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Resumen

Herbaspirillum sp. TQO07 es una bacteria capaz de degradar y utilizar como Unica fuente de
carbono y energia un compuesto ciclico clorado llamado acido cloranilico. Este compuesto
tiene homologia con compuestos arométicos clorados como derivados del pentaclorofenol,
que se caracterizan por ser agentes xenobioticos, es decir, contaminantes. El siguiente
proyecto, se baso6 en la construccion de mutantes de Herbaspirillum sp. TQO7 utilizando un
vector suicida llamado pK18mobsacB que permite generar construcciones no polares para
identificar aquellos genes que pudieran estar participando en la ruta metabdlica del
compuesto, ya que no se conoce dicha via. Antecedentes mencionan que los genes que
participan en la degradacion del acido cloranilico, se encuentran en una region de 19 Kb que
ha sido estudiada solamente de manera bioinformatica. Los genes estudiados de manera
experimental en este trabajo fueron cadA, cadBl y cadP. El gen cadA codifica para una
enzima FAD-monooxigenasa y que es la primera enzima involucrada en la degradacion del
acido cloranilico. Mientras que cadP, codifica para una porina que posiblemente esta
involucrada en el transporte del acido cloranilico al periplasma. El gen cadB1 tiene
homologia con proteinas hipotéticas asociadas a membrana lo que sugiere que puede ser un
transportador. Al generar la mutante del gen cadB1 presente en la cepa de Herbaspirillum
sp. TQO7 con el gen cadB1 y crecerla en agar nutritivo suplementado con acido cloranilico,
se observo la formacién de un metabolito de color amarillo nunca antes reportado en la cepa
silvestre. Esta cepa mutante fue incapaz de crecer en medio mineral utilizando acido
cloranilico como unica fuente de carbono, lo que confirma la participacion de este gen en la
via de degradacién del compuesto. Estudios bioinformaticos demuestran que la proteina
cadB1 presenta homologia con una enzima muconato lactonizante. Este tipo de enzimas,
participan en la degradacion de compuestos clorados que generan metabolitos de color
amarillo, mismo patrén observado en la mutante del gen cadB1 cuando se crecié en agar

nutritivo suplementado con acido cloranilico.



Abstract

Herbaspirillum sp. TQO7 is a bacterium capable of degrading and using as a sole source of
carbon and energy a chlorinated cyclic compound called chloranilic acid. This compound has
homology with chlorinated aromatic compounds as derivatives of pentachlorophenol, which
are characterized as being xenobiotic agents, ie contaminants. The following project was
based on the construction of mutants of Herbaspirillum sp. TQOQ7 using a suicide vector called
pK18mobsacB that allows the generation of non-polar constructs to identify those genes that
may be participating in the metabolic pathway of the compound, since this pathway is not
known. Antecedents mention that the genes that participate in the degradation of chloranilic
acid, are in a region of 19 Kb that has been studied only in a bioinformatic way. The genes
studied experimentally in this work were cadA, cadB1 and cadP. The cadA gene encodes an
enzyme FAD-monooxygenase and is the first enzyme involved in the degradation of
chloranilic acid. While cadP, it codes for a porin that is possibly involved in the transport of
chloranilic acid to the periplasm. There were no experimental reports of the cadB1 gene, it
was only known to have homology with hypothetical membrane-associated proteins and it
was thought that it could be a transporter. When generating the mutant of the cadB1 gene
present in the strain of Herbaspirillum sp. TQO07 with the cadB1 gene and growing it on
nutritive agar supplemented with chloranilic acid, the formation of a yellow metabolite never
before reported in the wild strain was observed. This mutant strain was unable to grow in
mineral medium using chloranilic acid as the sole carbon source, confirming the participation
of this gene in the degradation pathway of the compound. Bioinformatic studies show that the
cadB1l protein has homology with a lactonizing muconate enzyme. This type of enzymes
participate in the degradation of chlorinated compounds that generate yellow metabolites, the
same pattern observed in the mutant of the cadBl gene when grown on nutritive agar

supplemented with chloranilic acid.
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Introduccién

Los compuestos organicos clorados son aquellos que estan formados por atomos de
carbono que tienen como sustituyentes del hidrogeno atomos de cloro (Mcmurry, 2008).
Estos compuestos han sido ampliamente utilizados debido a las propiedades
fisicoquimicas que tienen. Tal es el caso del dicloro difenil tricloroetano (DDT), que fue
utilizado durante muchos afios como plaguicida para combatir la malaria (Biswas et al.,
2015). Otro ejemplo, es el pentaclorofenol (PCP), que es un compuesto aromatico
altamente halogenado que se utiliza como conservador de madera por sus propiedades
insecticidas, antifungicas y antibacterianas (Proudfoot, 2003).

La desventaja de utilizar este tipo de compuestos, es que causan serios problemas
ambientales relacionados con su toxicidad sobre los ecosistemas o el ser humano (Das,
2014). Adicionalmente, son xenobibticos y que pueden llegar a ser recalcitrantes, lo que
significa que son dificiles de degradar por microorganismos y se bioacumulan en los seres
vivos causando efectos de toxicidad crénica, teratogénica y cancerigena (Field et al.,
2008).

La biodegradacién es un proceso importante para eliminar contaminantes clorados de los
ecosistemas. Pseudomonas y bacterias relacionadas, como Acinetobacter, son
microorganismos que pueden crecer en presencia de compuestos halo-aromaticos
(Biswas et al., 2015). Por lo tanto, estudiar la via de degradacion de este tipo de
compuestos nos ayudaria a generar estrategias nuevas para eliminar compuestos
aromaticos, principalmente contaminantes, que se encuentran en el ambiente (Goldman
et al., 1987).

Un ejemplo de biodegradacion es el PCP, algunas bacterias sintetizan la enzima PCP-
monooxigenasa (Chen et al., 2008), que es la primera enzima involucrada en la ruta de
degradacion de este contaminante. Esta enzima se encarga de eliminar un cloro para
formar p-cloranilo, que en condiciones alcalinas es hidrolizado a acido cloranilico (Sarr, et
al., 1995). El &cido cloranilico es una benzoquinona clorada, presente en los efluentes de

las plantas productoras de pulpa de papel que se genera a partir de la lignina o, como se



menciond previamente, como un subproducto de la degradacién bidtica y abibtica del

plaguicida y preservador de madera pentaclorofenol (Sarr et al., 1995).

Este trabajo, se baso en el estudio de los genes cadA, cadB1 y cadP que podrian estar
participando en la via de degradacion del acido cloranilico llevada a cabo por la bacteria
Herbaspirillum sp. TQO7 (Trevifio-Quintanilla et al., 2011). Se construyeron mutantes por
deleciébn de los genes de interés para comprobar si estos participan o no en la
degradacion del compuesto. Se ha demostrado que cadA codifica para una enzima FAD-
monooxigenasa involucrada en la degradacion del &cido cloranilico (Trevifio-Quintanilla et
al., 2002). Mientras que cadP, codifica para una porina que posiblemente esté involucrada
en el transporte del acido cloranilico al periplasma (Trevifio-Quintanilla et al., 2011). El
gen cadB1l no habia sido estudiado con anterioridad. La mutante en el gen cadB1l de
Herbaspirillum sp. TQO7 fue incapaz de crecer en medio empleando acido cloranilico
como Unica fuente de carbono y energia, lo que demuestra que el producto de este gen
participa en la degradacion de este compuesto. Una observacién adicional es que al
crecer esta mutante en medio rico con acido cloranilico, la coloracion violeta desaparece y
se observa la formacion de un metabolito de color amarillo, lo que sugiere que la enzima
CadB1 estéa participando en la degradacion del compuesto y que podria ser una enzima
muconato lactonizante, ya que este tipo de enzimas se caracterizan por formar

metabolitos de coloracion amarilla.



Capitulo 1. Marco Tedrico

1.1 Compuestos arométicos clorados en el ambiente

En los dltimos afios, el uso excesivo de productos quimicos como disolventes,
plastificantes, insecticidas, herbicidas y fungicidas, en el medio ambiente a través de
actividades industriales, agricolas, médicas y domésticas ha producido importantes
problemas ecotoxicolégicos con graves consecuencias para todos los organismos vivos
(Furukawa, 2006).

Las moléculas organicas como los clorofenoles, son compuestos aromaticos clorados que
en su estructura tienen un benceno, un grupo —OH y al menos un atomo de cloro. Dentro
de las caracteristicas estructurales de estos compuestos, se encuentra la estabilidad del
enlace carbono-halégeno, efectos alostéricos, grado de halogenacion, asi como la
posicion de los atomos de halégeno sobre el compuesto (Olaniran et al., 2011). 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 degradacion (Sanz, 2007).

Se han reconocido cinco grupos de clorofenoles en funcién a sus estructuras quimicas:
monoclorofenoles, policlorofenoles, cloronitrofenoles, cloroaminofenoles y
clorometilfenoles (Arora & Bae, 2014), Figura 1. Estos compuestos son utilizados como
antipolilla, miticidas, germicidas, alguicidas, fungicidas y conservadores de madera,

también para la sintesis de colorantes y farmacos (Muller et al., 2011).

Los clorofenoles se consideran como el principal grupo de contaminantes ambientales
debido a su toxicidad y usos generalizados (Olaniran et al., 2011). Las principales fuentes
de contaminacion son los desechos industriales, pesticidas, herbicidas e hidrocarburos
clorados complejos (Arora et al., 2014). También se han encontrado en aguas residuales,
lodos, aguas superficiales y aguas subterraneas, también en derrames accidentales, sitios
de desechos peligrosos, tanques de almacenamiento o rellenos municipales (Olaniran et
al., 2011).



Para eliminar a los clorofenoles de los efluentes, se han utilizado varios métodos fisicos,
guimicos y biolégicos, pero ninguno de estos métodos, ni la combinacién de ellos ha
logrado una completa mineralizaciéon (Arora et al., 2014). Los métodos quimicos como
adsorcion, intercambio i6nico, extraccion liquido-liquido, oxidacion quimica y procesos
avanzados de oxidacion para eliminarlos de aguas residuales suelen ser eficientes, pero
muy costosos, ademas, pueden generar subproductos mas nocivos (Biswas et al., 2015).
Por otro lado, la biorremediacion, que es el uso de microorganismos capaces de
mineralizar por completo un contaminante, se ha convertido en un método eficaz que no

dafa al ambiente (Arora et al., 2014).
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Figura 1. Estructura quimica de los clorofenoles y sus derivados (Arora et al., 2014).
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1.2 Biorremediacién

La biorremediacion se describe como el proceso que utiliza agentes biolégicos,
principalmente microorganismos como bacterias, levaduras u hongos, para remover
agentes toxicos que se encuentran en el ambiente. Este proceso se ha vuelto en una de
las herramientas mas efectivas para recuperar ambientes contaminados (Seeda et al.,
2017). Los microorganismos son capaces de romper los enlaces quimicos que forman los
contaminantes, porque han desarrollado rutas metabdlicas para utilizarlos como fuente de
carbono y energia (Das, 2014). Por lo tanto, la biorremediacién utiliza la versatilidad que
tienen los microorganismos para degradar contaminantes. El proceso de biorremediacion
implica la biotransformacion y biodegradacion mediante la transformacion de
contaminantes en productos quimicos no peligrosos o menos peligrosos (Das, 2014). Una
de las metas de la biorremediacion, es transformar los contaminantes organicos en
metabolitos menos perjudiciales para el ambiente o mineralizarlos en didxido de carbono y
agua (Seo et al., 2009).

1.3 Degradacion aerobia de clorofenoles

Los microorganismos que han logrado crecer en suelos contaminados por clorofenoles,
ademas de haberse adaptado a este tipo de ambiente, también han logrado desarrollar
nuevas rutas metabdlicas que les han permitido degradar este tipo de compuestos y

utilizarlos como Unica fuente de carbono y energia (Olaniran et al., 2011).

Un factor importante para la degradacién de estos compuestos es la biodisponibilidad, ya
que va a influir directamente en la tasa de degradacion dependiendo de qué tan accesible
0 no se encuentre el contaminante para el microorganismo (Das, 2014). Una
biodisponibilidad baja puede considerarse una causa de recalcitrancia, ya que, la
degradacion de xenobidticos se vuelve mas compleja y dificil debido a la adsorcion de
compuestos organicos al suelo conforme pasa el tiempo (Das, 2014). También los
factores ambientales como el tipo de suelo, temperatura, pH, presencia de oxigeno u
otros aceptores de electrones van a influir en la degradacion del contaminante (Atlas et
al., 2005; Das, 2014). Otros factores relacionados con la interaccion de los
microorganismos con el contaminante, es la incapacidad de los microorganismos de

introducir el compuesto a la célula (esto puede deberse a la falta de permeasas; enzimas
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que transportan compuestos a través de la membrana), toxicidad del compuesto, asi

como fenébmenos de adsorcion con componentes del suelo (Atlas et al., 1993).

La degradacion aerobia de clorofenoles, llevada a cabo por bacterias aisladas de suelos
contaminados, requiere la participacion de monooxigenasas que pueden catalizar las
siguientes reacciones: a) la hidroxilacién en la posicion orto de los anillos clorofendlicos,
dando lugar a la formacion de clorocatecoles que pueden degradarse por la via orto, meta
o hidroxilarse antes del corte del anillo; b) catalizar la hidroxilacion en la posicion para del
anillo clorofendlico, formando clorohidroquinonas que pueden degradarse mediante
hidroxilaciéon o deshalogenacion antes de la escision del anillo (Mars et al., 1997; Nordin
et al., 2005).

Existen diversos géneros de bacterias capaces de degradar compuestos clorados, por
ejemplo: Rhodococcus, Pseudomonas, Sphingomonas, Mycobacterium, Burkholderia y
Acinetobacter (Arora et al., 2014). Una bacteria capaz de mineralizar completamente un
compuesto altamente clorado es Sphingobium chlorophenolicum. La ruta metabdlica para
la degradacién de pentraclorofenol (PCP) en este microorganismo (figura 2), inicia por la
PCP-4-monooxigenasa (PcpB), que va a oxidar al PCP a 2,3,5,6-tetracloro-p-hidroquinona
(TeCH). La siguiente enzima que participa en la degradacion es la deshalogenasa
reductora TeCH (PcpC), que convierte el TeCH a 2,3,6-tricloro-p-hidroquinona y luego en
2,6-dicloro-p-hidroquinona (DiCH) mediante decloracion reductiva. La degradacion del
2,6-DiCH ocurre cuando el anillo es escindido por la DiHQ-1,2-dioxigenasa, formando 2-
cloromaleilacetato (2-CMA). Después la enzima maleilacetato reductasa (MA) remueve el
cloro y oxida al grupo hidroxilo del 2-CMA y se forma maleilacetato que es hidrogenado a
3-oxoatipato que sera mineralizado a través del Ciclo de los Acidos Tricarboxilicos (CAT)
(Cai et al., 2002; Lange et al., 1996; Ohtsubo et al., 1999).
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Figura 2. Via de degradacion del pentaclorofenl (PCP) en S. chlorophenolicum cepa ATCC 39723. PcpB, PCP
4-monooxigenasa; PcpC, TeCH deshalogenasa reductiva; PcpA, 2,6-DiCH 1,2-dioxigenasa; PcpE, MA
reductasa; CoA, coenzima A (Cai et al., 2002).

Otro ejemplo de compuesto clorado que puede ser mineralizado es el 2-clorofenol, que es
un compuesto que se ha utilizado como antiséptico. Puede ser degradado via 3-
clorocatecol por la bacteria Rhodococcus opacus (figura 3). La enzimas clave de esta via
de degradacion son: clorocatecol-1,2-dioxigenasa, cloromuconato cicloisomerasa (CMCI),
cloromuconolactona isomerasa (CMLI) y la dienelactona hidrolasa (DELH). La
dioxigenasa cataliza la conversion del 3-clorocatecol a 2-cloromuconato, mientras que
CMCI convierte el 2-cloromuconato a 5-cloromuconolactona. La enzima CMLI convierte el
5-cloromuconolactona en cis-dienelactona y DELH convierte este compuesto en
maleilacetato que es degradado por la via de los &cidos tricarboxilicos (Muller et al.,

2011).
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Figura 3. Degradacion del 2 clorofenol via 3-clorocatecol por la bacteria Rhodococcus opacus (Arora et al.,
2014).



1.4 Organizacion de los genes involucrados en degradacion de compuestos
aromaticos

Las agrupaciones de los genes que codifican para el catabolismo de compuestos
arométicos normalmente se encuentran en elementos genéticos moviles, tales como
transposones y plasmidos, que facilitan la transferencia horizontal de genes y, por lo
tanto, la rdpida adaptacion de los microorganismos a nuevos contaminantes (Gibson et
al., 2002). La mayoria de las bacterias capaces de degradar compuestos aromaticos son
aerobias y comprenden una serie de enzimas que se clasifican como enzimas de la via
“superior” o “inferior” (Gibson et al., 2002; P. A. Williams et al., 1994). Generalmente, las
enzimas de la via catalitica superior transforman el compuesto aromatico en dioles, este
paso es llevado por monooxigenasas o0 dioxigenasas que incorporan uno o mas atomos
de oxigeno al anillo aromatico. La segunda enzima de la ruta superior, son las
deshidrogenasas, que catalizan el dihidrol a dihidroxi (Eltis et al., 1996). Las enzimas de la
ruta inferior, que pueden ser intradiol dioxigenasas o estradiol dioxigenasas que pueden
identificarse facilmente debido a que generan un metabolito de coloraciébn amarilla,
rompen el compuesto aromatico dihidroxilado del paso anterior (Eltis et al., 1996). Los
genes que codifican las enzimas de las vias superior e inferior, a menudo se agrupan en
operones y las combinaciones variadas de las vias superior e inferior, proporcionan
diversas funciones (Suenaga et al.,, 2009). Por ejemplo, se sabe que la bacteria
Pseudomonas putida G7, tiene dos operones que contienen los genes estructurales para
la degradacién de naftaleno. Un operén tiene los genes que codifican las enzimas
necesarias de la via catalitica superior para la conversion del naftaleno en salicilato. El
segundo, contiene los genes para la via catalitica inferior que codifica las enzimas
necesarias para el metabolismo del salicilato a través de la via catecol para convertirlo en

piruvato y acetaldehido (Seo et al., 2009).



Capitulo 2. Antecedentes

2.1 Acido cloranilico

El AC (figura 4) es una benzoquinona que presenta una coloracion violeta-rojiza en
solucién acuosa y en su forma reducida tiene estructura similar a intermediarios de la via

clorohidroxiquinol (Trevifio-Quintanilla et al., 2011).

Durante la fotdlisis del pentaclorofenol en solucién acuosa se ha identificado al acido
cloranilio como el producto final mayoritario (Wong and Crosby 1978), este compuesto se
genera muy eficientemente por hidrélisis alcalina a partir de la tetracloro-p-benzoquinona
(p-cloranilo), un intermediario de la degradacion microbiolégica y fisicoquimica del
pentaclorofenol (M. Williams, 2006). También, se ha identificado como un subproducto en
diferentes clases de efluentes del blanqueado de pulpa de papel en concentraciones que
llegan a ser comparables con los mas abundantes: cloroguaiacoles y clorocatecoles
(Remberger et al., 1991). La persistencia del AC, asi como, su susceptibilidad a la
degradacién microbiana en ambientes acuosos se desconoce, pero su recuperacion de
efluentes tratados mediante un sistema de tratamiento biol6gico convencional sugiere que

no se degrada facilmente bajo estas condiciones (Remberger et al., 1991).

La coloracion que presenta el AC en solucion acuosa hace a este compuesto
cloroaromatico una molécula muy util para el aislamiento de microorganismos capaces de

degradarlo y facilitar el estudio de su via metabdlica.
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Figura 4. Equilibrio 6xido-reduccion del acido cloranilico.



2.2 Biodegradacion de Acido Cloranilico

Trevifio-Quintanilla et al., en el 2002 reportd el aislamiento de una bacteria capaz de
degradar &cido cloranilico, de una muestra de aserrin de El Salto Durango, una zona
maderera del noreste de México. Esta bacteria clasificada en un principio como
Pseudomonas putida TQO7, tiene la capacidad no solo de degradar la molécula de AC,
sino utilizarlo como Unica fuente de carbono y energia, siempre y cuando, el pH del medio

sea neutro.

Para establecer la relacién filogenética que tenia la cepa TQO7, se realizé un andlisis de
identificacion utilizando el gen ribosomal 16S. Encontrando una similitud considerable con
el género Herbaspirillum, especialmente con la cepa Herbaspirillum lusitanum P6-12,
sugiriendo una reclasificacion de la cepa TQO7 al género Herbaspirillum. La diferencia que
se encontrd a nivel de la secuencia amplificada del gen ribosomal 16S entre las dos cepas
fue de solo una base (Colin-Salinas, 2015; Hernandez-Martinez, 2015).

Para estudiar la via de degradacién del AC en la cepa TQO7, se realiz6 una mutagénesis
al azar con el transpos6n miniTn5KmlacZ1 para obtener mutantes incapaces de degradar
al AC. Mediante secuenciacion de los sitios de insercién de los transposones en el
genoma de la cepa TQO7, se identifico una regién de aproximadamente 19 Kb que tiene
genes involucrados en el transporte y mineralizacién del AC, esta regién se encuentra
dentro del cosmido pLG3020. Mediante la digestion de éste césmido, se dio origen a
multiples fragmentos que fueron clonados y posteriormente secuenciados para identificar
los ORF’s. El primer gen que se caracterizd dentro de esta region se denominé cadA, que
codifica una FAD-monooxigenasa y que presenta una homologia de 34% con una FAD-
monooxigenasa de Sphingomonas paucimobilis RW1 involucrada en la degradacién de

compuestos aromaticos y aromaticos clorados (Trevifio-Quintanilla et al., 2002).

Posteriormente mediante mutagénesis al azar, complementacion y similitud de
secuenciacion de aminoacidos se identificaron otros cuatro ORF’s: cadR, cadC, cadD y
cadX, genes posiblemente involucrados en via de degradacion del AC. La secuencia de
los cuatro genes fue analizada utilizando el programa BLAST del Centro Nacional de
Informacion Biotecnolégica (NCBI por sus siglas en inglés) y con I-TASSER para predecir

las posibles funciones de estos cuatro genes con lo reportado en la literatura (Trevifio-
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Quintanilla et al., 2011). Basandose en los resultados anteriores, se propuso una via
hipotética para la degradacion del AC (figura 7). La primera enzima involucrada es una
FAD-monooxigenasa que se encarga de introducir un grupo hidroxilo al anillo aromético
generando un compuesto fendlico. Durante la introduccion de este nuevo grupo, se
podrian estar removiendo otros grupos (ej. otro cloro). Posteriormente a la remocion del
CI del anillo aromatico del AC reducido, el paso siguiente de la degradacion involucraria
la participacién de una dioxigenasa (no identificada aldn) que corte este compuesto para
formar el acido 2,3,4-trihidroxi-2-pirona-6-carboxilico, que seria el sustrato de la pirona
hidrolasa para formar 2,3,4,5-tetrahidroximuconato. Para generar intermediarios de la via
de los &cidos tricarboxilicos a partir de ésta molécula podrian actuar dos enzimas
diferentes: la acetil-CoA acetiltransferasa (thiolasa). Previo a esto se necesitan dos pasos
enzimaticos que podrian realizarse por la maleilacetato reductasa y la 3-oxoadipato

succinil-CoA transferasa.
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Figura 5. Via hipotética de la degradacion del acido cloranilico en Herbaspirillum sp. TQO7 (Trevifio et al.,
2011).



2.3 Islagendmica de la cepa Herbaspirillum sp. TQO7

En el genoma de la cepa Herbaspirillum sp. TQO7 se encuentra una isla genémica de 120
Kb que contiene los genes involucrados en la degradacién del AC y que se pierde de
manera espontanea cuando el microorganismo se siembra repetidamente en medio rico
(caldo nutritivo). Dentro de esta isla gendmica, se encuentra una regioén de 19 Kb que se
ha caracterizado mediante digestion dando lugar a multiples fragmentos de entre 700 y
2000 pb. Los fragmentos fueron clonados y secuenciados para realizar un ensamblaje
utilizando los sitios de restriccion que los flanqueaba como referencia. Las secuencias

consenso generadas se agruparon en tres clusteres, figura 6.

Clal
Pstl
EcoRl
EcoRl
EcoRl
Sall
EcoRl haol Kprl
Kpal  Xhol Pstl
| | 1 1 | | | | | 1 1 |
12X D C R QT P2 HDCT P1 A B1 B2 Y
Consenso
Cluster 3
Cluster 2 |

Cluster1 |

Figura 6. Resultado del ensamblaje de los clusters 1, 2 'y 3 (18889 pb) del césmido pLG3020 de la cepa TQO7,
se observan los sitios de restriccion empleados para el empalme de las secuencias (Colin-Salinas, 2015).

El primer cluster (figura 7) tiene un tamafo de 5289 pb y contiene 6 ORF’s, de los cuales
cuatro de ellos corresponden a los genes cadR, cadC, cadD y cadX que ya se habian
analizado anteriormente y que se encuentran en la base de datos del NCBI (Trevifio-
Quintanilla et al., 2011).

El estudio también encontr6 homologia con la cepa Burkholderia cenocepacia DDS 22E-1,
gue fue el Unico organismo que presentd 4 de los 6 ORFs analizados (cadR, cadC, cadD
y cadX) registrando una similitud de aproximadamente 70% a nivel de secuencia
nucleotidica y proteica. Ademas se aprecia que algunos ORF’s de Burkholderia

cenocepacia DDS 22E-1 tienen el mismo arreglo y distribucion genémica de algunos de
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los ORF’s involucrados en la degradacion y un tamafo similar con respecto a la cepa
TQO7 (Colin-Salinas, 2015).

CLUSTER 1
Pstl Pstl
L 1
1 B X D C R
0 1000 2000 3000 4000 5000
| 1 | I | 1 | I | 1 |
ORF GEN INICIO FIN aa FUNCION
R cadR 1076 96 326 Regulador transcripcional de la familia LysR
C cadC 133 2255 306 Pirona hidrolasa de acidos dicarboxilicos (Putativo)
D cadD 2433 3350 305 Aldolasa o dihidrodipicolinato sintasa (Putativo)
X cadX 3523 3936 137 Proteina hipotética
2 5230 4778 150 Regulador transcripcional de la familia MarR
1 - 4591 4238 117 Limoneno-1-2-epoxi hidrolasa (Putativo)

Figura 7. Determinacion de la funcion de los ORFs del cluster 1 reportados por Trevifio-Quintanilla et al., 2011,
de la cepa TQO7 involucrados en la degradacion de &cido cloranilico (Colin-Salinas, 2015).

El cluster 2 (Figura 8) contiene cinco ORFs (cadP, cadT, cadH, cadP2 y cadQ)
distribuidos en una secuencia de 6835 pb. Al realizar los alineamientos correspondientes
con Burkholderia cenocepacia DDS 22E-1 se presentd homologia solo con tres ORFs:
cadT, cadH y cadP2, ademas tiene la misma sintenia gendmica que en la cepa TQO7. Los
cinco ORFs contenidos en esta region se asocian a proteinas de membrana de bacterias
Gram negativas (Colin-Salinas, 2015).

CLUSTER 2

Pstl EcoRI
| |

F s

o
=

QT P2 H DCT P1

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
i \ I \ | I | I |

F 3

o
=+

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 20 579 Proteina involucrada en quimiotaxis

Figura 8. Determinacion de la funcion de los ORFs del cluster 2 de la cepa TQO7 involucrados en la
degradacion de &cido cloranilico (Colin-Salinas, 2015).
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El cluster 3 (Figura 9) tiene una longitud de 6861 pb. En este clister solo se identificaron
cuatro ORFs (OrfY, cadB2, cadB1 y cadA). Solo el gen cadA se ha estudiado de manera
experimental y ya ha sido asociado con la degradacién de AC (Trevifio-Quintanilla et al.,
2002). El estudio sugiere que el producto del ORF posee seis dominios (thiolase, Thiolase
N, PRK05790, 3-ketoacyl-CoA thiolase, PLN02644 y PaaJ) asociados a una actividad
Tiolasa cuya actividad enzimatica cataliza el corte reversible de 3-cetoacil-CoA hacia acil-
CoA 'y acetil-CoA (Marchler-Bauer et al., 2015).

El producto del ORF B2 contiene dos dominios (31 Kda immunogenic protein precursor,
PBP2 TAXI TRAP) asociados a un receptor de transportador de solutos TRAP de la
familia TAXI, esta familia es una de las tres familias principales de receptores
extracitoplasmaticos (ESR) para TRAP (Tripartite ATP-independent Periplasmic
Transporter) (Mulligan et al., 2011).

El producto del ORF B1 contiene un dominio COG5276, que aun no ha sido caracterizado
experimentalmente, pero considerando la homologia con otras secuencias proteicas,
puede asociar a una proteina de membrana con péptido sefial, igualmente se trata de un
ORF putativo (Augustus et al., 2011).

CLUSTER 3
!Eco R Pstl
A B1 B2 Y

0 1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
| | | | '
ORF INICIO FIN aa FUNCION

Y 6098 6865 394 Acetil transferasa

B2 3971 4870 297 roteina de la familia TAXI

B1 2678 3007 417 Proteina con péptido senal

A 1011 2672 553 FAD monooxigenasa

Figura 9. Ensamblaje de los ORF’s contenidos en vectores de clonacion de una regién involucrada en la
degradacion de &cido cloranilico (Colin-Salinas, 2015).

El producto del ORF A que codifica para la proteina CadA, contiene dos dominios
relacionados con actividad monooxigenasa (p-hydroxybenzoate hydroxylase y Ubiquinone

biosynthesis monooxygenase COQ6), este modelo representa una familia de hidrolasas
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dependientes de FAD (Monooxigenasas) el dominio presente en este ORF para la unién a
FAD es FAD binding 3 (Colin-Salinas, 2015).
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Capitulo 3. Objetivos

3.1 Justificacién

La caracterizacion de los genes que presumiblemente estan involucrados en la
degradaciéon de acido cloranilico nos ayudara a establecer la via de degradacién de este
compuesto y su posible participacién en la degradacién de alguna contraparte natural en
el ambiente. Al conocer la via de degradaciéon del acido cloranilico se podra buscar la
manera de aplicar este conocimiento en el desarrollo de procesos biotecnolégicos de
interés para la biorremediacion de contaminantes o para la generacién de productos de

interés industrial.

3.2 Hipotesis

Debido a que cadA participa en la degradacion de &cido cloranilico y al parecer esta
formando un operén con otros dos genes (cadB1 y cadB2), la delecion de estos genes
también afectara la degradacion de acido cloranilico en la cepa Herbaspirillum sp. TQO7.

3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo general

e Evaluar si el gen cadB1 esta involucrado en la degradacién de acido cloranilico en

la cepa de Herbaspirillum sp. TQO7.

3.3.2 Objetivos particulares

e Confirmar que cadA, cadBl y cadB2 forman una unidad transcripcional Unica
cuando se degrada acido cloranilico.
e Evaluar la capacidad de la mutante por delecion en cadB1 para llevar a cabo la

degradacion de acido cloranilico.
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Complementar la mutante por delecidon del gen cadB1 mediante la clonacion de
este gen en un vector de expresion.
Establecer si existe acumulacion de un metabolito en la mutante cadB1 durante la

degradacion de acido cloranilico.
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Capitulo 4. Metodologia

4.1 Medios y condiciones de cultivo

Las cepas y plasmidos que se utilizaron para la realizacion de este trabajo, se describen
en la Tabla 1.

Los cultivos de Herbaspirilum sp TQO7 se realizaron en medio minimo (MM): agua
desionizada, 1000 ml; K;HPO4 1.0 g; KH2PO4 0.5 g; NHsNO3 1.0 g; MgSO4 7H.0 0.2 g;
NaCl, 0.1 g; y FeCls 0.02 g (el pH final se ajusta a 6.8) o en caldo nutritivo (CN). EI AC se
esteriliza por filtracion y se aflade a una concentraciéon final de 400mg/l al medio. Los
cultivos se incubaban de 24 a 48 horas (h), a una temperatura de 30°C con una velocidad
de agitacién de 250 rpm. Se sembraron también cajas de Petri con agar nutritivo o agar
MM suplementados con AC. Los antibiéticos utilizados para Herbaspirillum sp TQO07
fueron: cloranfenicol, 50 ug/mL; kanamicina, 50 pg/mL y tetraciclina, 20 ug/mL, segun

fuera el caso.
Escherichia coli se crecia en medio LB o CN a 37°C (Miller, 1972). Se sembraban en
cajas Petri con medio rico y segun fuese el caso, se utilizaban los siguientes antibioticos:

ampicilina, 200 pug/mL; kanamicina, 50 pg/mL y tetraciclina, 20 pg/mL.

Tabla 1. Cepas y plasmidos empleados en este trabajo.

Cepas o plasmidos Caracteristicas relevantes Referencias

Herbaspirillum sp.:

TQO7 Cepa silvestre Trevifio et al., 2002

Delecion de los genes cadA, cadBly

cadA, cadB1, cadP cadP

Este trabajo

Escherichia coli:

SupE44, DlacU169, hsdR17, recAl,

endAl,gyrA96, thi-1, relAl, Nalr Gibco BRL

DH5a

S17.1 que expresa la proteina A pir;

S-17 A pir Sm'

de Lorenzo et al., 1990
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Plasmidos:

pTrc99a Vector de recombinacion Wagh et al., 2014
pK18mobsacB Vector suicida Andreas Schgfer
pRK2013 ColE1-tra (RK2); Kmr Figurski et al., 1979
Césmido derivado del pCP13 que
pC3020 contiene 25-Kb de Herbaspirillum sp.; Trevifio et al., 2002
Tc'

4.2 Secuenciacion

La secuenciacion se realizé en la Unidad de Sintesis y Secuenciacion de ADN (USSDNA),
del Instituto de Biotecnologia de la UNAM. Las muestras se prepararon de acuerdo a las
especificaciones indicadas por la USSDNA: en un microtubo de tapa plana de 0.2 mL para
PCR, sin anotaciones en la tapa, se mezclaron 10 pmol del oligonucleétido elegido para
secuenciar y 300-500 ng de plasmido si su tamafio es de 3 a 5 Kb, en un volumen final de
16 L. Si el plasmido tenia el doble de tamafio, se ponian de 600 a 1000 ng. En caso de
productos de PCR, se purificaron por gel y se entreg6 una concentracion de 100 a 120 ng

de DNA, mezclados con 10 pmol de oligo, en el mismo volumen final de 16 pL.

4.3 Métodos Analiticos

La degradacion de AC se cuantificé por Espectrofotometria Ultra Violeta-Visible (UV). Se
midié la absorbancia a una longitud de onda de 243 nm y se cuantificé la concentracion
realizando una comparacién con una curva de calibracion de soluciones estandar de

concentracion conocida de AC.

Se hizo una comparacion del porcentaje de degradacion de las mutantes y de la cepa

silvestre.

4.4 Construccion de los vectores AcadB1, AcadA y AcadP.

Una estrategia que se ha empleado con éxito para analizar la funcién que tiene un gen en

una unidad transcripcional policistrénica es la delecién. La metodologia que se llevo a
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cabo en este proyecto fue la delecion dirigida por digestién y ligacibn para generar

mutantes no polares (Wang et al., 2015).

4.4.1 Delecion mediante digestion y ligacion

Para deletar el gen de interés, se amplificaron mediante una reaccién en cadena de la
polimerasa (PCR, por sus siglas en inglés) 2 fragmentos de DNA que tenian un tamafio
aproximado de 1000 pb de la region upstream y downstream al gen de interés. Se
utilizaron dos pares de primers (Tabla 2) que tenian un sitio Xbal en el sitio 3’ de
fragmento upstream y en el extremo 5’ del fragmento downstream para que pudieran ser

ligados posteriormente con la enzima T4 DNA Ligasa de Thermo Fishers®, figura 10.

Tabla 2. Caracteristicas de los oligonucle6tidos para la delecién de los genes cadB1, cadA y cadP.
En negrito se muestran las secuencias de reconocimiento de las enzimas de restriccién.

Oligonucleotido Secuencia Longitud Enzima de
Restriccion
Up frwrd cadB1 TGCGCGAATTCCGGATCGAATCCAGCGTGGATG 33 EcoRl
Up rvrs cadB1 GCGCTTCTAGACATAGTGCTCAAACCTCCGCAGCCTTAC 39 Xbal
Down frwrd cadB1 CGCATTCTAGATAGCAAGCTAGCTCTCCAGCGAGTG 36 Xbal
Down rvrs cadB1 CCAGGCTGCAGAGCGTCCTCGCATTGGCGATG 32 Pstl
Up frwrd cadA ACGAGAATTCGCCGCGTCAG 20 EcoRl
Up rvrs cadA GGCACTCTAGACATATTTTTGATTGCTTTCAGTCATG 37 Xbal
Down frwrd cadA GCTACTCTAGATGAGCACTATGACGAAAGCGGACTC 36 Xbal
Down rvrs cadA ATCAACTGCAGCACTTCTGTTGGCTGGAATGGATCG 36 Pstl
Up frwrd cadP TGTTGGCTGCAGTTGAGGTCGGGGTGTAC 29 Pstl
Up rvrs cadP AGTCTGTCTAGACATTTGTGTGGTCTCCACG 31 Xbal
Down frwrd cadP CGCACTTCTAGATAGCAACTCACGCCAG 28 Xbal
Down rvrs cadP CTAATAGGATCCCGATTTGCTC 22 BamHI

Para clonar el fragmento de 2 Kb en el vector suicida pK18mobsacB el oligonucle6tido
forward del producto upstream y el oligonucleétido reverse del producto downstream debe

contener sitios de restriccion compatibles con el vector.

A B

5 3 , . .

PCR

Pt xba Xba Ecolt

Ligasa T4

Bl b ' EaR

Ligasa T4

psil iz EcoR)
—

Copia mutante Copia mutante
2kb 2kb
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patl b3 ¥a Bamhil

Ligasa T4

pstl xba BamHl

Copia mutante
2kb

Figura 10. Estrategia para la delecién de genes mediante digestion y ligacién de productos de PCR. En el
panel a, b y ¢ se observa, respectivamente, la construccion para la delecion del cadA, cadB1 y cadP.

Las condiciones de reaccion de la PCR para amplificar los productos se realizaron acorde
a las especificaciones del proveedor. En la tabla 3 se muestran las condiciones.

Tabla 3. Composicién de las reacciones de amplificacién de PCR con Pfu Polimerasa.

Componente Volumen
10X PCR Buffer 5uL
dNTP Mix (2.5 mM de cada dNTP) 4 uL
Upstream Primer 0.1-0.6 ypM
Downstream Primer 0.1-0.6 uM
Templado DNA 2-250ng
Pfu DNA Polimerasa (2.5u/p) 0.625 units
Afadir H20 hasta el volumen final 50uL

4.4.2 Clonacion en el vector pJET1.2/blunt

El vector pJET1.2 (figura 11) es un plasmido lineal que posee caracteristicas que
permiten la ligacion directa de fragmentos de DNA con extremos romos, como los
generados por la Pfu DNA polimerasa. Contiene un replicon (rep) del plasmido pMBI,
encargado de la replicacion del pJET1.2, un gen B-lactamasa que confiere resistencia a
ampicilina, un gen letal (eco471R) para seleccionar a los plasmidos recombinantes, el
promotor PlacUV5 para el gen eco471R, el promotor T7 para la transcripcion in vitro del
inserto clonado, un sitio de clonacion multiple (MCS) y un sitio de insercion para la
ligacion de los insertos con extremos romos. Debido a estas propiedades y que es un
vector de clonacion de alto nimero de copias, su uso ayuda a preservar una secuencia de

interés en una cepa de E. coli.
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Figura 11. Mapa del vector pJET1.2/blunt.

El fragmento con la secuencia de interés eliminada que tiene un tamafio de 2 Kb
aproximadamente, fue clonado en el vector de clonacién pJET1.2/blunt utilizando el kit
CloneJET PCR Cloning de Thermo Fisher® siguiendo las especificaciones del fabricante
(tabla 4). Se realiz6 éste paso, para manipular la secuencia de interés en procedimientos

futuros.

Tabla 4. Composicién de las reacciones de ligacion de los productos de 2 Kb para clonarlos en el
vector pJET1.2 Blunt.

Componente Volumen
Buffer de reaccién 2X 10 uL
Producto de PCR 2 Kb 100 ng

pJET1.2 Blunt 1L

T4 DNA Ligasa 1 pL
Agua libre de nucleasas hasta 20 pL

4.4.3 Transformacion en la cepa E. coli DH5a

La construcciones resultantes (denominadas pJETA::B1l, pJETA:A, pJETA:P), se
utilizaron para transformar la cepa E. coli DH5a mediante el siguiente procedimiento: se
agreg6 cuidadosamente 2 uL del plasmido en 100 pL de células y se adicioné 1uL de
DMSO 40%. La mezcla se dej6 incubando por 30 minutos en hielos en un tubo eppendorf
de 1.5 mL. Después se le dio un choque térmico a 42°C durante 90 segundos, se dejo
incubando en hielo por dos minutos y se agregaron 400 uL de caldo nutritivo (CN). Se

dejaron incubando a 37°C por 45 minutos en agitacion constante de 200 rpm.
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Posteriormente se sembraron 200 uL de cultivo en una caja Petri de CN con ampicilina y

se dejaron incubando toda la noche a 37°C.

4.4.4 Subclonacion en el vector suicida pK18mobsacB

Para disefiar las construcciones que permitan generar una mutante no polar (en los genes
cadBl, cadA y cadP), se utilizd el vector suicida pK18mobsacB (figura 12) que tiene
propiedades utiles de los plasmidos pK (e.g., sitio de clonacién multiple, fragmento lacZa),
una magquinaria de transferencia del plasmido RP4 y un gen sacB modificado de Bacillus
subtilis. Este derivado de pK puede transferirse mediante conjugacion mediada por RP4 a
una amplia gama de bacterias Gram™ y Gram*, que facilita la alteracion génica y el

intercambio alélico por recombinacion homdéloga (Schéfer et al., 1994).

Figura 12. . Mapa del vector pK18mobsacB (Schéfer et al., 1994).

Para ligar el fragmento de 2 Kb al vector, se purific6 DNA plasmidico de las
construcciones en pJET. Después fue digerido con las enzimas correspondientes (EcoRlI
y Pstl en el caso de pJET::AB1 y pJET::AA, BamHI y Pstl en el caso de pJET::AP) y de
esa manera recuperar el fragmento de 2 Kb. Una vez que los vectores fueron digeridos,

se purificaron utilizando el kit GenJET PCR Purification de ThermoFisher® y se ligé en el
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vector pK18mobsacB que fue previamente digerido con las mismas enzimas para la

liberacion del fragmento.

4.4.5 Transformacion en la cepa E. coli S17-1 Apir

La cepa de E. coli S17-1 Apir tiene la capacidad de transferir directamente el plasmido por
conjugacion a otra bacteria, sin la necesidad de llevar a cabo un acoplamiento
triparenteral con una cepa Helper ya que tiene integradas en el cromosoma, funciones
RP4 necesarios para la conjugacion. Expresa el gen pir a partir de una copia liségena del
fago Apir, y esta disefiada para la propagacion de plasmidos con el origen de replicaciéon
R6K. La cepa es sensible a kanamicina y resistente a estreptomicina y trimetoprima
(Simon et al., 1983). Debido a estas propiedades, se utilizaron para transformarlas con el

vector pK18mobsacB.

El procedimiento que se sigui6 para la transformacion fue el siguiente: en un microtubo de
0.6 mL estéril que contenia 200 uL de células electrocompetentes de E. coli S17-1 Apir se
mezclaron 2 pL del producto de ligacion. La mezcla se colocd en una celda para
electroporacion estéril y se electroporé a 1.8 kV por 5 milisegundos, una vez que se
realizé el choque eléctrico, se adicionaron 500 yL de medio LB fresco. Se recuper6 el
medio en un microtubo de 1.5 mL y se incubaron a 37°C por 45 minutos en agitacion
constante de 200 rpm. Posteriormente se sembraron 200 yL de cultivo en una caja Petri

de CN con kanamicina y se dejaron incubando toda la noche a 37°C.

4.5 Obtencion de mutantes de Herbaspirillum sp. TQO7 por doble
recombinacion

La conjugacién bacteriana es un mecanismo de intercambio genético que requiere el
contacto entre una cepa receptora y una cepa donadora. La maquinaria de conjugacion
bacteriana estd compuesta de una secuencia oriT y de genes tra. La secuencia oriT debe
estar en el plasmido en cis, mientras que los genes tra <<que codifican una relaxasa>>,
una proteina acopladora y un sistema de secrecion tipo IV pueden estar en cis 0 en trans.
La relaxasa esta implicada en el inicio y final del proceso de transferencia, y se encarga

de cortar en el extremo 5’ la cadena que va a ser transferida cuando reconoce el sitio nic
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de la secuencia oriT para formar el complejo DNA monocatenario (ssDNA)-relaxasa con
otras proteinas auxiliares, generandose el relaxosoma (Smillie et al., 2010). La proteina
de acoplamiento de tipo IV media la conexion entre el complejo de relajacion y el complejo
de formacion de apareamiento, siendo este Ultimo el sistema de secrecion que transfiere
el complejo ssDNA-relaxasa a las células receptoras. Debido a que se transfiere una
cadena sencilla y no una doble cadena de DNA, se reduce la posibilidad de que sea
degradada por complejos enziméticos que preferiblemente degradan DNA bicatenario.
Como resultado, las técnicas de conjugacion se han utilizado ampliamente para

manipulaciones genéticas en bacterias Gram-negativa.

Para que el vector pK18mobsacB fuera transferido a la cepa TQO7 y se diera la primera
recombinacion homéloga, se realiz6 una cruza biparenteral entre la cepa receptora
Herbaspirillum sp. TQO7 y la cepa donadora E. coli S17-1 Apir, que albergaba el vector
pK18mobsacB. Se hizo una mezcla de ambas cepas y se plaquearon en cajas con Agar
Nutritivo (AN). Las cajas se dejaron incubando por dos dias a 30°C. Después de los dos
dias, las células fueron recuperadas y resuspendidas en Caldo Nutritivo (CN) para
después ser plagueadas en cajas de agar nutritivo con Cloranfenicol (Cm) y Kanamicina
(Km) para realizar la seleccién de células de Herbaspirillum sp. TQ0O7 que contenian el

vector pK18mobsacB integrado al cromosoma de la cepa TQO?7.

Las células que fueron capaces de crecer en las condiciones descritas (CmR y KmR), se
resembraron en caldo nutritivo sin Km para que se recombinaran durante 24 h y
posteriormente se resembraron en cajas con sacarosa al 10% m/v y Cm en ausencia de
Km para que se pudiera realizar una segunda recombinacién. Se utilizé sacarosa para
inducir una presién de seleccién, ya que el gen sacB codifica para una levansacarasa que
utiliza como sustrato a la sacarosa para sintetizar un polimero de fructosa que resulta letal
para la célula (Pelicic et al., 1996) y solo aquellas células que lograron recombinarse por
segunda vez, eliminando el gen sacB, crecieron. Las cajas se incubaron durante 2-4 dias

a 30°C. En la figura 13 se muestra el diagrama de flujo para la eliminacién del gen cadB1.
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Figura 13. Diagrama de flujo de los principales pasos para la delecién del gen cadB1.

Para la identificacion de las cepas incapaces de degradar el AC, se crecid el banco de
mutantes en agar nutritivo con 400 mg/L de AC durante 72 h. Se aislaron aquellas
colonias que no formaban halos incoloros y se extrajo DNA gendémico para realizar una
PCR e identificar aquellas mutantes en las que hubiese ocurrido la segunda

recombinacion y tuvieran la mutacion.
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Capitulo 5. Resultados

5.1 Anélisis Bioinformatico del posible operén cadAB1B2

Para confirmar que cadA, cadB1 y cadB2 formaban una unidad transcripcional Gnica en la
degradacion de AC, se utilizaron diversas herramientas bioinforméticas que se encuentran
en la red para la identificacion de regiones reguladoras. Promotores y terminadores, que

nos permitieran identificar la formacién de un solo transcrito.

5.1.1 Busqueda bioinformatica de promotores para establecer si cadAB1B2 forman un

posible operén.

Un promotor se caracteriza por ser una region que es reconocida por la RNA polimerasa,
especificamente por el factor 0. Esta regién se encuentra en la posicién -35 y -10 rio
arriba del inicio de la transcripcion (+1) (Smith, 1994). La mayoria de los programas
utilizados para la identificacion de promotores que se encuentran en la red, cominmente

se basan en la identificacion de esta region.

En el caso de los terminadores, se buscan secuencias ricas en GC, que contiene una
repeticion invertida con un segmento central no repetido. Al transcribirse una secuencia
de DNA con estas caracteristicas, el RNA forma una estructura tallo-bucle por
apareamiento de bases. Estas estructuras tallo-bucle, seguidas de una serie de uracilos
en el mRNA, son terminadores de la transcripcion. Este tipo de secuencias, reciben el
nombre de terminadores intrinsecos. Otro mecanismo para la terminacion de la
transcripcién, pero que no es comun que se utilice por los programas que se encuentran
en la red es la del factor proteico especifico llamado Rho. Este factor se enlaza al RNA y
se desplaza a lo largo de la cadena hacia el complejo RNA-polimerasa-DNA. Cuando la
RNA-pol llega al sitio de terminacion Rho-dependiente, que es una secuencia especifica
en el DNA molde, Rho provoca la liberacion del RNA y la RNA-polimerasa del DNA
(Lewin, 2008; Lodish et al., 2006).
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En la figura 14, se muestra en color azul la regién utilizada para realizar los analisis para
la identificacion del posible operon. El tamafio de la zona utilizada es de 6556 pares de
bases (pb).

(314) MNsil

(312) BfrBI
(0) Start ¥bal® (1347)

5000

4 adEmdEmwsm )

Figural4. Posible operdn cadAB1B2. En azul se muestra la region utilizada para realizar los andlisis
bioinforméticos para la identificacion del posible operén.

La primera herramienta bioinformatica que se utilizé para predecir posibles promotores fue
PePPER, que se encuentra en el sitio web de andlisis y visualizaciébn de genomas
bacterianos y transcriptomas: Genome2D (http://genome2d.molgenrug.nl/index.html).

El programa inicialmente busca las regiones conservadas -10 (caja Prinbow, zona rica en
adeninas y timinas que presentan la secuencia de seis nucléotidos TATAAT, y es el
componente esencial de promotores en bacterias) y -35 que se encuentran rio arriba del
inicio de la transcripcion. Una vez identificadas estas regiones por separado, si hay un
espacio de 16 a 18 pb entre ambas regiones, se toman como promotores putativos (de
Jong et al, 2012). ElI programa identific6 dos posibles promotores 5'-
ttgaattatccactcgcaattcgcaatat-3’ (figura 15a) y 5'-ttgactattgtgccaagggcgggaaatt-3' (figura
15b). Se realiz6 un analisis detallado de la posicion en donde se encontraban los posibles
promotores en la secuencia examinada y como se observa en la figura 15, uno de ellos se
encuentra a 218 pb antes del inicio del posible operoén, lo que nos podria indicar que estos
tres genes estan formando un operén. El segundo promotor identificado se encuentra
entre el gen cadB1 y el gen cadB2 lo que nos estaria sugiriendo que solo los genes cadA

y cadB1 podrian ser los que forman al operén.
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Figura 15. Prediccion de promotores con el programa PePPER. Panel A) En color azul se muestra el primer
promotor identificado. Panel B) En azul se muestra el segundo promotor predicho.

Otra herramienta bioinformatica en la web que ofrece la basqueda de promotores es
BDGP (Berkeley Drosophila Genome Project Program), que tiene el programa llamado:
Neural Network Promoter Prediction (http://www.fruitfly.org/seq_tools/promoter.html), que
da la opcién de buscar promotores de procariotes o eucariotes.

La herramienta encontré solo un promotor 29 pb antes del inicio de la traduccion de la
proteina CadA, lo que nos indica que solo se formaria un transcrito cuando se esta
degradando el &cido cloranilico, ya que no se encontré otro promotor después de esta

region, figura 16.
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Figura 16. Prediccion de promotores con el programa Neural Network Promoter Prediction de BDGP. A) En
color azul se muestra el promotor identificado. B) Zoom de la regién en donde se encuentra el promotor
predicho.

El tercer programa que se utiliz6 para la busqueda de promotores fue BPROM
(http://www.softberry.com/berry.phtml?topic=bprom&group=programsé&subgroup=gfindb),

que identifica regiones conservadas que seran reconocidas por el factor bacteriano sigma
70 (Solovyev, 2011). ElI programa identific6 la secuencia que reconoce el factor
transcripcional ArcA. Este factor funciona como un represor global de vias asociadas con
la oxidacion de fuentes de carbono no-glicoliticas, tal como la oxidacién de compuestos

aromaticos, figura 17, (Park et al., 2013).
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Figura 17. Posible operon formado por los genes cadAB1B2. En azul se muestra la secuencia reconocida
posiblemente por el factor transcripcional ArcA.
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5.1.2 Busqueda bioinformética de terminadores para la identificacion del posible operén
cadAB1B2

Para buscar terminadores dentro del posible operén, se utiliz6 el programa FindTerm
(Solovyev, 2011), que se encuentra dentro de los paquetes de SoftBerry

(http://www.softberry.com). Este programa se basa en la prediccibn de terminadores

independientes de rho. El programa encontré que hay un solo terminador al final del gen
cadB2 (Figura 18). En la secuencia del terminador se muestra en mayusculas la region

rica en GC: acggggcuugucgugcagguacuccaccaucggaacuucgguuccgGCGAUGGCGccgcu.
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Figura 18. Prediccion de terminadores con el programa FindTerm. En azul se muestra la secuencia donde se
encontraria el terminador del posible operén.

5.1.3 Busqueda bioinformatica de motivos para la identificacion del posible operén cadA

Otro método utilizado para saber si estaba formando un operén o no estos tres genes, fue
la busqueda de motivos en la region intergénica que se encuentra antes del posible
operon cadAB1B2, estos motivos podrian ser regiones promotoras, secuencia Shine-
Delgarno. Como referencia, se utilizaron 10 genes que se encuentran en un clister de la
bacteria Sphingobium chlorophenolicum ATCC 39723 involucrados en la degradacion del
pentaclorofenol (figura 19). Se tomaron regiones intergénicas de 500 pb rio arriba del
inicio de la traduccion de estos 10 genes de referencia junto con los tres que conforman al
posible operén cadAB1B2 se analizaron en el programa MEME (por sus siglas en inglés

Multiple Em for Motif Elicitation) para la identificacion de motivos.
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Figura 19. Cluster de genes involucrados en la degradacion del pentaclorofenol en la bacteria Sphingobium
chlorophenolicum ATCC 39723.

El programa MEME encontr6é dos motivos significativos en los 13 genes involucrados en la

degradaciéon de compuestos aromaticos, el logo de la secuencia de los motivos se

AlsFleIALyeA

S & S
-

muestra en la figura 20.
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Figura 20. Logo de los motivos encontrados por el programa MEME.

Una vez encontrados estos motivos, se evaluaron en el programa RSAT (por sus siglas
en inglés Regulatory Sequence  Analysis Tools). Este sitio  web
(http://embnet.ccg.unam.mx/rsat/) proporciona una serie de programas informaticos
modulares disefiados especificamente para la deteccién de sefiales reguladoras en

secuencias no codificantes.

La herramienta utilizada en RSAT para la basqueda de secuencias reguladoras tomando

como referencia los motivos encontrados por MEME fue dna-pattern. Como se observa en
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la imagen 21, el motivo con la secuencia: AWNNTBBVKAYYSR, se encuentra en la region
intergénica de los genes evaluados, muy cercano al sitio de inicio de la traduccion en la
mayoria de los genes, sin embargo, hay que tomar en cuenta que méas del 50% de la
secuencia que conforma al motivo tiene degeneraciones, lo que podria sugerir que no es

un motivo.
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Figura 21. Motivo encontrado con la secuencia AWNNTBBVKAYYSR.

En el caso del segundo motivo que tiene la secuencia: AMAWANWTGWCBRAA, se
puede observar en la figura 22 que solo en cuatro de los 13 genes, el motivo se encuentra
muy cercano al sitio de inicio de la traduccion, ademés el motivo solo se encuentra al
inicio de la traduccién del gen cadA, lo que podria sugerir que forma un operén ya que en
los otros dos genes (cadB1l y cadB2) no se encontrd el motivo. Para confirmar que los
genes cadA, cadBl y cadB2 estan formando una unidad transcripcional, se tendran que
realizar pruebas experimentales como la extraccion de RNA de la cepa Herbaspirillum sp
TQO7 durante la degradaciéon de AC para poder realizar una RT-PCR vy ver si se amplifica
el un transcrito al utilizar un par de oligonucleoitodos que amplifiquen en el inicio del gen
cadA y el final del gen cadB2 o un par de oligos que amplifiquen desde el inicio del gen
cadA vy el final del gen cadB1 en caso de que solo esos dos genes sean los que estan

formando el posible operon.
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Figura 22. Motivo encontrado con la secuencia AMAWANWTGWCBRAA.

5.2 Andlisis bioinformatico del gen cadB1 de la cepa Herbaspirillum sp. TQ07

Analisis anteriores realizados por el grupo del doctor Trevifio-Quintanilla, mencionaban
que la proteina que codificaba para el gen cadB1, contiene un dominio COG5276, el cual
no ha sido caracterizado aun, pero al considerar homologias con otras secuencias
proteicas, se puede asociar a una proteina de membrana con péptido sefial (Colin-
Salinas, 2015).

Al utilizar la herramienta bioinformatica BLASTx (https://blast.ncbi.nlm.nih.qgov/Blast.cqi)

de NCBI, el resultado arroja una identidad del 89% con una familia de proteinas que
tienen repeticiones de los aminoacidos LVIVD de la cepa Burkholderia cenocepacia DDS
22E-1; e identidad del 89% con una proteina hipotética de Paraburkholderia

ginsengiterrae DCY85.

Las secuencias LVIVD (Leucina, Valina, Isoleucina, Valina, Acido aspartico) fueron
identificadas in silico por Adindla et al., en el 2004 en proteinas de superficie celular de la
bacteria Methanosarcina acetivorans. Estas repeticiones corresponden a un numero de
residuos de aminoacidos que se encuentran en tandme en la secuencia de la proteina,

ademas de que se caracterizan por tener motivos conservados.
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Estas repeticiones LVIVD tambien se han encontrado en proteinas hipotéticas de
microorganismos como: M. mazei, M. barkeri, Thermotoga maritime, Microbulbifer
degradans, Magnetococcus MC-1, Desulfitobacterium hafniense (Adindla et al., 2004). En
En un principioo, predijeron que la estructura secundaria de estas repeticiones podrian ser
cuatro hojas B que podrian estar asociadas a una estructura terciaria B-propela (Adindla et
al., 2004). Trabajos posteriores realizados por el mismo grupo de Adindla et al., en el
2007, basandose en pliegues de proteinas y métodos de modelado comparativo
tridimensional, predijeron que estos tipos de repeticion si podrian estarse plegando como
B-propelas (figura 23).

Figura 23. Modelo de las repeticiones LVIVD.

El plegamiento B-propela comprende una unidad estructural en 3D, tiene naturaleza
modular y adopta una arquitectura simétrica basada en ejes de simetria de 4 a 8 pliegues;
cada estructura esta formada por cuatro hebras antiparalelas de hojas-B. Las hojas-B
estan compuestas principalmente de residuos hidrofobicos y la estabilidad estructural es
proporcionada por las interacciones de estos residuos hidrofébicos. Las proteinas que
tienen estructura B-propela se encuentran ampliamente distribuidas en la naturaleza, ya
gue se encuentran en virus, bacterias, procariotas, eucariotas, invertebrados y mamiferos.
Debido a que la estructura B-propela es rigida, permite sea usada en una variedad de
proteinas, desde enzimas cataliticas como de andamiaje, uniéon a ligando y transporte,

hasta mediadores de interacciones proteina-proteina como en moléculas de sefializacion.
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Al obtener este resultado, se consider6 que la proteina codificada por el gen cadB1 podria
ser un transportador de membrana del AC.

5.2.1. Modelamiento de la proteina CadB1 de la cepa Herbaspirillum sp. TQO7 utilizando |-
TASSER

Se realiz6 un modelamiento por homologia de la proteina CadB1 para conocer su posible
estructura tridimensional. Para realizar el modelamiento, se utilizé el programa I-TASSER
(Iterative Threading ASSEmbly Refinement, https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/l-
TASSER/), que es una plataforma en linea que implementa algoritmos basados en I-
TASSER para predecir estructuras de proteinas en 3D buscando en la biblioteca de PDB
(Protein Data Base) proteinas que tengan plegamientos o estructuras secundarias
similares y la posible funcién biol6gica que podria tener a partir de su secuencia de

aminoacidos.

Del top 10 de templados utilizados como molde para predecir la estructura de CadB1, se
tomé la que tenia el puntaje mas alto. En este caso fue una fosfotriesterasa de la bacteria
Sphingobium sp. TCM1, que estd formada por siete hojas-f largas y ocho a-hélices
cortas, figura 24. Estas enzimas catalizan la hidrélisis de un amplio espectro de ésteres
organofosforados, rompiendo el enlace que hay entre el fésforo y el carbono (Mabanglo et
al., 2016).

Figura 24. Fosfotriesterasa de la bacteria Sphingobium sp. TCML1. A) Estructura de la fosfotriesterasa. B) Vista
superior de la B-propella (Mabanglo et al., 2016).

El modelo predicho por I-TASSER se encuentra representado en la figura 25. Como

podemos observar, la estructura esta formada por hojas B que forman una estructura -
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propella. Este tipo de plegamiento se caracteriza por ser una estructura simétrica basada
en repeticiones de cuatro a ocho laminas B entrelazadas antiparalelamente y que estan
acomodadas alrededor de un tanel central (Pons et al., 2003). El dominio beta-propella se
ha encontrado en una gran variedad de proteinas de diferentes organismos, por lo tanto,
este tipo de plegamientos tienen una diversa funcionalidad. Pueden ser proteinas
involucradas en el transporte de algin compuesto, hidrolasas, cinasas, componentes
extracelulares, deshidrogenasas y hasta moléculas de sefializacion (FuUl6p & Jones,
1999). Debido a esta gran variedad de funciones que pueden tener este tipo de
plegamientos, la prediccion de la estructura 3D no permitié predecir la funcion biologica
gue podria tener la proteina CadB1.

De los 409 aminoacidos que conforman a la proteina, el 49 % de ellos se encuentran en
una regién favorable, el 37.5 % estd en una zona permitida, el 9.4 % en una zona
generosamente permitida y el 4.1 % de los residuos en una regién no permitida dentro de
la estructura predicha. Lo que nos estaria indicando que el 86.5 % de la proteina fue

modelada.

Figura 25. Estructura modelada de la proteina CadB1 utilizando el programa I-TASSER.

Se hizo una superposicion de la proteina Fosfotriesterasa de la bacteria Sphingobium sp.
TCML1 usada como templado y la proteina modelada para comparar la similitud de
estructura entre ambas proteinas, figura 26. Como podemos observar, el empalme entre

las proteinas nos indica similitud estructural.
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Figura 26. Superposicion de la proteina Fosfotriesterasa de la bacteria Sphingobium sp. TCM1 usada como
templado (en morado) y la estructura de cadB1 modelada por I-TASSER.

5.2.2 Busqueda de péptido sefial en la proteina CadB1 de la cepa Herbaspirillum sp.
TQO7

Los antecedentes que se tienen de la proteina CadB1, mencionan que tiene una similitud
del 89% con una proteina hipotética de Burkholderia cenocepacia DDS 22E-1 y
repeticiones de los aminoacidos LVIVD que se encuentran en proteinas de membrana de
arqueas y bacterias. Al tener similitud con proteinas de membrana, existe la posibilidad de

gue presente un péptido sefial que le permita ser transportada a la membrana celular.

Para responder la hipétesis de si habia 0 no la presencia de un péptido sefal dentro de la
secuencia de la proteina, se utilizdé la herramienta bioinforméatica SignalP
(http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/). Este servidor, puede predecir la presencia y
ubicacién de sitios de escision de péptidos sefal en secuencias de aminoacidos de
procariotas y eucariotas (Petersen et al., 2011). El programa arroja tres tipos de
resultados que indican si hay péptido sefial o no. El primero es el C-score (valor del sitio
de escision del péptido sefal). Este valor se refiere al sito de corte, es decir, el residuo
gue se encuentra antes del primer residuo de la proteina madura. Si hay un péptido sefal,
el C-score tendra un valor por lo menos arriba de 1. El segundo resultado arrojado es el
S-score (valor del péptido sefial). SignalP distingue las posiciones que hay dentro del
péptido, es decir, la parte madura de las proteinas con péptido sefial de las proteinas que

no tienen péptido sefial.
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Por ultimo est4 el resultado Y-score. Este valor es una combinacion del C-score y el S-
score, que da como resultado una mejor prediccion del sitio de escision.
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Figura 27. Grafica de SignalP para la busqueda de posible péptido sefial. A) se muestran los tres valores
diferentes C, S e Y para cada posicion en la secuencia. B) Valores maximos de los tres puntajes.

Como podemos observar en la figura 27A, de los tres valores (C, S e Y) arrojados por el
programa, no se muestra ninguna sefial dentro de la secuencia de la proteina que nos
esté indicando la presencia de un péptido sefial en la proteina CadB1. Este resultado se
corroboré en la figura 27B al analizar los valores obtenidos, el de C es de 0.118, el S es
de 0.135y el Y de 0.107, valores muy bajos con respecto al estdndar del programa (que
son valores arriba de uno). Por lo tanto, los valores mencionados anteriormente indican

gue no existe un péptido sefial en la proteina CadB1.
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5.2.3 Anadlisis funcional de la proteina CadB1 y su posible clasificacion

InterPro (https://lwww.ebi.ac.uk/interpro/) es una herramienta bioinformética desarrollada
por el Instituto Bioinformatico Europeo (EMBL-EBI, por sus siglas en inglés). Este
programa provee un andlisis funcional de la secuencia de las proteinas, clasificandolas en
familias y prediciendo la presencia de dominios y sitios importantes. Para clasificar las
proteinas de esta manera, InterPro utiliza modelos predictivos, conocidos como firmas,
proporcionados por diversas bases de datos (denominadas bases de datos de miembros)
gue conforman el consorcio InterPro (Finn et al., 2017).

El programa no encontré una familia de proteinas a la que perteneciera CadBl. Solo
encontrd6 homologia con la superfamilia de las 6xido nitroso reductasas. Que tiene en su
secuencia repeticiones de los aminoacidos LVIVD que se encuentran en proteinas (la
mayoria de ellas, hipotéticas) de superficie celular de bacterias y arqueas. Y también tuvo
semejanza con la superfamilia de las enzimas 3-carboxi-cis,cis-muconato lactonizantes.
Ademas, el programa InterPro no encontré que la proteina CadB1 tuviera similitud con

algun proceso biolégico ya reportado o con alguna funcidon molecular, figura 28.
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Figura 28. Representacion grafica para el analisis realizado por el programa InterPro de la posible funcion que
podria tener la proteina cadB1.
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En la literatura se ha reportado que las enzimas muconato lactonizantes (EML), estan
involucradas en la via de degradacion de compuestos halo-aromaticos de bacterias como:
Pseudomonas, Sphingobium, Acinetobacter y otras relacionadas (Goldman et al., 1987).
La funcion que tienen las EMLs es convertir el cis,cis-muconato en muconolactonas como
parte de la via del B-cetoadipato en bacterias. La via de degradacién aerobia de
compuestos arométicos como la lignina, tiene intermediaros catecoles o protocatecuatos,
gue son las dos grandes rutas que hay de la via de los B-cetoadipatos, figura 29. Para
intermediarios catecol, la EML que participa es la cis,cis-muconato lactonizante. En el
caso de intemediarios protocatecuato, la enzima que actla es la carboxi-cis,cis-muconato

lactonizante (Kajander et al., 2002).
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“ "COH R CO,H
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Figura 29. Via del B-cetoadipato en procariotes. PO, protocatecuato-3,4-dioxigenasa; CO, catecol-1,2-
dioxigenasa; MLE, enzima cis,cis-muconato lactonizante; CMLE, enzima 3-carboxi-cis,cis-muconato
lactonizante; CMD, 4-carboximuconolactona decarboxilasa; M|, muconolactona isomerasa; ELH, enol lactona
hidrolasa; CoA, coenzima A. (Modificado de Kajander et al., 2002).

En Pseudomonas, se sabe que ésta enzima esta involucrada en el segundo paso de la
degradacion de catecol a B-cetodipato que después es convertido en acetil Coenzima A
(acetil-CoA) u oxaloacetii Coenzima A (oxoloacetil-CoA), que son intermediaros

involucrados en el ciclo de los acido tricarboxilicos (Ornston, 1966). Lo reportado en la
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literatura acerca de la degradacién de AC (Trevifio et al., 2011), indica que uno de los
intermediarios que se podria estar formando es un protocatecuato cuando ocurre la
ruptura del anillo aromatico, lo que nos sugiere que la proteina CadB1 podria tener una
funcion similar a las proteinas 3-carboxi-cis,cis-muconato lactonizante, que participaria en

uno de los ultimos pasos de la degradacion del AC.

5.3 Delecion de los genes que participan en la degradacion de Acido
Cloranilico en la cepa de Herbaspirillum sp. TQO07

La delecién dirigida no polar es una herramienta de la ingenieria genética que permite
estudiar la relacion que existe entre un gen y una via metabdlica, al inactivar un gen
presuntamente implicado en un proceso metabdlico, el metabolito que es utilizado por la
enzima eliminada comenzara a acumularse, siempre y cuando no exista un bypass o un
sistema de autorregulacion sensible a la concentracion de dicho metabolito. Una de las
caracteristicas mas importantes que tiene esta herramienta, es que es posible estudiar la

via metabdlica de interés (en este caso, la degradacion de AC), en el microorganismo.

A grandes rasgos la estrategia para deletar los genes de interés fue la siguiente: se
amplificaron mediante una reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) dos fragmentos de
DNA gue tenian un tamafio aproximado de 1000 pb de la region upstream y downstream
al gen por a deletar (figura 10). Se utilizaron dos pares de primers (materiales y métodos)
que tenian un sitio de restriccion compatible en el sitio 3’ del fragmento upstream y en el
extremo 5 del fragmento downstream para que pudieran ser ligados. Los fragmentos
amplificados y posteriormente ligados fueron clonados en el vector pJET, para no tener
que repetir los pasos anteriores y tener la secuencia de interés de manera rapida y sin
tanto procedimiento. Finalmente, estos fragmentos de 2 Kb se subclonaron en el vector
pK18mobsacB (materiales y métodos) empleando los sitios EcoR1, Pstl y BamHI. Es
importante tener las construcciones de las deleciones de los genes (cadA, cadB1 y cadP)
en el vector pK18mobsacB, ya que este vector se ha utilizado anteriormente para poder
realizar la delecién de genes de interés en cepas como Pseudoalteromonas (Wang et al.,
2015) y Pseudomonas (Collmer, 2011) y se ha visto eficiencia en la metodologia ya que
primero se genera el vector con la delecidon del gen de interés y segundo, se hace la
recombinacion de la delecion del gen, en este caso, en la bacteria Herbaspirillum sp TQO07

y seleccionando aquellas en las que se haya realizado la deleciéon usando una estragtegia
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de seleccion/contraseleccion . Los resultados de cada uno de los genes, son descritos a

continuacion.

5.3.1 Construccion de los vectores pJET1.2/blunt para la delecion del gen cadB1

Se disefié un par de oligonucleétidos en la regién upstream del gen cadB1 que generan
un producto de 1040 pb, utilizando un sitio EcoRI. También un par de oligonucledétidos
fueron diseflados en la region downstream empleando un sitio Pstl generando un
producto de 1167 pb (figura 30).

Figura 30. Amplificacion de los productos de PCR de 1 Kb (up y dw) que flanquean al gen cadB1.

La fusion de ambos productos se llevo a cabo por la ligacion de un sitio Xbal que se
encuentra flanqueando el marco abierto de lectura del gen cadB1, pero conservando el
codon de inicio y el codon de paro, generando una cicatriz de 12 pb correspondientes al
sitio Xbal flanqueado por los codones de inicio y termino del ORF cadB1. Los productos
fueron digeridos y ligados. Para verificar que la ligacion fuera exitosa, se realizé una PCR
con los oligonucledtidos cadB1-Upfw y cadB1-Dwrv, que amplificarian un producto de 2
Kb (figura 31). El producto de 2 Kb que se obtuvo a partir de la PCR, fue purificado y
después ligado en pJETL1.2/blunt.
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Marcador 2kb

Figura 31. Amplificacion de la ligacion de los productos de 1 Kb up y dw, pertenecientes a la delecién del gen
cadB1.

Se obtuvieron 8 clonas candidatas que fueron evaluadas mediante PCR para corroborar
gue la clonacion en el vector de clonacion pJET1.2/blunt fue exitosa. Como se observa en
la figura 32, de las 8 posibles clonas con el inserto, la clona nimero 5 fue la Unica que

amplifico el producto de 2 Kb.

Clona 1, Clona 2 Clona 3 M.P.M. Clona 4 Clona s Clona 6 Clona7 Clona8

Figura 32. PCR utilizando como templado el plasmido de las clonas candidatas para amplificar el producto de
2 Kb ligado a pJET1.2/blunt.
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Para descartar la posibilidad de que la construccién no fuera la correcta, se realiz6 una
secuenciacion. Los resultados de la secuenciacion confirmaron la correcta insercion del
producto de 2 Kb en pJET1.2/blunt.

5.3.2 Delecion dirigida del gen cadA por digestién y ligaciéon

Para la obtencion de la delecion del gen cadA, se realizé una PCR utilizando un par de
oligonucleotidos que amplificaba un producto de 1 Kb en la regién upstream al gen cadA,
utilizando un sitio EcoRI nativo de la secuencia. También un par de oligonucleétidos
fueron disefiados en el extremo downstream empleando un sitio Pstl generando un
producto de 1.1 Kb (Figura 33).

Figura 33. Amplificacion de los productos de PCR de 1 Kb (up y dw) que flanquean al gen cadA para su
delecion.

Los productos amplificados cuentan con un sitio Xbal que se encuentra flanqueando el
marco abierto de lectura del gen cadA. Se dej6 este sitio para ligar ambos productos. Los
productos previamente purificados, fueron digeridos y ligados. Para asegurar que ambos
productos habian sido ligados, se realiz6 una PCR con los oligonucleétidos cadA-upfw y
cadA-dwrv, que amplificaron un producto de 2 Kb (figura 34). El producto fue clonado en

pJET1.2/blunt obteniendo 6 clonas positivas.
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Figura 34. Amplificacion de la ligacion de los productos de 1 Kb (up y dw), pertenecientes a la construccién
para la delecién del gen cadA.

Para confirmar la insercion del producto de 2 Kb en el vector de clonacion se realizé una
PCR para amplificar el inserto de 2 Kb. Como se observa en la figura 38, de las 6 posibles

clonas, solo en cinco (clona 1, 2, 3, 4 y 6) de ellas se obtuvo el producto de la

amplificacion.

Clona 1 Clona 2 Clona 3 Clona 4 Clona s Clona 6 M.P.M

Figura 35. PCR utilizando como templado el plasmido con la delecién del gen cadA para amplificar el producto
de 2 Kb ligado a pJET.

De las cinco clonas en las que se observa la amplificacion de la banda de 2 Kb, se decidio

verificar la presencia del inserto mediante patron de restriccion solo a dos de ellas (figura

36).
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Plasmido Doble P.M. Plasmido Doble
Clona 1 digestion Clona 2 digestién

Figura 36. Gel de agarosa donde se observa la doble digestion con las enzimas EcoRl y Pstl del vector pJET
con el producto de 2 Kb para la delecion del gen cadA.

Como se ve en el gel de la figura 36, el resultado del patrén de restriccion de ambas
clonas resulté positivo. Ya que se observaron las dos bandas esperadas, una que
correspondia al fragmento clonado con un tamafio de 2107 pb y la otra banda una banda
de 2613 pb, que correspondia al vector linearizado.

5.4 Subclonacion de los fragmentos en el vector suicida pK18mobsacB para
la delecion de los genes cadA, cadB1 y cadP

Para subclonar el producto de 2 Kb para la delecion de cadA, cadB1 y cadP contenidos
en las construcciones pJET1.2A::cadA, pJET1.2A::cadBl y pJET1.2A:.cadP, estos
plasmidos fueron digeridos con las enzimas Pstl - EcoRlI, en el caso de pJET1.2A::cadA,
pJET1.2A::.cadBl y Pstl - BamHI en el caso de pJET1.2A::.cadP, para recuperar el
fragmento de 2 Kb. Al mismo tiempo fue purificado el vector pKi8mobsacB y fue
doblemente digerido con las enzimas correspondientes. En la Figura 37 se observa la
doble digestion para linearizar al vector suicida, al igual que la doble digestién en pJET

para liberar el producto de 2 Kb.
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Figura 37. Digestiones de los plasmidos pK18mobsacB y pJET con la construccion de la delecion de los
genes cadA y cadB1. En el primer carril se muestra el plasmido pK18mobsacB sin digerir; en el segundo y
tercer carril, las digestiones sencillas con las enzimas EcoRI-Pstl y en el cuarto, la doble digestion del vector
con las mismas enzimas. En el sexto y octavo carril se muestran los vectores pJET::AcadB1 y pJET::AcadA
sin digerir. En el séptimo y octavo la doble digestion con las enzimas EcoRl y Pstl de los vectores
pJET::AcadB1ly pJET::AcadA.

El producto de 2 Kb, fue purificado y ligado en el vector pK18mobsacB linearizado para
generar los vectores: pK18mobsacB::AB71 y pK18mobsacB::AA. Estas construcciones se
transformaron en células electrocompetentes E. coliS17-1 Apir. Se tomaron 10 colonias y
se purific6 DNA plasmidico.

Los plasmidos purificados fueron evaluados para corroborar la presencia del inserto en el
vector y que no fueran falsos positivos o que el vector se hubiera religado. Se
corroboraron mediante patrén de restriccion en el caso de los vectores pK18mobsacB::AA
y pK18mobsacB::AP y mediante amplificacion del producto de 2 Kb en el caso del vector
pK18mobsacB::AB1.

En la figura 38, se observa el gel de agarosa de la reaccion de PCR para amplificar el
producto de 2 Kb de los vectores purificados de las clonas positivas de la construccion
para la delecion del gen cadB1. En las clonas 1, 2, 6 y 9 podemos observar una banda del

tamanfo esperado.
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Figura 38. Amplificacion de los vectores que contienen el fragmento clonado para la delecién del gen cadB1
en el vector pK18mobsacB.

En el caso de las posibles clonas pK18mobsacB::AA se observan dos bandas al digerir
con las enzimas Pstl y EcoRI (figura 39). Una banda tiene un tamafio de 2 Kb que
coincide con el fragmento clonado y la otra es de aproximadamente 5 Kb, que
corresponde al tamafio del vector pK18mobsacB linealizado. Estas bandas esperadas
solo se observan en las clonas 2, 3y 4.

pK18A::A; Doble pK18A::Az Doble pK18A::A3 Doble pK18A::As Doble

digestion digestion digestion digestion
pK18::AA1 pK18::AA2 pK18::AA;3 pK18::AA4

Figura 39. Doble digestién con las enzimas EcoRI y Pstl del vector pK18mobsacBA::cadA con el producto de
2 Kb para la delecion del gen cadA.
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5.4.1 Secuenciacion de los vectores pK18mobsacB:.AB1 y pK18mobsacB::AA

Una vez que se corrobord por PCR y por patron de restriccion que la banda de 2 Kb
estuviera insertada en los vectores construidos, se secuenciaron para descartar la
posibilidad de que la construccion no fuera la correcta. Para secuenciar los vectores, se
disefio un par de oligonucleétidos que amplificaran aproximadamente 150 pb fuera de la
region de multiclonacién del vector pK18mobsacB, con el fin de confirmar que el inserto si
estuviera clonado en el vector (tabla 5).

Tabla 5. Oligonucleoétidos para la amplificacién del inserto de 2 Kb y el vector pK18mobsacB.

Oligonucleotido Secuencia Longitud
pK18 Fw GAG CGC AGC GAG TCA GTG AG 20
pK18 Rv GTT GTA AAACGA CGG CCAGTG 21

Las secuencias obtenidas a partir del electroferograma fueron analizadas utilizando la

herramienta bioinformatica BLASTXx (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) de NCBI. El

resultado que arroj6 el analisis se muestra en la figura 40. Como se puede observar, la
homologia que presentd la secuencia downstream al gen cadBl es con una FAD-
monooxigenasa, que en este caso corresponderia al gen cadA. En el caso de la
secuencia upstream al gen, se tuvo una identidad del 81% con un precursor de una
proteina inmunogénica de la bacteria Paraburkholderia ginsengiterrae, que sugiere una
posible funcién que podria tener el gen cadB2 de Herbaspirillum sp. TQO7, pero solo
podréa corroborarse cual es su funcion, al estudiarla de manera experimental, ya sea

deletando el gen o purificando la proteina CadB2.

Estas homologias mostradas con las secuencias de los electroferogramas, nos indicaron
que la construccion del vector pK18mobsacB::AB1 era la correcta para continuar con los
experimentos siguientes y realizar la delecion del gen cadB1 en la bacteria Herbaspirillum
sp. TQO7
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Max Tofal Quey E

Score score cover value

Description dent  Accession
A) : score score cover | valug
I FAD-monooxygenase [Pseudomonas putida) 473 473 T2% 5e-161 86% AAL16082.1 I
monooxygenase [Burkholderia cenocepacia] 434 434 4% Be-146 7% WP 0401500071
monooxygenase [Paraburkholderia ginsengiterag) 434 434 T4% Be-146 T6% WP 0642667171
B) Description AR W dent  Accession

mmunogenic protein precursor [Paraburkholderia ginsengiterrae]

459 459 T2% Te-160 81% WP 064265716.1

mmunogenic protein precursor [Burkholderia cenocepacial

457 457 T3% 9e-159 T78% |

432 432 T3% Te-149 74% PNGBT10.1

Figura 40. Andlisis bioinformaético de las secuencias arrojadas por el electroferograma. A) Homologia que
presento la secuencia downstream al gen cadB1 al realizarse un BLASTx. En rojo se sefiala el gen con el
score mas alto. B) Homologia que presento la secuencia downstream al gen cadB1 al realizarse un BLASTXx.

En rojo se sefiala el gen con el score més alto.

Se siguié el mismo procedimiento de secuenciacion para el vector pK18mobsacB::AcadA.

Esta secuencia también se analiz6 con

la herramienta bioinformatica BLASTXx

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi) de NCBI. Como se observa en la figura 41, la

secuencia tuvo una identidad del 89% con una familia de proteinas que tiene repetidos los

aminoacidos LVIVD, y que son enzimas asociadas a membrana celular, como se

menciond anteriormente. Este andlisis corroboré que la construccion del vector

pK18mobsacB::AcadA estaba bien y se podia utilizar para futuros experimentos.

Description

Max 'Total Query E

|dent
SCOTe score cover  value

Accassion

645 045 86% 00 8% AOMEA.

£%

B4 644 B6% 00 09% WP ORKITIMAf

640 640 86% 00 89%% W

50 570 8% 00 Tr%

Figura 41. Homologia que presentd la secuencia upstream al gen cadA al realizarse un BLASTx. En rojo se

sefiala el gen con el score més alto.

5.4.2 Clonacion del producto de 2 Kb de la delecién del gen cadP

Se trabajo con la construccion del vector pK18mobsacB::AP para tener otro parametro de

referencia. Ademds, ya se encontraba clonada la delecion del gen cadP en el vector
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pJET1.2. Para subclonar el producto de 2 Kb la construccién pJET1.2::AcadP fue digerida
con las enzimas Pstl y BamHI para liberar el fragmento de 2 Kb, que fue purificado
posteriormente. Asimismo el vector pK18mobsacB también fue digerido con las enzimas
Pstl y BamHI y purificado. El fragmento de 2 Kb fue clonado en el vector pK18mobsacB
linearizado y transformado en células de E. coliS17-1 Apir. Diez colonias fueron
seleccionadas y el DNA plasmidico fue purificado.

De los 10 plasmidos pK18mobsacB::AP purificados, solo se evaluaron mediante patron de
restriccion 6 de ellos. Como se puede observar en la figura 42, solo las clonas 5y 6
presentan el patron de restriccion esperado.

Clona1 Doble Clona2 Doble Clona3 Doble M.P.M. Cloia4 Doble Clona5 Doble Clona6 Doble
digestion digestion digestion - digestion digestion digestion
pK18::AP; pKi8::AP, pKi8::AP; pK18::AP, pK18::AP; pK18::AP;

@ et gy i a1 L.l

e
R asnd
-
"3 Kb
"2 Kb |
1.5 Kb
e
Rl

Figura 42. Doble digestion del vector pK18mobsacB::AP con las enzimas BamHI y Pstl.

Solo una de las clonas que presento el patron de restriccion se mandé a secuenciar para

verificar que tuvieron el inserto de 2 Kb.

Las secuencias se analizaron con la herramienta bioinformética BLASTx. El resultado que
arroj6 el andlisis se muestra en la figura 43. Como se puede observar, la homologia que
presentd la secuencia downstream al gen cadP es con la FAD-monooxigenasa de la
bacteria Herbaspirillum sp. TQO7, que en este caso corresponde al gen cadA. En el caso
de la secuencia upstream al gen, se tuvo una identidad del 70% con un transportador de

acidos dicarboxilicos de Burkholderia cenocepacia DDS 22-E1, que corresponde a la
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posible funcién que podria tener el gen cadT de Herbaspirilum sp. TQO07. Lo que

confirmaba la construccion correcta del vector pK18mobsacB::AP.

A) » Max Tod Quey E .
Description loent - Accession
$C0/e Score cover value
Pseudomonas putida sirain TQO7 FAD-monookyoenase (cadA] gene. complele ods 114 1114 5% 00 99% AR42(3a6.
B) Description O b Ident  Accession

score score | cover = value

glutamate/aspartate-proton symporter GItP [Paraburkholderia ginsengiterrae] 384 384 5% 3e-128 T73% WP_064265715.1

I glutamate:protein symporter [Burkholderia cenocepacia) 372 312 T5% 1e-123 0% WP 052162514"

CA-dicarboxylate transporter DctA [Paraburkholderia oxyphila 360 360 75% 8e-119 65% WP 0282197881

dicarboxylate/amino acid:cafion symporter [Azospirillum lipoferum] 259 259 68% 2e-79 52% WP_086935420.1

Figura 43 Andlisis bioinformético utilizando BLASTx de las secuencias arrojadas por el electroferograma. A)
Homologia que presento la secuencia downstream al gen cadP. En rojo se sefiala el gen con el score méas
alto. B) Homologia que presentd la secuencia downstream al gen cadP. En rojo se sefiala el gen con el score
mas alto.

5.5 Obtencion de mutantes de Herbaspirillum sp. TQO7 por doble
recombinacion

Una vez obtenidas las construcciones de los vectores pK1l8mobsacB::AcadA,
pK18mobsacB::AcadBl y pKl1l8mobsacB::AcadP, se llevé acabo la mutagénesis por
delecién dirigida en la cepa de Herbaspirillum sp. TQO7. Para realizar la mutagénesis se
hizo una cruza biparenteral de la cepa Herbaspirilum sp. TQO7 y E. coliS17-1 Apir
transformada con el vector pK18mobsacB (ya sea con la delecién del gen cadB1, cadA o
cadP). Después de dos dias de incubacién, se recuperd el pellet y se resembrd en cajas
con agar nutritivo Cm 50 pg/mL y Km 50 ug/mL. Como se puede ver en la figura 44, hubo
crecimiento de colonias que lograron recombinarse con el vector e integrarlo en su
genoma. En la figura 44, panel A, se encuentran encerradas en un circulo las colonias de
Herbaspirilum sp. TQO7 que lograron integrar en su genoma el vector
pK18mobsacB::AcadBl. En el panel B, se muestran las colonias de Herbaspirillum sp.
TQO7 que integraron en su genoma el vector pK18mobsacB::AcadA. En el panel C, se
muestran las colonias de Herbaspirillum sp. TQO7 que lograron integrar en su genoma el

vector pK18mobsacB::AcadP.
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Figura 44. Colonias de la primera recombinacion de la cepa Herbaspirilum sp. TQ07 con el vector
pK18mobsacB y que lograron crecer en presencia de Cm y Km. A) Colonias que integraron el vector
pK18mobsacB::AcadA, B) Colonias que integraron el vector pK18mobsacB::AcadB1 y C) Colonias que
integraron el vector pK18mobsacB::AcadP.

Las colonias capaces de crecer en las condfciones descritas (CmR y KmR), se sembraron
(por separado) en 5 mL de caldo nutritivo (CN) y se dejaron incubando toda la noche. Al
dia siguiente se hicieron diluciones y se crecieron en cajas con sacarosa al 10% m/vy Cm
50 pyg/mL, en ausencia de Km, para inducir una presion de seleccion y las bacterias que
sufrieron la segunda recombinacion durante el cultivo en CN y perdieron el vector con el
gen sacB y el gen de resistencia Km fueran seleccionadas. Este segundo evento de
recombinacion pudo generar dos resultados, ya sea la mutante de interés o la cepa
silvestre. Después de 3 dias de incubacion, se observd crecimiento de colonias (figura
45).
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Figura 45. Colonias de la segunda recombinacion de la cepa Herbaspirillum sp. TQO7. Se utiliza sacarosa al
10% como marcador de seleccion. Panel A) colonias que posiblemente tienen la delecion del gen cadaA.
Panel B) colonias que posiblemente tienen la delecién del gen cadB1. Panel C) colonias que posiblemente
tienen la delecion del gen cadP.

Para demostrar si las colonias que crecieron después de haber realizado la segunda
recombinacion tenian o no la delecién del gen de interés, se crecieron en agar nutritivo
suplementado con AC. En las cajas se sembré6 como control la cepa silvestre para
compararla con las posibles mutantes y observar si existia o no alguna diferencia
fenotipica entre ellas (figura 46). Lo que se esperaba al eliminar el gen cadA, es que las
bacterias crecieran en agar nutritivo pero no hubiera formacion de halo debido a que ya
no son capaces de degradar AC y como se observa en la figura 46A, algunas de las
posibles clonas no tienen formacién de halo de decoloracién, lo que nos indicaba la
posible delecion del gen. En el caso de la delecion del gen cadB1 (figura 46B), se observo
crecimiento bacteriano y una coloracion amarilla que no se habia observado
anteriormente. Esto podria indicar la formacion de un metabolito intermediario y la
participacion del gen cadB1 en la degradacion del AC. En cuanto a la delecion del gen
cadP (figura 46C), como ya se tenia reportado anteriormente que es un gen que codifica
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para una porina involucrada en el transporte del AC, lo que se observé fue crecimiento

celular y degradacion de AC muy lenta, en comparacion con la cepa silvestre.

Figura 46. Crecimiento en agar nutritivo y acido cloranilico de la cepa Herbaspirillum sp. TQO7. Panel A)
Clonas con la delecién del gen cadA. Panel B) clonas con la delecion del gen cadB1. Panel C) clonas con la
delecion del gen cadP.

Se seleccionaron 10 colonias de cada una de las deleciones de los genes de interés
(cadA, cadBl y cadP, treinta en total) que presentaron caracteristicas diferentes de
degradacion de AC en comparacion con la cepa silvestre y se purific6 DNA gendémico
(DNAQ) para realizar los andlisis necesarios y corroborar si presentaba la delecién del gen
de interés.
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Para confirmar cudl de las clonas tenia la delecion del gen de interés, se llevo a cabo una
PCR con los oligonucleétidos de los extremos de la construccién de 2 Kb (figura 47) que
se empled para a delecion, la amplificacion de una banda de Kb corroboraria la delecion
del gen de interés, por otro lado, la amplificacion de una banda de 3 Kb corroboraria la
presencia del patron gendmicos de la cepa silvestre.

Como se observa en la figura 47A, las clonas 3, 4, 5, 8, y 9, presentan una banda de 2
Kb, lo que nos estaria indicando que en éstas clonas se delet6 el gen cadA. En el caso de
las clonas 1, 2 y 7, amplifica una banda de 3 Kb, que significa que no hubo delecion del
gen. En la clona 6 no hubo amplificacion de banda de ningun tamafo, esto podria deberse
a que es una mutante espontanea, es decir, que eliminé toda la regién involucrada en la
degradaciéon del AC. En cuanto a la delecion del gen cadB1 (47B), se observa una banda
de 2Kbenlasclonas 1, 2, 3, 5, 6, 7, 9y 10. Podemos observar aqui que solo la clona 8
amplific6 una banda de 3 Kb. La obtencién de la mutante CadP (47C) fue mas
complicada, ya que se tuvo que purificar DNAg de 30 clonas diferentes. Las primeras 20 a
las que se le realiz6é una PCR para confirmar la delecién, amplificaron una banda de 3 Kb.
En el tercer intento, fue donde se encontr6 que en las clonas 1 y 2 habia amplificacién de

una banda de 2 Kb, confirmado asi la delecién del gen cadP.

DNAg DNAg  DNAg  DNAg . ... DNAg DNAg DNAg DNAg  DNAg  DNAg DNAg
TQ07,, TQO7; TQ07, TQO7Zs e TQ07, TQO7s TQO7, TQ07; TQO7s TQO7;  TQO7y

Ctrl -
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Ctls+  ctd. DNAg  DNAg DNAg DNAg DNAg . ... DNAg DNAg DNAg DNAg  DNAg
TQo7,., TQO7; TQO7, TQO7s TQO07s TQO7, TQO7, TQ07, TQO7y,

Figura 47. PCR utilizando como templado el DNA gendmico de las clonas seleccionadas en sacarosa al 10%
de la segunda recombinacién. A) Clonas con la delecion del gen cadA. B) Clonas con la delecion del gen
cadB1. C) Clonas con la delecion del gen cadP.

5.6 Anadlisis cualitativo de la degradacion de acido cloranilico en las
mutantes obtenidas de Herbaspirillum sp. TQ07

Una vez que se confirmé por PCR cuales clonas tenian la delecion del gen de interés, se
resembraron en medio mineral (MM) suplementado con AC como Unica fuente de carbono
y energia para estudiar su participacién en la degradacion de AC. Debido a que ya se
sabia que el gen cadA si participa en la degradacion de AC y que el gen cadP participa en
el transporte del AC, o mas interesante era establecer si el gen cadB1 participaba en la

degradacion, ya que no hay antecedentes experimentales o bibliograficos que mencione

57



si homologos del gen cadB1 participan o no en la degradacion de compuestos arométicos

clorados.

Se crecieron dos mutantes TQO07::AcadB1 y la cepa silvestre en CN y MM suplementando
con AC para saber si las mutantes eran capaces de decolorar el acido cloranilico o de
crecer en presencia de AC como Unica fuente de carbono, respectivamente. De esa
manera se buscaba corroborar si el gen cadB1 participaba o no en la degradacion de
acido cloranilico. En la figura 48 se muestran los tubos inoculados con las mutantes
TQO7::AcadB1; y TQO7::AcadB1s, asi como la cepa silvestre TQO7. como control. Como
podemos observar a las 24 h de incubacién, panel 48B, las mutantes solo han crecido en
los tubos que contienen CN, mientras que en los tubos de MM + AC, no hay crecimiento
de las mutantes, ya que el medio sigue presentando la misma coloracion que cuando
fueron inoculados los tubos y al compararlo con la cepa silvestre, podemos observar
turbidez en el tubo, asi como decoloracion del medio, indicandonos que la cepa silvestre
ha utilizado al AC como fuente de carbono. Después de 48 h de incubacion, panel 48C, se
sigue observando el mismo comportamiento que a las 24 h, lo que sugiere que el gen
cadB1 si participa en la degradacién del AC ya que al emplearlo como Unica fuente de

carbono y energia en el medio mineral, las mutantes TQO07::AcadB1; y TQ07::AcadB1s no

son capaces de crecer.

Figura 48. Ensayo cualitativo de la degradacion de acido cloranilico en la cepa TQO07 con la delecion del gen
cadB1. Panel A) Tubos al tiempo cero. Los tubos 1y 5 representan la clona 3 y 5 respectivamente en caldo
nutritivo (CN). Los tubos 2 y 4 las clonas 3 y 5 en medio mineral (MM), utilizando como Unica fuente de
carbono al &cido cloranilico. El tubo 3 la cepa silvestre TQ07 en MM con &cido cloranilico. Panel B) Se
muestran los tubos a las 24 horas de incubacion. Panel C) Se muestran los tubos a las 48 horas de
incubacion.
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Después de obtener éste resultado cualitativo, se procedié a sembrar las mutantes en
cajas de AN + AC; como se observa en la figura 49, la cepa mutante TQO07::AcadB1s

presenta una coloracion amarilla en comparacion con la cepa silvestre.

Figura 49. Caja Petri con agar nutritivo y &cido cloranilico. Se observa que la cepa mutante con la delecion del
gen cadB1 presenta una coloracion amarilla.

En un principio se pensaba que esta coloracion amarilla podria deberse a una
contaminacion de la cepa, por lo tanto se sembrd a la cepa silvestre y a la mutante en
cajas de agar nutritivo para corroborar que no hubiera contaminacion y que las colonias
presentaran la morfologia colonial caracteristica de la cepa TQO7 (figura 50).

Figura 50. Cepa TQO07 sembrada en cajas Petri con agar nutritivo (AN) para observar la morfologia de las
colonias y corroborar que no hubiera contaminacién. A) Cepa silvestre TQO07. B) Clona de la delecién del gen
cadBl.
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Como se observa en la figura 50, ambas cepas cuentan con la morfologia y la coloracion
caracteristica de la cepa. Por lo tanto se concluyé que la cepa mutante no esta
contaminada. Lo que posiblemente esta ocurriendo, es que se esta formando un
metabolito intermediario de la degradacién del compuesto de color amarillo que esta
dandole esa coloracion a la mutante, lo que nos estaria confirmando nuevamente que el

gen cadBl1 si participa en la degradacion del AC.

Una vez observada esta caracteristica se procedié a buscar la manera de crecer a la
mutante TQO7::AcadB1 en MM + AC, pero agregando otra fuente de carbono, porque al
poner el AC como Unica fuente de carbono no hay crecimiento. La segunda fuente de
carbono que se le afiadié al medio para ver si habia acumulacion de metabolito fue
glucosa. Como se observa en la figura 51, desafortunadamente no se logré el objetivo, ya
que si hay crecimiento celular, pero no formacion de un metabolito. Esto podria deberse a
gue la fuente de carbono extra que se le esta4 poniendo al medio, es suficiente para el
crecimiento de la bacteria y no necesita otra fuente de carbono, en este caso el AC para

seguir creciendo.

Figura 51. Medicidn cualitativa de la degradacion de acido cloranilico en la cepa TQO07 con la delecion del gen
cadB1. En el panel A) se muestran los tubos al tiempo cero. Los tubos 1y 3 representan la clona3y5
respectivamente en MM+AC+Glu. El tubo 2 la cepa silvestre en MM+AC+Glu. B) Se muestran los tubos a las
48 h de incubacion.

Otra estrategia que se intentd, fue utilizar una pequefa cantidad de CN en el MM, pero no

se logré la obtencion del metabolito para identificarlo. En la tabla 6, se resumen las
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diferentes fuentes de carbono que se probaron para aislar el metabolito que se esta

formando en la mutante cadB1.

Tabla 6. Diferentes fuentes de carbono utilizadas para tratar de obtener el metabolito de color amarillo que se
ha observado en la mutante TQ07::AcadB1 al crecerla en AN+AC.

TQO7 Condicién Crecimiento Decoloracion
MM + Ac Si Si
Wt MM + Ac + Glu Si Si
MM + Ac + CN Si Si
MM + Ac No No
:AB1 MM + Ac + Glu Si No
MM + Ac + CN Si No

5.7 Andlisis cuantitativo de la degradacion de acido cloranilico de las tres
mutantes obtenidas de la cepa Herbaspirillum sp. TQ07

Las tres mutantes obtenidas de la cepa Herbaspirillum sp. TQO07 (cadA, cadBl1 y cadP) se

crecieron en MM suplementado con AC para evaluar su capacidad degradativa en

comparacion con la cepa silvestre. Se midié la concentracién de AC a las 24 y 48 h a una

longitud de onda de 243 nm.
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Figura 52. Degradacion del acido cloranilico por la cepa silvestre y las mutantes obtenidas.
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Como podemos observar en la figura 52, mientras la cepa silvestre de Herbaspirillum sp.
TQO7 ya degradé en su totalidad el AC a las 48 h, las cepas mutantes apenas alcanzan
un 20 % de degradacion.

En la tabla 7, se muestran los valores exactos de la cantidad de AC removido por cada

una de las mutantes a las 48 h.

Tabla 7. Degradacion de acido cloranilico por las diferentes mutantes de Herbaspirrillum sp. TQ07 a las 48 h
de incubacion en medio mineral suplementado con AC como Unica fuente de carbono y energia.

Cepa Degradacion de AC (%)
Wt 99.73
cadA 16.86
cadB1l 19.1398
cadP- 19.47
cadA+ 94.48
cadB1+ 99.72
cadP+ 94.62

5.8 Complementaciéon de las mutantes Cad™ con el cosmido pLG3020

En el 2002 Trevifio et al., generdé mutantes al azar de la cepa Herbaspirillum sp. TQO7 por
insercion de un transposén mini-Tn5lacZ2 (De Lorenzo et al., 1990) contenido en un
vector pUT. Una de esas inserciones se encontrd en el gen cadA, que codifica para una
FAD-monooxigenasa, primer enzima involucrada en la degradacion de AC (Trevifio-
Quintanilla et al., 2011). La consecuencia de la inserciéon del minitransposén en ese gen
fue que la bacteria no era capaz de degradar AC cuando se crecia en CN suplementado
con AC y tampoco podia crecer en MM utilizando AC como Unica fuente de carbono.
Misma patron observado al deletar el gen cadA siguiendo la metodologia antes descrita
en éste proyecto, concluyendo nuevamente la participacion de la enzima CadA en la ruta

metabdlica del AC.
Para saber si la mutante Herbaspirillum sp. TQO7 que tenia el transposén en el gen cadA

iba a recuperar su funcion, realizaron una complementacion utilizando el vector pLG3020

gue contiene la region de 19 Kb involucrada en la degradacion del AC. El resultado fue
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que la mutante complementada recuperaba la funcién degradativa (Trevifio-Quintanilla et
al., 2002).

Las tres mutantes de Herbaspirillum sp. TQO7: cadA, cadBl y cadP que presentan la
delecion de cada uno de esos genes, fueron complementadas con el césmido pLG3020,

utilizado anteriormente por Trevifio et al. para complementar la mutante por transposicion

del gen cadA.
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Figura 53. Degradacion del &cido cloranilico por la cepa silvestre, las mutantes obtenidas y las mutantes
complementadas con el cosmido pLG3020.

Como podemos observar en la figura 53 y tabla 6, las mutantes fueron complementadas

totalmente por éste césmido, es decir, eran capaces de degradar nuevamente el AC.

A las 48 h, las tres mutantes complementadas habian degradado mas del 90 % del AC y
la coloracion violeta-rojiza caracterisitica del MM suplementado con el AC, habia
desaparecido en su totalidad, indicandonos la recuperacién de la degradacion del

compuesto.
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6 Conclusiones

Los genes cadA, cadB1 y cadB2 pueden estar formando una unidad transcripcional Unica
ya que los resultados de los andlisis bioinformaticos encontraron solo dos promotores
putativos al inicio del gen cadA y ninguno antes de los genes cadB1 o cadB2. Ademas,
se encontré solo un terminador independiente de rho putativo rio arriba de cadB2.

La proteina CadB1 participa en la degradacién del acido cloranilico, ya que en la mutante
por delecién, no hay degradacion del compuesto y por lo tanto, no hay crecimiento

bacteriano.

La proteina que codifica el gen cadBl podria ser una enzima muconato lactonizante
debido a la homologia que presentd con esta familia y a la coloracién desarrollada durante

la incubacién de la mutante en agar nutritivo suplementado con &cido cloranilico.

Se confirmé que la proteina CadA participa en la degradacion del acido cloranilico, ya que
la mutante por delecion no presenta degradacion del &cido cloranilico.

El gen cadP codifica para una porina que posiblemente esté involucrada en el transporte

del &cido cloranilico al periplasma, ya que en la mutante por delecion, la degradacién del

compuesto se ve disminuida.

64



7 Perspectivas

Realizar la complementacion solo con el gen deletado de las tres mutantes y ver si
recuperan la capacidad de degradar &cido cloranilico.

Analizar el metabolito que se forma en el medio de cultivo suplementado con &acido

cloranilico en la mutante cadB1 para establecer su posible funcién metabdlica.
Identificar experimentalmente los promotores, asi como el transcrito del posible operén
cadAB1B2 para confirmar si se esta formando un solo transcrito al degradar acido

cloranilico.

Sobreexpresar el gen cadP y ver si aumenta el transporte de acido coranilico y por lo

tanto su degradacion.

Generar la mutante por delecion del gen cadB2 para saber si también participa en la
degradacion del acido cloranilico.
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