...

= hp 8986 9456 Hypothetical protein Herbaspirillum lusitanum P...

Figura 15. Identificacion y localizacion de la homogentisato dioxigenasa que podria participar en la
degradacion de acido cloranilico.
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Como se puede apreciar en la Figura 15 la homogentisato dioxigenasa se encuentra
localizada en un posible operén compuesto ademas de dos enzimas que participan en la
degradaciéon de gentisato, una fumarilacetoacetasa la cual cataliza el Gltimo paso del
metabolismo de tirosina (Hickey et al, 2014) y una maleilacetoacetato isomerasa la cual
cataliza el penultimo paso en el metabolismo de tirosina (Shroads et al., 2015) que al igual
gue el acido cloranilico, en su forma reducida, es un compuesto aromatico; asimismo puede
observarse en la misma region un regulador del tipo lysR, el cual también se localiza en la
region del genoma de la cepa TQO7 que contiene los genes implicados en la degradacién de

acido cloranilico.

) =) < = & 1 1 | )
ORF-7 ORF-13 cup the mno por mfs ORF-9
| &=
mid opd hp
Name Start End Description
= iORF-7 33 962
= ORF-13 1265 1783
= cup 2551 2003 C Cupin Herbaspirillum lusitanum, WP_029363087, ...
= mlid 3074 2514 C 4-carboxymuconolactone decarboxylase Herbas...
= mpc 4163 3114 C Metapyrocatechase Herbaspirillum lusitanum, W...
= opd 4941 4096 C 5-oxopent-3-ene-1,2,5-tricarboxylate decarboxyl...
= the 5985 4963 C Thioesterase Herbaspirillum lusitanum, WP_0168...
= hp 7322 5985 C Hypothetical protein Cupriavidus pinatubonensis...
= mno 8827 7322 C Monooxygenase Herbaspirillum lusitanum, WP_0...
= por 9946 8879 C Porin Herbaspirillum lusitanum, WP_040503134, |...
= mfs 11250 9973 C MFS transporter Herbaspirillum lusitanum, WP_O...
= ORF-9 11454 12080 LysR family transcriptional regulator Herbaspirill...

Figura 16. Identificacién y localizacion de la metapirocatecasa (catecol-2,3-dioxigenasa) que podria
participar en la degradacion de &cido cloranilico

Como se puede apreciar en la Figura 16, la metapirocatesaca se encuentra localizada en un
posible operdn compuesto ademas por enzimas que participan en la degradacion y
transporte de catecol, una monooxigenasa y una porina respectivamente (Wang et al., 2016;
Stenkova, 2016) que al igual que el acido cloranilico, en su forma reducida, es un compuesto
aromético; asimismo puede observarse en la misma regioén un regulador del tipo lysR el cual
también se localiza en la region del genoma de la cepa TQO7 que contiene los genes

implicados en la degradacion de acido cloranilico.
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5.5 Evaluacién la degradacion de diferentes compuestos arométicos por la cepa
TQO7.

Debido a que la cepa Herbaspirillum lusitanum TQO7 presenta genes presuntamente
involucrados en la degradacion de &cido cloranilico se plante6 evaluar la capacidad de la
cepa TQO7 para degradar compuestos estructuralmente homélogos al acido cloranilico se
probaron los compuestos listados en la Tabla 4 a una concentracion de 50 mg/l en medio

mineral como Unica fuente de carbono y energia utilizando el AC como control.

Acido cloranilico Positivo

Tetracloro p-benzoquinona Positivo*
Tetrahidroxi-1,4-quinona hidrato Negativo
2,5-dihidroxi-1,4-benzoquinona Negativo
Hidroquinona Negativo

Tabla 4. Degradacién de compuestos homadlogos al acido cloranilico por la cepa TQO7.

Como se puede observar en la Tabla 4 ninguno de los compuestos probados pudo ser
utilizado como Unica fuente de carbono y energia, exceptuando la tetracloro-p-benzoquinona,
la cual fue sometida a pH ligeramente alcalino (8 6 9) para forzar su conversion a acido
cloranilico, es importante mencionar que parte de los resultados de la secuenciacibn masiva
sugiere la presencia de un receptor de moléculas cloradas por lo que posteriormente se
trabajara con compuestos clorados como el 2,5-dicloro-p-benzoquinona para comprobar la

participacion del mismo en la degradacién de acido cloranilico.
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5.6 Caracterizacion del mecanismo de escision de los genes involucrados en la

degradacion de acido cloranilico por la cepa TQO7.

Debido a la pérdida de homologia de los genes de la cepa TQO7 con el género
Herbaspirillum, observado en la jError! No se encuentra el origen de la referencia., se
planteé la idea de que estos genes pueden ser intregrados o escindidos por un mecanismo
especifico; con el fin de determinar dicho mecanismo se buscaron a los lados de la region
gue contiene los genes involucrados en la degradacién de acido cloranilico ORFs que
presentaran homologia contra proteinas involucradas en procesos de recombinacion,
encontrando homdlogos de XerC y XerD, las cuales son proteinas que reconocen
secuencias especificas del ADN llamados sitios de recombinacién, acercando estos sitos
para formar un complejo sinaptico el cual consiste de la unibn ADN-proteina; dentro de este
complejo la recombinasa cataliza el corte y posterior ligaciéon del ADN (Watson et al., 2008),
ambas proteinas pertenecen a la familia de las tirosina recombinasas, sin embargo;
reconocen secuencias de ADN diferentes, este sistema esta implicado en los procesos de
division celular ya que permite la separacion de moléculas de ADN concatenadas,
permitiendo la separacion de las mismas, sin embargo; este sistema se encuentra también
implicado en procesos de integracion de moléculas de ADN por medio de recombinacién
(Brown, 2008; Watson et al., 2008). La revision en el genoma de la cepa TQO07 nos permitié
encontrar que la cepa posee cuatro sistemas de este tipo, de los cuales uno se encuentra
flanqueando la isla gendmica que contiene los genes involucrados en la degradacion y
transporte de acido cloranilico (Figura 17), debido a esto se buscaron, dentro del genoma,
sitios diff los cuales son los sitios de reconocimiento de las proteinas XerCD (Watson et al.,
2008), estos se encuentran delimitando la regiébn que pierde homologia con el género
Herbaspirillum, por lo que se consider6 que es en esta region donde, por procesos de
recombinacion, se pierden los genes involucrados en el transporte y degradaciéon de acido
cloranilico, para probar esto se plante6 el objetivo de caracterizar el sitio de recombinacion

involucrado en la escision de estos genes.
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Region AC

Herb o e /XerDKd.f Herb

Figura 17. Representacion del sistema XerCD que se encuentra flanqueando la isla genémica que
contiene los genes involucrados en la degradacion de acido cloranilico.

Para establecer los limites de este sistema de escision se amplificaron los sitios diff
asociados al sistema XerCD en la cepa TQO7, asi como en las mutantes espontaneas
CAD12 y CAD54 que carecen de la capacidad degradativa para acido cloranilico; las cuales
fueron recuperadas de liofilizados, la distribucion de dichos sitios se puede apreciar en la
Figura 18.

Como se puede apreciar en la Figura 19, la cepa TQO7 presenta ambos sitios diff, mientras
que las mutantes M12 y M54 solo presentan el sitio diff asociado a XerC, este resultado nos
indica que el sitio donde se esta llevando a cabo la escision de los genes se encuentra rio

abajo de ambos sitios diff.

Region AC
y XerC XerD dif
/
—> G —> j<—

Figura 18. Localizacién de los oligonucleétidos 441-442 y 443-444, respectivamente empleados
para la amplificacion de los sitios diff asociados a los ORFs que codifican las proteinas XerCD.
TQO7 M12

MPM XerC XerD XerC XerD XerCDXerC XerD XerCD

2422pb

Figura 19. Amplificacion de los sitios diff asociados al sistema XerCD
en la cepa tipo silvestre y en dos mutantes espontaneas.



Debido a los resultados mencionados anteriormente se busco la amplificacion del ORF que
codifica para XerC, asi como una region rio abajo del sitio diff asociado a XerD, de tal
manera que nos permitiera delimitar la regién en la que el proceso de escision se lleva a

cabo, esta limitacion se puede observar en la Figura 20.

Como se puede observar en la Figura 21 se obtuvieron las amplificaciones Unicamente en la
cepa de tipo silvestre, lo cual nos indica que la recombinacién se lleva a cabo en una regién
intermedia entre el sitio diff y el ORF que codifica al homélogo de XerC, en el caso de lado
de XerC; mientras que para XerD dicha recombinacion se lleva a cabo rio abajo de la region
analizada. Por lo que se decidié enfocar los experimentos en la identificacion del sitio de
recombinacion del lado de XerC.

) Region AC
y XerC XerD dif
/
) G
—> < —> <—

Figura 20. Localizacién de los oligonucledtidos 1481 y 1482 empleados para la delimitacién de la
regién de recombinacién.
( TC}O? y MA‘IZ y MP4 \
MPM XerC XerD XerC XerD XerC XerD

Figura 21. Amplificacion para la delimitacion de la region
de recombinacién en las mutantes M12 y M54 utilizando la
cepa TQO7 como control
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Posteriormente se disefid el oligonucledtido 3105 (Figura 22), que al ser utilizado con el
oligonucledtido 441 de la amplificacion del sitio diff, permite la amplificacion de un fragmento
de 3250 pb en las tres cepas (Figura 23), lo que limita la regién de recombinacion a un area
de 721 pb usando como control la amplificacion del sitio diff asociado a XerC para las tres
cepas.

Dif A 4 XerC

e
’% 761pb 3000pb 1395ph x /-

Region AC

Figura 22. Localizacion de los oligonucledtidos 441 y 3105 empleados para la delimitacién de
la region de recombinacion.

Diff Rec
A A

MEM (-
TQO7 M12 M54 TQO7 M2 M54

Figura 23. Amplificacion para la delimitacién de la region de
recombinacion en las mutantes M12 y M54 utilizando la cepa TQO07
como control.
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CAPITULO 6. DISCUSION

6.1 Secuenciacion completa del genoma de la cepa TQO7.

La secuenciacion genémica fue de muy buena calidad de acuerdo a la gréafica de calidad (),
por lo cual los resultados obtenidos son confiables, arrojando que el tamafio del genoma de
la cepa TQO7 es de 5,058,191 pb, con un porcentaje de GC de 60.3%, el genoma tuvo una
cobertura de 45.12 veces, quedando comprendido en 46 contigs que posteriormente seran
cerrados.

Un arbol filogendmico, generado a partir de las secuencias, permitié reclasificar la cepa
TQO7 anteriormente denominada Pseudomonas putida dentro del género Herbaspirillum, la
cepa de Herbaspirillum que presenté mayor similitud con la cepa TQO7 es Herbaspirillum
lusitanum P6-12 con igual porcentaje de GC (60.3%) y un tamafio de genoma con una
diferencia de solo 153,320 pb.

6.2 Revision filogenética de la cepa Herbaspirillum sp. TQO7.

De acuerdo al andlisis filogenético se encontr6 que solo la cepa Burkholderia
cenocepacia DDS 22E-1 contiene ORF homdélogos a los genes involucrados en el transporte
y metabolismo de &cido cloranilico, en la misma distribucién y con los mismos espacios
intergénicos que la cepa TQO7, estos resultados refuerzan las teoria de que estos genes
fueron adquiridos por transferencia horizontal, ya que los homdélogos a estos genes no se
encuentran contiguos en los miembros de genero Herbaspirilum, ademas en trabajos
anteriores se ha reportado que los genes que participan en la degradacién de compuestos
arométicos o recalcitrante se encuentran localizados en plasmidos o regiones inestables del
genoma permitiendo de esta forma que estas vias de degradacion puedan ser adquiridas por
diferentes cepas (Prieto, 1995).

Debido a la ubicacién geogréafica de estas cepas es poco probable que estos genes
fueran transferidos de una a otra por medio de conjugacién, dado que la cepa Burkholderia
cenocepacia DDS 22E-1 fue aislada en Australia mientras que la cepa TQO7 fue aislada en
un aserradero de la poblacion “El Salto” en el estado de Durango, México. La localizacion de
la cepa TQO7 podria sugerir que esta via surgié como adaptacion de la cepa ya que el suelo

donde se encontré6 podria estar contaminado con plaguicidas organoclorados como el
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pentaclorofenol o hexaclorociclohexano, el cual al degradarse de manera bidtica o abiotica
se convierte en tetracloro-p-benzoquinona y al hidrolizarse a pH alcalino produce acido
cloranilico (Dai et al., 2003 y 2005; Sarr et al., 1995), se sabe que el pentaclorofenol fue
ampliamente usado como conservador de madera, por lo que si las condiciones fueron
favorables los remanentes del mismo presentes en un suelo ligeramente alcalino se
transformarian en acido cloranilico forzando a la cepa TQO07 a desarrollar una via metabdlica
gue le permitiera degradarlo.

Seria interesante evaluar si la cepa Burkholderia cenocepacia DDS 22E-1 es capaz de
degradar este compuesto, sin embargo; esta cepa es resguardada por una dependencia del
pentdgono de los Estados Unidos de América ya que este microorganismo es un patégeno

oportunista, por lo cual resulta muy dificil poder comprobar dicha capacidad degradativa.

6.3 Identificacion en el genoma de la cepa TQO7 de genes que codifiguen para
dioxigenasas de anillos aromaticos con el fin de caracterizar la dioxigenasa

involucrada en la degradacion de acido cloranilico.

A partir de la secuenciacibn masiva se obtuvieron un total de 46 contings y se
analizaron las vias de gentisato, corte meta de catecol, vainillato, 1-4 benzoquinona, tolueno
y carbazol para encontrar posibles oxigenasas que estuvieran presentes en las vias de
degradacion.

De las vias revisadas se encontraron Unicamente dos dioxigenasas que podrian estar
involucradas en la degradacion de &cido cloranilico por la cepa Herbaspirillum sp.TQO7
siendo estas una homogentisato dioxigenasa y una catecol-2,3-dioxigenasa.

Dado que tanto el homogentisato como el catecol son compuestos que al igual que el
AC en su forma reducida son aromaticos (Tian et al., 2016, Stacey et al., 2016), ambas
podrian ser la enzima involucrada en la degradacion de dicho compuesto, sin embargo; la
via de degradacién de catecol se encuentra completa (contiene todas las enzimas
necesarias) de manera natural en la cepa TQO7 por lo que muy posiblemente esta es la
enzima involucrada en este proceso, otro dato que refuerza esta teoria es que en la regién
del genoma de 120 Kb que se pierde en las mutantes espontaneas de la cepa TQO7 se
encuentra la catecol-2,3-dioxigenasa. Sin embargo para poder comprobar esta hipétesis sera
necesario probar los niveles de expresion de los genes que codifican para estas enzimas, en

presencia de acido cloranilico por medio de PCR tiempo real.
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6.4 Evaluacién de la degradacién de diferentes compuestos aromaticos por la cepa
TQO7.

Se evaluaron cuatro compuestos diferentes y ninguno de ellos pudo ser degradado por la
cepa TQO7, bajo las condiciones empleadas; sin embargo, como se sabe que el p-cloranilo
puede convertirse en acido cloranilico en condiciones ligeramente alcalinas, se decidid
probar la degradacion de este compuesto siendo tratado previamente, este tratamiento
consistio en ajustar el pH del medio que contenia este compuesto a un valor de 8 e incubarlo
durante 12 horas a temperatura ambiente, una vez transcurrido ese tiempo se pudo observar
la aparicion de un color violeta-rojizo que es caracteristico de AC, por lo que se decidi6
ajustar nuevamente el pH a 7 para poder inocular la cepa TQO7, observandose que
Unicamente de esta manera el compuesto puede ser degradado, cabe mencionar que esta
degradacién se llevd a cabo solo cuando las concentracion de p-cloranilo era de 50 ppm si
tomamos en cuenta que la cepa TQO7 es capaz de degradar acido cloranilico en
concentracion de hasta 1600 ppm la concentracién de p-cloranilo es baja, la incapacidad de
la cepa para degradar este compuesto a concentraciones mayores puede deberse a que,
aungque este compuesto haya sido sometido a un pH alcalino no es convertido en acido
cloranilico en un cien por ciento, por lo cual existen remanentes de p-cloranilo en el medio
gue resultan téxicos para la cepa TQO7, ya que se sabe que este compuesto resulta incluso
mas toxico que el pentaclorofenol debido a que interrumpe la cadena de transporte de
electrones en la fosforilacion oxidativa haciéndolo altamente toxico para cualquier organismo
(Dai et al., 2003 y 2005; Sarr et al., 1995).

Cabe mencionar que estos ensayos fueron planteados al inicio de este proyecto mientras
aun no se contaba con los resultados de la secuenciacion masiva, sin embargo; los
resultados de la secuenciacibn masiva nos indicaron la presencia de un gen que codifica
para un receptor de moléculas de cloro, el cual se encuentra dentro de la regién de 19 Kb
que contiene los genes involucrados en el transporte y degradacion de AC. Por lo tanto,
dado que ninguno de los compuestos evaluados en este ensayo presentan atomos de cloro
en su estructura, la incapacidad de la cepa para degradarlos puede deberse a que la
bacteria es incapaz de detectarlos, por lo que seria de gran utilidad realizar estos ensayos en
moléculas cloradas ya que de ser degradados se comprobaria la participacion del receptor

de moléculas de cloro en la degradacion de AC.

53



6.5 Caracterizacion del mecanismo de escision de los genes involucrados en la

degradacion de acido cloranilico por la cepa TQO7.

En el aflo 2002 el Dr. Trevifio y colaboradores obtuvieron una mutante espontanea de
la cepa TQ7 la cual perdio la parte del genoma que contiene los genes involucrados en el
transporte y metabolismo de AC, afectando de esta manera su capacidad degradativa; sin
embargo, el mecanismo por el cual esta region se pierde se desconocia hasta ahora.

La secuenciacion masiva permitid identificar en el genoma de la cepa la presencia de
cuatro sistemas XerCD, este sistema se puede encontrar en las bacterias debido a que es
necesario para la separaciéon de DNA concatenados en los procesos de divisién celular, sin
embargo; este sistema participa ademas en procesos de recombinacién sitio especifica
permitiendo la transferencia horizontal de genes (Brown, 2008) se ha demostrado que este
sistema estd implicado en la transferencia de islas de patogenicidad como es el caso del
agente causal de la gonorrea (Woodhams et al., 2014), ademas se ha probado su
participacién en la transferencia de casettes de resistencia a antibiéticos (Soler, 2010) por lo
gue este sistema parece ser el responsable de la perdida de dichos genes debido a que uno
de estos sistemas se encuentra flanqueando la regidon que contiene los genes que participan
en el transporte y degradacion de &cido cloranilico.

Es importante mencionar que para que este sistema funcione de manera adecuada se
necesita la presencia de los sitios diff tanto para XerC como para XerD ademas de la
presencia de la proteina FtsK encargada de la regulacion de este sistema (Watson et al.,
2008), por lo que se verificé la presencia de los mismos dentro del genoma, encontrando que
el sistema XerCD se encuentra completo.

Para determinar el sitio en el cual se lleva a cabo el proceso de recombinaciéon fue
necesario ir delimitando la region de escision en el genoma de la cepa TQO07, como se
discutié anteriormente los genes que participan en el metabolismo de AC no pertenecen al
género Herbaspirillum, sin embargo; rio arriba y rio abajo de esta region de 19 Kb la
homologia contra Herbaspirilum se recupera, presentdndo dos sitios diff donde esta
homologia se restablece, por lo que se intuye que estos sitios son los reconocidos por las
enzimas XerC y XerD, debido a esto, fueron amplificados por medio de PCR en las mutantes
espontaneas recuperadas asi como en la cepa de tipo silvestre.

Con los resultados obtenidos se demostré que este sitio diff asociado a XerC se

mantiene en la cepa después del proceso de recombinacion, por lo que fue necesario buscar
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el sitio de recombinacion rio abajo del sitio diff, se decidié buscar la amplificacion del ORF
xerC por medio de oligonucleotidos con un sitio de restriccion de tal manera que nos
permitiera tanto delimitar la region de recombinacion como su posterior sobreexpresion a fin
de evaluar el efecto en la generacion de mutantes espontaneas. Con el resultado obtenido
se demostrd que el gen xerC se pierde durante el proceso de recombinaciéon permitiéndonos
establecer que el proceso de recombinacién es llevado a cabo en una region intermedia
entre el sitio diff y xerC. Posteriormente esta region fue limitada a 721 pb.

De manera independiente a este trabajo se realiz6 un andlisis de esta region de manera
bioinformatica, permitiendo establecer que la regidon que se pierde durante este proceso de
recombinacion es de aproximadamente 120 Kb identificando ademas la cicatriz generada por

este proceso (dato no mostrado).
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CAPITULO 7. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

7.1

7.2

Conclusiones

X La cepa TQO7 pertenece al género Herbaspirillum y posiblemente a la especie
lusitanum.
<> De acuerdo a sus homologias, los genes cadP y cadT estan involucrados en el

transporte de &cido cloranilico.

<> Se identificaron en el genoma genes que codifican para una homogentisato
dioxigenasa y una catecol 2,3-dioxigenasa que posiblemente participen en la
degradacioén de acido cloranilico.

X Bajo las condiciones empleadas, la cepa de Herbaspirillum sp.TQ0O7 no mostré
capacidad degradativa para los compuestos homélogos seleccionados (&cido
cloranilico, tetracloro p-benzoquinona, tetrahidroxi-1,4-quinona hidrato, 2,5-dihidroxi-
1,4-benzoquinona e hidroquinona).

X El sitio de recombinacién del fragmento gendmica que se escinde en la cepa

TQO7 se encuentra contenido en una regién de 722 pb.

Perspectivas

X Obtener la mutante en el gen cadP mediante delecion dirigida.

XS Expresar de manera heteréloga los genes que presuntamente participan en el
transporte de acido cloranilico y verificar su efecto.

XS Evaluar la capacidad de la cepa Herbaspirillum TQO7 para degradar moléculas

cloradas.
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CAPITULO 9. ANEXO METODOLOGIA Y RESULTADOS

9.1 Eliminar mediante delecion dirigida los genes involucrados en la degradacion y

en el transporte de &cido cloranilico.

Para eliminar mediante delecién sitio dirigida los genes involucrados en la degradacion y en
el transporte de acido cloranilico (jError! No se encuentra el origen de la referencia.) se
disefiaron dos pares de oligonucledtidos 4150-4151, y 4152-4153, para amplificar 1 Kb rio
arriba y 1 Kb rio abajo, respectivamente, del gen a escindir y generar dos productos de PCR
con sitios de restriccion Xbal, posteriormente estos productos fueron digeridos y ligados
Xbal-Xbal obteniendo un producto final de 2 Kb, el cual fue reamplificado con los
oligonucleétidos 4150 y 4153, el producto asi obtenido se ligo en el vector pJET1.2/blunt
(Thermo Scientific CloneJET PCR Cloning Kit No. De catalogo K1232) y se transformé en
E.coli., las colonias obtenidas fueron evaluadas por patron de restriccion Pstl-BamHI para
posteriormente purificar el inserto y ligarlo en el vector pK18mobSacB y transformarlo en E.
coli DH5a.

Disefio de oligos —> PCR — Digestidon
|
\
Ligacion —— Ligacion pJET1.2 —> Transformacion
|
\
Verificacion de s Ligacion
clonas pK18mobSacB

Figura 24. Metodologia para eliminar mediante delecion dirigida los genes involucrados en la
degradacion y en el transporte de acido cloranilico.
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9.2 Clonacion de los genes que codifican para transportadores de acido cloranilico.
Para realizar la clonacién de los genes que codifican para transportadores de &cido
cloranilico (jError! No se encuentra el origen de la referencia.) se disefiaron los
oligonuclettidos para amplificar los genes de interés por medio de PCR punto final,
posteriormente se realizd una electroforesis a los productos de PCR y se purifico la banda de
ADN para realizar una digestion con las enzimas BamH1 y Pstl, después de purificar el
producto, se ligé en el vector pTrc99A y se transformaron células de E. coli DH5a, una vez

obtenidas las colonias, estas fueron evaluadas por PCR y patron de restriccion.

Ampliﬁcacién

. ./ ./
; Ligacion Transformacion

operon =
. » Evaluar
Seleccion de >

degradacion de
clonas S
AC

Figura 25. Metodologia para realizar la clonacion de los genes que
codifican para transportadores de acido cloranilico
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NOMBRE SECUENCIA
FD1 AGAGTTTGATCCTGGCTCAG
PR2 ACGGCTACCTTGTTACGACTT
441 CGGCTACGCTTCTTTTTGCC
442 CGTAATGTCTGCTCGTTTTGACG
443 CCGCTCTGCAAGCATCTCAGG
444 CACGCTTGTAGCCGATTTTCCC
1481 GGTTACATAGGTACCACATGGCGGTTACAC
1482 CGACTGAGCCTGCAGATCACGGCAGCGTAGC
3105 TGCAGTGTACGCATGTCGTCAC
4556 GATTCTCCATGGCGCCTTCCTCTGAATCGCATC
4557 CTAATCAGAGCTCCGTTTAACCAACTTCGGTGCCAAG
4558 GACCACACCCATGGTTCGACAGACTTGTATTG
4559 CTTGTTTCTAGATGCCTGTCCCGACATCCAATCC
4560 ATCGCAACCATGGCTGAATCGAAAGTAATCGTGATCG
4561 TATTAAATCTAGACGTGCGAATACCGGCTGCATCC
11929 ACCACAGGATCCCTTCGACAGACTTGTATTG
10291 CAGAGAAATATTAAAAAAGGATGTGGCTCGGCTCTCTTCC
10292 GGAAGAGAGCCGAGCCACATCCTTTTTTAATATTTCTCTG
10293 AAACGGGGTACCAGACCTTGGCGGCGGCACGC
10294 CGCCATCTGCAGCCGTATTGATGGGTATCCGC
4150 TGTTGGCTGCAGTTGAGGTCGGGGTGTAC
4151 AGTCTGTCTAGACATTTIGTGTGGTCTCCACG
4152 CGCACTTCTAGATAGCAACTCACGCCAG
4153 CTAATAGGATCCCGATTTGCTC

Tabla 5. Lista de oligonucle6tidos empleados en este proyecto.
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Nombre Descripcion

pCP3020 Plasmido que contiene la region de 19Kb de los genes involucrados en la
degradacion y transporte de acido cloranilico.

pJET1.2/blunt | Plasmido utilizado para la subclonacion del fragmento de 2Kb, utilizado para la
delecion dirigida de cadP.

pTrc99A Plasmido utilizado para la expresion heterdloga de cadPTH.
pK18mobsacB | Plasmido utilizado para la delecion dirigida de cadP.

TQO7 Cepa Herbaspirillum con capacidad degradativa para acido cloranilico.
M12 Mutante espontanea de la cepa TQO7, sin capacidad degradativa para AC.
M54 Mutante espontanea de la cepa TQO07, sin capacidad degradativa para AC.
E.coliBL21 Cepa utilizada para la contencion de la construccion pJET1.2/blunt+2Kb.

Tabla 6. Lista de plasmidos y cepas utilizados

9.3 Expresar de manera heter6loga los genes de transportadores en un vector de
clonacion con un promotor inducible en E. coli con el fin de caracterizar el transporte
de este compuesto.

A
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Figura 26. Amplificacién de los operones C, Ay T con los pares de oligonucleoétidos (4556-4557), (4560-
4561) y (4558-4559), respectivamente, siendo el operén T el objeto de estudio de este trabajo.
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Como se puede observar en la figura 26 la amplificacion realizada para los operones C
(cadCDX), A (cadAB1B2) y T (cadPTH), el cual mostro inespecificidades, por lo que se
procedi6 a modificar la concentracion de Mg para disminuir dichas inespecificidades.
Encontrando que la concentracion optima de este ion es 3 mM (Figura 27).

3050
2640

Figura 27. Amplificacién de los operones Cy T con
una concentracion de Mg de 3 mM.

Figura 28. Amplificacion del operon T con los
oliaonucle6tidos 4558 v 11929.
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Debido a los resultados obtenidos ademés de la presencia de un sitio Ncol interno el
cual fue introducido en el oligonucleétido 4558, se decidié cambiar este oligonucleotido por el
oligonucledtido 11929 el cual contiene un sitio BamHI, como se puede observar en la Figura

28 no se observaron productos inespecificos, logrando ademas una mayor concentracion del
amplicon generado.

9.4 Obtener mutantes mediante delecion dirigida de genes involucrados en la

degradacion y de aquellos que presumiblemente participan en el transporte de acido
cloranilico.

Para llevar a cabo esta delecion se amplificaron los productos de 1 Kb que flanquean el gen

cadP, como se puede observar en la Figura 29 se obtuvo una buena amplificacion y no se
presentaron bandas inespecificas.

28 18 14
”Hll

- -

PP
'I l'

Figura 29. Amplificacion de los productos de 1 Kb up y down con los
oligonucleotidos 10293-10292 y 10291-10294, respectivamente para flanquear al gen
cadP.

Posteriormente se llevé a cabo la fusién de estos productos, sin embargo; como se puede

apreciar en la Figura 30 este procedimiento no ha sido optimizado ya que la banda
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correspondiente a la fusion es menos intensa que la banda correspondiente a los productos

sin fusionar, por lo que se siguio6 trabajando en la optimizacién de esta técnica.

MPM Up Down - F

. 2000pb
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>

1000pb
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e

Figur 30. Fusion de los productos de 1 Kb que
flanquean al gen cadP.

Debido a los resultados obtenidos previamente se probd otra estrategia para lograr la unién
de estos productos por medio de digestion y ligacion, en la primera fase se amplifican los
productos individuales de 1 Kb los cuales contienen los siguientes sitios de restriccion Pstl-
Xbal (framgento up) y Xbal-BamHI (fragmento down), la amplificacion de estos productos se

puede observar en la Figura 31.

MPM Up Down

Figura 31. Amplificacion de los productos de 1 Kb up y 1 Kb down con los pares de
oligonucledtidos 4150-4151 y 4152-4153 respectivamente, y que flanquean al gen cadP.
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Como se puede observar en la figura 32, se obtuvo una buena amplificaciéon de los productos
individuales de 1 Kb, ademas de no observarse bandas inespecificas por lo que se usaron
estas amplificaciones para ser digeridas y ligadas, el resultado de la ligacién se observa en
la Figura 32.

MPM
52 54 66 60

Figura 32. Ligacion de los productos de una kilobase que
flanquean al gen cadP.

9.5 Expresar de manera heter6loga en E. coli los genes de transportadores en un
vector de clonaciéon con un promotor inducible con el fin de caracterizar el transporte
de este compuesto.

Inicialmente se amplificé el operén T con oligonucleétidos que generaron un sitio Ncol
sin embargo como se presentaba un sitio Ncol de manera interna en la region amplificada se
sustituyd el sitio Ncol del oligonucleétido empleado por un sitio BamHI, sin embargo el
producto de amplificacion empleando este oligonucleétido fue considerablemente menor, por
lo que se trabaj6 en optimizar dicha amplificacién modificando las concentraciones de Mg?",
a pesar de lograr mejorar el producto de amplificacion usando una concentracion de Mg?*
esta seguia siendo baja (Figura 27). Es importante mencionar que con este nuevo
oligonucledtido también se us6 una enzima Pfu polimerasa pero de diferente lote, por lo que
esta disminucién en la amplificacion obtenida pudo deberse a una mala calidad de la enzima
empleada.
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Posteriormente se volvié a amplificar este producto usando la enzima Vent polimerasa
y como se mostro en la seccion de resultados la amplificacién mejoro considerablemente.

Por lo que se concluy6 que la enzima usada en la segunda amplificacion presentaba
algun problema, esto pudo deberse a que en el momento de la distribucién de la misma no
se mantuvo una cadena de frio la cual es muy importante, otra posibilidad planteada fue que
esta enzima se habia contaminado por un manejo inadecuado dentro del laboratorio, sin
embargo esta posibilidad fue descartada ya que desde la primera reaccion realizada con
esta enzima nueva se observé una baja amplificacion, no solo para el operén T cuyo
oligonucleétido Fw fue remplazado, esta misma disminucién en la calidad de amplificacion se
observé en la amplificacibn del operén C, que esta siendo estudiado de manera
independiente a este trabajo.

Por lo que se trabajé Unicamente con la enzima Vent polimerasa para la amplificacion

de este operoén.

9.6 Obtener mutantes mediante delecién de genes involucrados en la degradacion
y de aquellos que presumiblemente participan en el transporte de acido cloranilico.

Para la obtencién de mutantes mediante delecion dirigida se trabajé en adaptar la
metodologia para PCR de fusion reportada por un grupo de investigacién de la Universidade
Federal Do Parana, con esta metodologia se buscaba la generacién de un producto de 2 Kb
a partir de dos productos individuales de 1 Kb parcialmente complementarios entre si, para
obtener dicho producto se probaron diferentes condiciones de amplificacién sin embargo;
como se mostré en la seccion de resultados esta metodologia no mostré buenos resultados
al no poder generar una buena amplificacién del producto de 2 Kb.

Debido a esto se procedié a probar la fusién de estos productos mediante el uso de un
fragmento de 1 Kb extendido 25 pb como mega primer, sin embargo tras probar diferentes
temperaturas, concentracion de Mg*?, y programas de amplificacién no se logré obtener un
producto de 2 Kb.

Posteriormente se trabaj6 en obtener la construccion de 2 Kb por medio de
subclonacion y ligacién, y debido a que para obtener la construccion final de 2 Kb era
necesario obtener tres construcciones previas se trabajo a la par con una metodologia mas
corta para la obtencion de este producto por medio de digestion y ligacion.

De las cuatro metodologias probadas la que dio mejor resultado fue por medio de

digestion y ligacidn, logrando obtener la ligacién de los dos fragmentos de 1 Kb.
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Una vez obtenida la ligacion de 2 Kb esta fue amplificada por medio de PCR, y debido
a la dificultad con la que este producto fue obtenido, se decidid clonar el fragmento de 2 Kb
en pJetl.2 blunt para de este modo evitar repetir todo el proceso necesario para su
obtencion, es decir; una vez clonado el fragmento de 2 Kb en pJetl.2 blunt se puede
obtener una gran cantidad de este fragmento por medio de purificacion del plasmido y/o
PCR.

Las 8 colonias obtenidas de la clonacion en pJetl.2 blunt fueron verificadas con patron
de restriccion como se describid en la seccion de resultados, de las colonias obtenidas
Unicamente una colonia es la clona que contiene el fragmento de 2 Kb ya que este fue
liberado por restriccion ademas de ser amplificado por PCR.

Las dificultades presentadas para obtener esta construccién pueden deberse a la
naturaleza de la regiébn a mutagenizar, como por ejemplo el contenido de GC que presenta,
ya que la cepa TQO7 es una bacteria con un alto contenido de GC (60.3%) podria ser que el
contenido de GC es un factor determinante para poder llevar a cabo la amplificacion de

regiones del genoma por medio de fusion.
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