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RESUMEN

La biodegradacion ha sido tema de estudio en los ultimos afos, se
han encontrado microorganismos capaces de llevar a cabo la degradacion de

compuestos con estructuras muy variadas, como los hidrocarburos.

La biodegradabilidad de los hidrocarburos se basa en la estructura de
su cadena hidrocarbonada, siendo ramificaciones en carbonos especificos
las que dificultan la biodegradacion, como es el caso de la ramificacion en el
carbono B que impide la oxidacion-f. Los terpenos tienen esta caracteristica
y es por eso que son compuestos recalcitrantes o persistentes en la
naturaleza, sin embargo, hay microorganismos capaces de degradarlos como

es el caso de Pseudomonas aeruginosa.

En nuestro grupo de trabajo se identificaron en P. aeruginosa genes
involucrados en la degradacion de este tipo de compuestos describiendo a
detalle la via de degradacion de terpenos/isoprenoides. Al inicio de esta via
participa una acil-CoA sintetasa que lleva a cabo la activacion del terpeno
hasta la formacion del terpenil-CoA. P. aeruginosa posee dos genes que
codifican esta enzima: fadD1 y fadD2 sugiriendo que alguna de las proteinas
codificadas por estos genes (FadD1 6 FadD2) sea la que lleve a cabo la

activacioén del terpeno.

En el presente trabajo se estudié el gen fadD2 de P. aeruginosa PAO1
y con el uso de cepas mutantes en este gen se evaluo el crecimiento en
compuestos como el citronelol, la leucina, el acido isovalérico y acidos grasos
de palma como unica fuente de carbono, mostrando las mutantes solo un
menor crecimiento en el compuesto citronelol. Debido a esto se dio un indicio
a que FadD2 tendria participacion en la activacion de compuestos 3-metil

ramificados ya que su ausencia impide que P. aeruginosa los degrade.

El gen fadD2 fue clonado en un plasmido de expresion y dicha
construccion se transformo6 en células de Escherichia coli JM101 donde la
proteina recombinante fue detectada mediante Western-blot, observandose

la presencia de dos bandas de un peso molecular de 63 y 68 KDa. Los
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resultados obtenidos sugieren que el gen clonado corresponde a la proteina

FadD2 que al sintetizarse sufre una probable modificacién postraduccional.
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INTRODUCCION

1.1-Biodegradacion

Cuando se habla de biodegradacion se hace referencia a la degradacion de
compuestos o sustancias quimicas hacia sus estructuras o componentes basicos
mediante los procesos de digestion, asimilacion y metabolizacion llevada a cabo
por microorganismos como bacterias, hongos, protozoos, entre otros. Puede
llevarse a cabo en ambientes aerobios y anaerobios; pero hay factores que
pueden afectarla como son la temperatura y humedad, el pH del medio, la
disponibilidad de oxigeno, la cantidad de materia a degradar, asi como también los
microorganismos presentes (Campos-Garcia, 2010; Madigan et al., 2004; Solanas,
2009).

En la actualidad se tiene conocimiento de una gran cantidad de
microorganismos que tienen la capacidad de biodegradar xenobibticos e
hidrocarburos; compuestos que debido a su aumento tanto en produccion y
utilizacién han sido causantes de un incremento en la contaminacion ambiental
(Madigan et al., 2004).

En la biodegradacion es de gran importancia la estructura de los
compuestos que seran degradados ya que dependiendo de ésta pueden servir
como fuente de carbono y donadores de electrones para ciertos microorganismos;
aunque para la desaparicion total o parcial de algunos compuestos como por
ejemplo los plaguicidas no necesariamente implica que hayan sido degradados
por microorganismos, ya que también su eliminacién puede deberse a la
volatilizacion, lixiviado o a la rotura quimica espontanea de éstos. Es por eso que
el tiempo de desaparicion varia para ciertos plaguicidas como se muestra en la
Tabla 1 (Madigan et al., 2004).

o 1



INTRODUCCION

Tabla 1. Persistencia de herbicidas e insecticidas en el suelo. Tiempo en que tardan en
desaparecer algunos plaguicidas del suelo, esto debido a su composicién y estructura (Tomada de
Madigan et al., 2004).

Persistencia de herbicidas e insecticidas en el suelo

Sustancia Tiempo requerido para la depsaparicién del 75-

100%

Insecticidas clorados

DDT [1,1,1-tricloro-2,2-bis-(p-clorofenil) etano] 4 afos
Aldrina 3 afios
Clordano 5 afios
Heptano 2 afios
Lindano (hexaclorociclohexano) 3 afios

Insecticidas organofosforados

Diazinén 12 semanas

Malatién 1 semana

Paration 1 semana

Herbicidas

2,4-D (acido 2,4-diclorofenoxiacético) 4 semanas
2,4,5-T (acido 2,4,5-Triclorofenoxiacético) 20 semanas
Dalapina 8 semanas
Atrazina 40 semanas
Simazina 48 semanas

Propazina 1,5 anos
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1.1.1- Biodegradacion de hidrocarburos lineales

Los hidrocarburos son compuestos quimicos formados unicamente por
carbono e hidrégeno y resultan ser insolubles en agua. Los de bajo peso
molecular son gases, mientras que los de peso molecular mas alto son liquidos o
solidos a temperatura ambiente. Estos se clasifican en aromaticos y alifaticos y asi
mismo los alifaticos se clasifican en saturados e insaturados. El benceno (CsHs) es
el ejemplo mas comun de un hidrocarburo aromatico, mientras que los
hidrocarburos alifaticos pueden ser lineales (una sola cadena continua de
carbono), ramificados (una cadena de carbono que tiene bifurcaciones a lo largo
de ella de grupos metilo) y ciclicos (compuestos por uno o varios anillos de
carbono unidos entre ellos) (Sikkema et al. 1995; Madigan et al., 2004 y Campos-
Garcia, 2010).

El petréleo es una fuente de hidrocarburos aromaticos y alifaticos formada
por la descomposicion de plantas y animales. Esta compuesto de los
contaminantes mas comunes de categoria organica que son una mezcla de n-
alcanos, mono, di y poli compuestos aromaticos, aromaticos heterociclicos,
resinas, asfaltenos y otros componentes menores (Campos-Garcia, 2010;
Solanas, 2009).

Los alcanos constituyen aproximadamente 20-50% de los derivados del
petréleo y su degradacion se lleva a cabo mediante la oxidacién del grupo metil
terminal para producir el acido n-alcandico correspondiente, el cual se degrada
mediante la via clasica de oxidacion de los acidos grasos, oxidacion-f3, hasta

generar acetil-CoA. (Rojo, 2009; Campos-Garcia, 2010).

Los hidrocarburos ramificados son generalmente menos susceptibles a la
biodegradacion, pero también la ubicaciéon de las ramificaciones y el que se
encuentren cerca del extremo terminal es una causa de bajo nivel de
biodegradabilidad ya que interfieren en la secuencia normal del ciclo de oxidacion
de los acidos grasos (Campos-Garcia, 2010).
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1.1.2- Biodegradacion de hidrocarburos ramificados

Los hidrocarburos que tienen una ramificacién en el carbono C2 (carbono a)
pueden llegar a biodegradarse sugiriendo la participacion de mas de una via
oxidativa como pueden ser la oxidacion q, la descarboximetilacion 3 o la oxidacion
w. La biodegradacion de pristano (2,6,10,14-tetrametil pentadecano) en
Corynebacterium sp. y en Brevibacterium erythrogenes es una claro ejemplo de
este tipo de degradacion ya que requiere del acoplamiento de la oxidacion-q, la
oxidacion-w, ademas de la oxidacién-B (Fig 1). La degradacion comienza con la
oxidacion a para la formacién del acido pistanico, el cual pude sufrir por un lado un
ciclo de oxidacién w para producir un acido dicarboxilico (acido pristandioico), el
cual es metabolizado por etapas posteriores de oxidacion [ liberando
alternamente acetil-CoA y propionil-CoA como productos, y por otro lado el acido
pristanico puede sufir oxidacion B para producir acido trimetiltridecanoico
eliminando la ramificacion sobre el carbono a mediante la formacion de propionil-
CoA que puede ser metabolizado via transformacion previa a metilmalonil-CoA y
posteriormente a succinil-CoA, metabolito que puede incorporarse al ciclo del
acido citrico. Aparentemente la oxidacion de alcanos ramificados es inducida por
acidos dicarboxilicos, via que es reprimida durante la oxidacién de n-alcanos,
mostrando por lo tanto la existencia de vias diferentes en la oxidacion de n-
alcanos y alcanos ramificados (Pirnik et al., 1974; Fall et al., 1979; Pirmnik y
McKenna., 1977).
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AC. PRISTANIC CoaH

oxidacion w

/l\Nk/\)\/\/l\ oxidacion B
HO,C COH

AC. PRISTANDIOICO

t propionil-SCoA *
Mo, MA)\AOOEH /]\/\/‘\/\)\/\CQH

AC. TRIMETILTR D ECANDIOIC O AC. TRIMETILTRIDECANOICO

r acetil-SCoA % acetil-SCoA

A~ AN A~AA~A
HO,C CO,H CGH

AC. TRIMETILUNDECANDIOICO AC. TRIMETILUNDECANOICO

propionil-
SCoA
'_DZC*/\/L/\CQH

AC. DIMETILNONANDIOICO

propionil-SCoA

acetil-SCoA

HO,C CQH
AC. DIMETILHEPTANDIOICO

propionil-SCoA

Hmc’k/\cq,w

AC. METILPENTANDIOICO

Figura 1.-Secuencia de reacciones propuesta para el metabolismo del pristano en

Brevibacterium erythrogenes, basada en la produccion de metabolitos. El acido pristanico es

producido mediante oxidacién a a partir del pristano. Posteriormente este acido por oxidacion 3

puede liberar la ramificacion sobre el carbono a mediante la formacion propionil-CoA obteniendo

acido trimetiltridecanoico, o bien por oxidacién w el acido pristanico puede ser transformado a un

acido dicarboxilico, el cual es metabolizado por oxidaciéon B liberando alternamente acetil-CoA y

propionil-CoA. Tomada de Pirnik et al., 1974.
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INTRODUCCION

Los hidrocarburos que tienen una ramificacion en el C3 (carbono ) tienen
la caracteristica de ser compuestos recalcitrantes, persistiendo en el ambiente por
periodos prolongados de tiempo, un ejemplo de ellos son los terpenos. (Fall et al.,
1979; Cantwell et al., 1978; Voet et al., 2007).

1.1.3- Terpenos / isoprenoides

Los terpenos o isoprenoides son compuestos organicos altamente
distribuidos en la naturaleza derivados de la polimerizacion enzimatica de dos o
mas unidades de isopreno (2-metil-1,3-butadieno); un hidrocarburo de 5 atomos
de carbono (Fig. 2) (Cox et al., 2009).

H3C\ CH2

//C—C\ L~
H>C H

Isopreno

Figura. 2. Estructuras del isopreno

Las cadenas que resultan de la condensacion de estas unidades, son
estructuras hidrofdbicas, hecho que las incluye dentro del grupo de los lipidos. Se
han identificado un gran numero de terpenos, de los cuales muchos poseen olores
y sabores caracteristicos, siendo también componentes principales de los aceites
esenciales de algunas plantas (Fig. 3). También pueden ser obtenidos del petréleo
y sus derivados (Cox et al., 2009; Pefna et al., 2004).

o> |6



INTRODUCCION

CHs,
3,7-dimetil-2,6-octadien-1-ol :
A
-Geraniol- ch/\\CHz

1-metil-4-isopropenil-1-ciclohexano

-Limoneno-
= H 5-metil-2-isopropil ciclohexa-1-ol
: CH,
N -Mentol-
OH
3,7-dimetil-6-octen-1-ol
_ HC™ “CH,
-citronelol-

Figura 3. Ejemplos de estructuras de terpenos hallados comunmente en la naturaleza.

Los terpenos son comunmente toxicos para los microorganismos porque se
intercalan y tienen acceso facil en la membrana citoplasmatica, provocando
modificaciones en la membrana, ademas de que son recalcitrantes debido al
grupo metilo ubicado en el carbono B que impide la accién de las enzimas de la

via de oxidacion de los acidos grasos (Campos-Garcia, 2010).

El citronelol ha sido desde mucho tiempo atras la molécula modelo para el

estudio de microorganismos capaces de degradar este tipo de compuestos.

El isoprenoide conocido como citronelol (3,7-dimetil-6-octen-1-ol) (Fig. 3)

es un alcohol monoterpénico que se encuentra entre los principales constituyentes

o |7



INTRODUCCION

de los aceites esenciales de varias plantas, como los citricos, zacate de citronela,
rosas, hierba de limon, albahaca, eucalipto, limén, entre otros, siendo responsable
de las propiedades aromaticas y biologicas, incluyendo la actividad antibacterial de
estos aceites. Tiene una gran aplicacidon en la industria alimentaria, en la
perfumeria y en la cosmética, asi como en la medicina tradicional, usado también

como repelente de mosquitos. (Aguiar, et a 2001; Tozoni, et al., 2010).

Como se ha mencionado, los terpenos 3-metil ramificados son compuestos
persistentes en la naturaleza, sin embargo, existen algunas bacterias que son

capaces de degradarlos.

Seubert, en 1959 descubrié que Pseudomonas citronellolis es un organismo
capaz de degradar isoprenoides, en especial el citronelol, posteriormente Cantwell
y colaboradores en 1978 demostraron que no solo P. citronellolis sino que varias
cepas de Pseudomonas son capaces de degradar isoprenoides 3-metil
ramificados, entre ellas P. mendocina y P. aeruginosa. Observaron su capacidad
de mineralizar citronelol utilizandolo como unica fuente de carbono y energia,
también demostraron que habia especies de Pseudomonas que no eran capaces
de utilizar estos isoprenoides como es el caso de P. fluorescens, P. putida, P.

syringae entre otras (Seubert, 1959; Cantwell, et al., 1978).

Cantwell fue el primero en proponer la via de degradacion de isoprenoides
aciclicos en P. citronellolis (Cantwell et al., 1978), en la que se involucra la (-
descarboximetilacion mediante la cual se remueven las ramificaciones sobre el
carbono 3 de la cadena principal y asi permitiendo que se lleve a cabo la

oxidacion-B (Fig. 4).

o> |8



| INTRODUCCION

/I\/\/l\/ ol 5 — )\/\)\/ ey M R0 -

Citronelol Acido citronélico

l A
)\/\/K/ CH20H 3 3 /l\/\)\\/ CO2H 3 )\/\/K/ COSCoA

Geraniol Acido trans-geranico

M e —— M
COzH

CH20H )
Nerol Acido cis-geranico
COH
9 CH3COzH
I OH
\ i e
Liasa
COSCoA COSCoA

7-metil-3-oxo0-6-octenil-CoA

oxidacion-f8

3-hidroxi-3-isohexenilglutaril-CoA

Citronelil-CoA

Trans geranil CoA
A

—— w‘

COSCoA
Cis-geranil CoA

carboxilasa

CO2H
hidratasa
—
N
COSCoA

Isohexenil-gutocanil-CoA

Figura 4.- Ruta degradativa de isoprenoides aciclicos en Pseudomonas citronellolis. Las

enzimas nombradas han sido parcialmente caracterizadas; los pasos enzimaticos que han sido

obviados representan reacciones enzimaticas analogas a las involucradas en la oxidacion de

alcoholes y acidos carboxilicos. Los pasos A o B representan incertidumbre en la via. Tomada de

Cantwell et al., 1978.
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INTRODUCCION

En P. aeruginosa se identifico un grupo de genes implicados en el
catabolismo de terpenos aciclicos (Fig. 5) que se han denominado como el operdn
lIURABCDE por la utilizacion de leucina-isovalerato y otro grupo Illamado

atuRABCDEFGH por la utilizacion de terpenos (Diaz-Pérez et al., 2004; Hoschle et
al., 2005, Aguilar JA et al., 2006).
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Figura 5. El grupo de genes atu y liu de Pseudomonas aeruginosa PAO1. Estos genes se
proponen para codificar las enzimas implicadas en las vias catabdlicas de terpenos y leucina-

isovalerato respectivamente. Se muestran el nombre de los genes y su respectivo OFR del genoma

de PAO1. La identidad de los aminoacidos de las proteinas homologas se indica en porcentaje por
debajo de los genes.

Campos-Garcia en el 2010 logré describir cuatro pasos principales en la
degradacion de terpenos aciclicos (i) via superior de oxidacién-activacion, (ii) via

central de los terpenos aciclicos (ATU), (iii) acoplamiento a la oxidacion- y (iv) via
convergente con leucina/isovalerato (Fig. 6).
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Terpenos/isoprenoides aciclicos

Co-A  — | Acil-CoAsintetasa

Terpenil-CoA

Cis-geranil-CoA
co2

 Acetato g\

7-metil-3-oxo-6-octenil-CoA

- 2-acetil-CoA
3-metilcrotonil-CoA
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Acetil-CoA + Acetoacetato
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N
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Oxidacion-3

Convergencia con la via
" leucinal/isovalerato (LIU)

Vias
Glioxilato y TCA

Figura 6. Pasos generales que comprenden la via catabdlica de terpenos/isoprenoides

aciclicos en especies de Pseudomonas (Tomada de Campos-Garcia, 2010).

La via superior consiste en la oxidacion del terpenol a su correspondiente

terpenal y acido terpendico, se ha sugerido que la oxidacién de estos compuestos

es llevada a cabo por dos deshidrogenasas que probablemente son codificadas

por los genes atuB o atuG; la reaccidbn que se realiza sucesivamente es la
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INTRODUCCION

activacion del acido graso (Fig 7), en la que participa una acil-CoA sintetasa que

no ha sido identificada (Campos-Garcia, 2010).

)\/\/K/ CH20H

Citronelol

Citronelol
deshidrogenasa

o

|
)\/\/I\/k Figura 7. Via superior de oxidacion-

H

Citronelal
activacion de terpenos aciclicos (Tomada de
Citronelal i
deshidrogenasa Campos-Garcia, 2010).
)\/\/I\/l(l)\
- O’
Citronelato
Citronelil-CoA

sintetasa

A
Citronelil-CoA >
Enseguida, el terpenil-CoA formado entra en la via central de terpenos
aciclicos, aqui las enzimas que estan involucradas son codificadas en el grupo de
genes atuRABCDEFGH. En esta etapa se forma el 7-metil-3-oxo-6-octenil-CoA,
este metabolito entra directamente a la oxidacion-B mediante la cual se forman 2
moléculas de acetil-CoA y el 3-metil-crotonil-CoA; éste es el compuesto con el cual
converge la via de leucinal/isovalerato (Fig. 6). Las enzimas que participan en la
via LIU son codificadas en el grupo de genes liuRABCDE. El producto final es la
formacién de acetil-CoA que es canalizada ya sea en el ciclo del glioxilato o en el

ciclo de los acidos tricarboxilicos (Campos-Garcia, 2010).
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1.2- Pseudomonas aeruginosa

Pseudomonas aeruginosa es una bacteria gram negativa, en forma de
bacilo recto o ligeramente curvado, aerobio y con un flagelo polar, oxidasa y
catalasa postivos, capaz de crecer hasta 43°C y patégeno oportunista,
especialmente en medios hospitalarios, capaz de contaminar heridas quirurgicas,
abcesos y quemaduras. Es ubicua, comun en el medio ambiente y es facil
encontrarla en heces, suelo, aguas residuales, pantanos, habitats marinos y
costeros. Es considerada como patdégena y capaz de resistir a varios antibidticos y
desinfectantes (Madigan MT et al., 2004; Stover, et al., 2000).

P. aeruginosa tiene la capacidad de crecer en distintos medios y usar como
fuente de carbono distintos compuestos que van desde azucares, acidos grasos,
acidos dicarboxilicos, acidos tricarboxilicos, alcoholes, polialcoholes, alcanos
lineales y ramificados, compuestos aromaticos, aminoacidos y aminas, entre otros.
Debido a la gran capacidad metabdlica de P. aeruginosa es considerado un
organismo ecolégicamente importante en la transformacién de muchos

compuestos presentes en el suelo y en el agua (Campos-Garcia, 2010).

El genoma de P. aeruginosa tiene un tamafio de 6.3 millones de pares de
bases y un total de 5570 marcos de lectura abiertos. Se han identificado dentro del
genoma de P. aeruginosa varios genes que se ha comprobado su participacion en
la degradacién de terpenos aciclicos. Sin embargo aun es desconocido el gen que
codifica para la acil-CoA sintetasa que participa en la via de activacion-oxidacion
llevando a cabo la activacion del acido terpendico, siendo éste un paso

fundamental para la degradacion de éste tipo de compuestos.
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1.2.1- Activacion de acidos grasos

Para poder llevar a cabo la degradacion de un acido graso es necesario que
se “active” este acido, esa funcion la lleva a cabo una acil-CoA sintetasa, de

acuerdo con la siguiente reaccion:

Acil-CoA
sintetasa

Acido graso+ COA + ATP  ==———p acil-CoA + AMP + PPi
Es necesario que se lleve a cabo la “activacion” para que este pueda ser
degradado en la via clasica de oxidacion de los acidos grasos, la oxidacion-p. La
acil-CoA sintetasa es una enzima que se encuentra en la membrana de las células
eucariotas como es el caso de los neutrofilos en los que participa convirtiendo los
acidos grasos libres en ésteres acil-CoA que sirven como moduladores de las

funciones de éstos (Korchak, et al., 1994).

Una acil-CoA sintetasa fue caracterizada en E. coli, donde fue denominada
FadD, en esta bacteria es una proteina de membrana que participa en la
degradacion de acidos grasos y es afin a acidos grasos de cadena mediana a
larga (Black, et al., 1992).

Dentro del genoma de P. aeruginosa también han identificado dos acil-CoA
sintetasa (FadD1 y FadD2) ubicadas en citoplasma, correspondientes a los ORF
PA3299 para FadD1 y PA3300 para FadD2 (Winsor, et al., 2010; Kang, et al.,
2010)

0% 14



2- ANTECEDENTES



ANTECEDENTES

En el afio 2008 Ruth y colaboradores identificaron en P. putida GPo1 dos
acil-CoA sintetasas, una de ellas (ACS1) fue localizada en la superficie de los
granulos de polihidroxialcanoatos (PHA) demostrando su preferencia en sustratos
por cadenas hidrocarbonadas medianas a largas mientras que la segunda acil-
CoA sintetasa (ACS2) fue localizada en la membrana citoplasmica. Propusieron un
modelo mediante el cual se lograba explicar la participacién de la ACS1 en el
metabolismo de los PHA’s en P. putida GPo1 (Fig. 8). El modelo sefala que
cuando hay deficiencia de carbono se comienzan a degradar los PHA'’s por la PHA
depolimerasa y libera mondmeros de acido 3-hidroxicarboxilico, los mondémeros
liberados son activados a hidroxiacil-CoA por la ACS1 a través de una reaccién
dependiente de ATP. El metabolito es un sustrato para la PHA polimerasa, asi

como para el ciclo de oxidacion de los acidos grasos. (Ruth, et al., 2008).

Acido graso
[ACS1/ACS2]
Y
| Oxidacion-p
A
H\ ) AMP+PP [ACS1] CoA~SH +ATP H\ /
H/'\¢/”\\ o < 0N -
A N \
' e« A
& &f @ :
‘Q/‘]é S \\\\)’\
{ !‘ \" WA
CoA~SH /| £ N
Q - “ ‘Granulos{:' '
[PhaC] i | |\ ,‘ I PHA ,y‘ Ir' [PhaZ]
| \ I [
A s
D e Y \". /,.\‘
o v
. PhaC PHA polimerasa NN N /74 ~
7 L N —\(\\}\ Monocapa de fosfolinidos
PhaZ PHA depolimerasa O | AV T
[ Phasins/proteinas

ACS1 acil-CoA sintetasa 1

Figura 8. Modelo para el metabolismo de PHA’s a nivel enzimatico (Tomada de Ruth, et
al., 2008).
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Kang y colaboradores en el 2010 caracterizaron en P. aeruginosa PAO1
dos acil-CoA sintetasas, FadD1 y FadD2 involucradas en la degradacion de acidos
grasos. Mostraron un esquema modelo del transporte de los acidos grasos en la
célula (Fig. 9), en él participa una proteina aun desconocida denominada FadL
que ayuda a los acidos grasos a ser transportados a través de la membrana;
FadD1 y FadD2 aparecen como proteinas ancladas a una proteina de membrana

activando los acidos grasos para su posterior oxidacion.
- i

Acido graso o-
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AMP + PP ﬁ
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[ o
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N sco4  Oxidacion- s SCoA
SCoa HoO

Ciclo TCAYy _,/

otras vias CO;SH q R o TR

NN SCoA

“-‘__

NAD*
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Figura 9. Esquema del transporte de los acidos grasos en P. aeruginosa. Los acidos
grasos son transportados a través de la membrana externa ayudada por una proteina no
identificada llamada FadL de P. aeruginosa. En E. coli, los acidos grasos pueden ser transportados
a través de la membrana interna por un mecanismo desconocido acoplado a una proteina de
membrana periférica FadD. Sin embargo, P. aeruginosa contiene al menos 2 FadDs (FadD1 y
FadD2). A pesar de que hay mas de una docena de potenciales homélogos FadE en el genoma de
P. aeruginosa, la enzima especifica que cataliza esta reaccion no ha sido identificada. FadB
cataliza los dos siguientes pasos seguidos de la union del 3-ceto-acil-CoA por FadA. Los dos
operones fadBA(fadBAl y fadBA5) han sido identificados en P. aeruginosa (Tomada de Kang, et
al., 2010).
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Realizaron también estudios bioquimicos de las proteinas FadD1 y FadD2
de P. aeruginosa PAO1 indicando que mientras FadD1 prefiere acidos grasos de
cadena larga, FadD2 prefiere acidos grasos de cadena mediana o corta (Fig. 10),
por lo cual concluyeron que éstas enzimas estan involucradas en la capacidad de
invasion de tejidos de P. aeruginosa en enfermos por fibrésis quistica (Kang, et
al., 2010).

FadD1 Actividad FadDZ2 Actividad
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o s = Cigp E.
£ %Gy 219
% == Cion E
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Figura 10. Actividad enzimatica de FadD1y FadD2 de P. aeruginosa. Curvas de actividad
enzimatica de las enzimas FadD1 y FadD2 de P. aeruginosa PAO1 con acidos grasos de distinto
numero de carbonos en las que se muestra que FadD1 presenta una mayor actividad con acidos
grasos de cadena larga y FadD2 muestra una tendencia similar pero con acidos grasos de

cadenas medianas a cortas. Tomada de Kang, et al., 2010.

En la actualidad aun no existen reportes de la participacion de las enzimas
FadD1 y FadD2 de P. aeruginosa en la degradacién de terpenos, siendo que para
la degradacién de estos compuestos es necesaria la participacion de una acil-CoA
sintetasa como se mostré anteriormente. Dentro del genoma de P. aeruginosa
solo han sido reportadas estas dos enzimas que corresponden a una acil-CoA
sintetasa y es por esto que existe la sospecha que alguna de ellas lleve a cabo
esta funcién en el via de degradacion de isoprenoides formando el terpenil-CoA

para su posterior degradacién hasta la formacién del acetil-CoA.
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ANTECEDENTES

El gen fadD2 codifica para la enzima FadD2 siendo éste el gen estudiado
en este trabajo, se propone que podria llevar a cabo la siguiente reaccion en

presencia de un compuesto 3-metil ramificado (acido citronélico) (Fig 11).

P \ FadD2 \ i |
w + H-SCoA 4+ ATP —mm> + AMP 4+ PPi
o S-CoA

Acido citronélico Citronelil-CoA

Figura 11. Reaccién propuesta donde participa la enzima FadD2 de P. aeruginosa para la
formacioén del correspondiente terpenil-CoA en la via de degradacion de terpenos, usando como

sustrato el acido citronélico.
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3-JUSTIFICACION

Un paso fundamental de la ruta catabdlica de los terpenos aciclicos en
Pseudomonas aeruginosa es su activacion, hasta la formacion del terpenil-CoA en
la via superior de activacion de los terpenos aciclicos, la cual es llevada por una
acil-CoA sintetasa. El estudio del gen fadD2 de P. aeruginosa que codifica para
una acil-CoA sintetasa (FadD2) contribuira para entender su posible papel en el
catabolismo de terpenos aciclicos y a la cual se ha demostrado su preferencia por

sustratos de cadena mediana a corta.
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4-OBJETIVOS

Objetivo general

Estudiar la participacion del gen fadD2 de Pseudomonas aeruginosa en el

catabolismo de los terpenos aciclicos.

Objetivos especificos

1) Identificar la participacion de FadD2 de Pseudomonas aeruginosa PAO1
en la degradacion de compuestos hidrocarbonados y metil ramificados.

2) |dentificar la expresion de la proteina FadD2 en cultivos celulares.
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5.1- Cepas vy plasmidos

Tabla 2. Cepas y plasmidos empleados en el presente trabajo.

Caracteristicas

Cepas

Referencias

Plasmidos

gen fadD2 con numero de identificacion ID776,

resistente a tetraciclina (60 pg/ml).

Caracteristicas

Cepa estandar Yanisch-Perron
SUpE, thi, A(lac-proAB), [F’, traD36, proAB, laclZ et al., 1985
AM15]
PAO1SR Pseudomonas aeruginosa PAO1 resistente a Wong y
estreptomicina Mekalanos,
2000
PA-33 Mutante de P. aeruginosa PAO1, mutada por Jacobs, et al.,
transposicion en el ORF PA3300 correspondiente al 2003
gen fadD2 con numero de identificacion ID33561,
resistente a tetraciclina (60 pg/ml).
PA-21 Mutante de P. aeruginosa PAO1, mutada por Jacobs, et al.,
transposicion en el ORF PA3300 correspondiente al 2003
gen fadD2 con numero de identificacion 1D21643,
resistente a tetraciclina (60 pg/ml).
PA-77 Mutante de P. aeruginosa PAO1, mutada por Jacobs, et al.,
transposicion en el ORF PA3300 correspondiente al 2003

Referencias

pGem-FadD2 | pGEM-T con un fragmento amplificado por PCR de 1.7 Aguilar JA,
kb correspondiente al gen fadD2 de P. aeruginosa 2010
PAO1SR, al cual se le adicionaron en los extremos 3’ y
5’ los sitios BamHI y Hindlll respectivamente.
pTrcHis2A Plasmido empleado para la sobre expresiéon de Invitrogen

proteinas recombinantes en E. coli. Contiene un

cassette de resistencia a ampicilina (100 pug/ml)
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pTrcHis2A- | Plasmido empleado para la expresion del producto del Este trabajo
FadD2 gen fadD2 de P. aeurginosa. Con un fragmento

BamHI/Hindlll de 1.7 kpb correspondiente al gen fadD2

5.2- Medios de cultivo

5.2.1- Caldo Luria-Bertani (CLB)

NaCl 5ql/l
Peptona de caseina 10 g/l
Extracto de levadura 5 g/l
Agua destilada c.b.p. 1000 mi

5.2.2- Agar Luria-Bertani (ALB)
Por cada litro de CLB se adicionaron 15 g de Agar bacteriologico.

5.2.3- Medio 2XYT

NaCl 59/l

Peptona de caseina 16 g/l
Extracto de levadura 10 g/l
Agua destilada c.b.p. 1000 ml

5.2.4- Agar 2XYT

Por cada litro de medio 2XYT se adicionaron 15 g de Agar bacteriologico.
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5.2.5- Medio minimo M9

Se preparo el buffer 20X con las siguientes sales y se corrigio el pHa 7.4

KzHPO4 120 g/l
KH2PO4 60 g/l
NaCl 10 g/l
NH,4CI 20 g/l
Agua destilada c.b.p.---- ---- 1000 ml

Por cada 100 ml de medio se mezcld

Buffer de sales 20X 5ml
MgSO4 1M 200
CaCl, 1M 10 pl
Trazas de Metales 5ul
Agua destilada c.b.p. 100 ml

Las trazas de metales contienen: MnSO4-H,O,Fe(NH4)2(SO4)2-6H0,
COC|2'6H20, ZnSO4-7H20, CUC|2‘2H20, N82MOO4'2H20, Na28e04.

Al medio minimo M9 que se utilizé para hacer las curvas de crecimiento se le
adiciono peptona de caseina a una concentracion final del 0.02%, el medio con el

cual se crecieron los indculos contenian como fuente de carbono glucosa al 0.2%
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5.3- Métodos

5.3.1- PROCEDIMIENTOS CON Pseudomonas aeruginosa

5.3.1.1- Seleccion de clonas de las mutantes en el ORF PA3300 de P.
aeruginosa PAOL involucradas en la degradacién de citronelol, 1-octanol y

leucina

Se crecieron por estria cruzada las 3 mutantes en el ORF PA3300 de P.
aeruginosa PAO1 en placas de agar LB con su marcador de seleccidn
(tetraciclina) para obtener 5 colonias aisladas que tuvieran las caracteristicas
fenotipicas de la cepa. Estas 5 colonias se crecieron en una placa de agar M9, de
manera que fueran expuestas a 3 diferentes fuentes de carbono por separado, en
el caso de citronelol y L-octanol fueron colocados 100 ul del compuesto en un
papel filtro en la parte superior de la placa y la leucina se mezcl6 con el agar a una
concentracion final del 0.5 %, un 0.005 % de isoleucina y valina, incubandose las

placas a 30°C por 72 horas.

5.3.1.2- Curvas de crecimiento de las clonas de las mutantes en el ORF
PA3300 de P. aeruginosa PAOL.

A las colonias seleccionadas se les hizo una cinética de crecimiento
utilizando como fuente de carbono citronelol, leucina, acido isovalérico y acidos
grasos de palma de la siguiente manera:

a) Se crecieron las clonas en 3 ml de medio minimo M9 adicionado con
peptona de caseina a una concentracion final del 0.02 % y glucosa al 0.2
% como fuente de carbono, incubando los tubos a 30°C por 12 horas en
agitacion constante.

b) Se inocularon los matraces de 250 ml que contenian el medio
minimo M9 adicionado con el 0.02 % de peptona de caseina y con su

respectivo compuesto , se incubaron a 30°C a 150 rpm y se tomaron
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lecturas cada 4 horas durante 36 horas, las muestras fueron leidas en el
espectrofotometro Thermo scientific Genesys 20 a 600 nm.
c) En el caso de los acidos grasos de palma el muestreo se realiz

cada hora por 12 horas continuas.

El citronelol se utilizé a una concentracion final de 0.075 % al igual que el
acido isovalérico y los acidos grasos de palma, la leucina se utilizé6 a una

concentracion de 0.5 % con isoleucina y valina al 0.005%

Debido a que la mezcla de acidos grasos de palma era de consistencia
solida se decidid hacer dos cinéticas por separado con ellos, la primera se realiz6
disolviendo a estos en Triton X-100 al 40%, y una segunda agregandolos solo

disueltos con calor.

Los acidos grasos de palma estan compuestos por una mezcla de acidos

grasos de cadena larga, mayores a 14 carbonos, se enlistan enseguida:

1) Acido miristico max. 2.0 %
2) Acido palmitico 26-36 %

3) Acido estearico 14-20 %

4) Acido oléico 35-48 %
5) Acido linoléico 2-8 %

6) Acido linolénico méx. 5.0 %

5.3.1.3- Aislamiento de ADN total (cromosémico) de P. aeruginosa

1) Se inocularon 3 ml de CLB con la cepa de interés y se crecié durante toda
la noche a 30°C en agitacion constante.

2) Las células se cosecharon centrifugando 1 min/12,000 rpm; las células se
resuspendieron después en 450 ul de TE 50/20 (Tris 50 mM, pH 8/EDTA 20
mM, pH8).
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3) Se agregaron: 50 uL del stock de lisozima 10 mg/ml; se incubé durante 30
min/37°C. Posteriormente se adicionaron 50 pl del stock de proteinasa K 20
mg/ml; se incubd durante 15 min/37°C. Después se agregaron 50 pul de
SDS al 10% y se incubo por 30 min/ 37°C.

4) Posteriormente se adicionaron 100 uyl de NaCl 5 M y se agitdé en vortex
durante 15 min, para después incubarse 5 min a 65°C.

5) Se adicionaron 80 ul CTAB (bromuro de hexadecil trimetil amonio al 10% y
NaCl 0.7 M) y se incubo durante 10 min a 65°C.

6) La muestra se extrajo con cloroformo (aprox. 250 ul) agitando de 4-5 min en
vortex, se centrifugd por 4-5 min/10,000 rpm.

7) Se extrajo 2 veces con 200 pl de fenol/cloroformo 1:1; posteriormente se
centrifugé a 10,000 rpm/7 min.

8) Se adicionaron 500 ul de etanol/isopropanol (60:40), se incubd a -20°C por
1 min.

9) Se lavé la pastilla 3 veces con 500 pL de etanol al 70%.

10) Se resuspendio la partilla en 200 yL de agua.

11) Se agregaron 2 ul de RNAsa y se incubd 1 hora/37°C.

5.3.2- Procedimientos con células de Escherichia coli

El aislamiento de ADN plasmidico se realizé por el método de lisis alcalina

de acuerdo al siguiente protocolo adaptado de Sambrook, et al., 1989.

5.3.2.1- Aislamiento de plasmidos por lisis alcalina

1) Se creci6 3 ml de cultivo durante toda la noche a 30°C en agitacion
constante.

2) Las células se cosecharon centrifugando a 10,000-13,500 rpm /1 min.

3) Se resuspendio la pastilla celular en 150 uL de STE [sacarosa 50 mM, Tris
25 mM, acido etilen-diamino-tetracético (EDTA) 10 mM, pH 8].
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4) Se adicionaron 250 pL de solucién de lisis [NaOH 0.2 N, dodecil sulfato de
sodio (SDS) al 10 %] se mezcld suavemente y se incubo por 10 min a 4°C

5) Se adicionaron 150 pyL de acetato de sodio 3 M, pH 4.8, se mezcld
suavemente y se incubd por 10 min a 4°C

6) Se centrifugd a 12,000-13,000 rpm durante 2 min

7) Se paso el sobrenadante a un microtubo nuevo y se le agregd 50 pL de
fenol:cloroformo 1:1, se mezclé en vortex por un min y se centrifugd a
12,000-13,000 rpm por 7 min

8) El sobrenadante se transfirié a otro microtubo y se le agregaron 500 uL de
EtOH/Isopropanol 60:40 (% vol/vol) y se incubd por 15 min en hielo hasta la
precipitacion del ADN. Se centrifugd por 2 min.

9) Se decanto6 el sobrenadante, se lavo de 1-3 veces con etanol 70 % y se
centrifugd por 5 min a 13,000 rpm, secando posteriormente la pastilla a
37°C y resuspendiendo en 50 pyL de agua destilada estéril. Se agregaron 3
pL de RNAsa (1 mg/ml).

10) Se almacenaron las muestras a -20°C o se corrieron electroforéticamente

en geles de agarosa.

5.3.2.2- Electroforesis en geles de agarosa

Al ADN plasmidico se le realizé un corrimiento electroforético en geles de

agarosa de la siguiente manera:

1) El gel de agarosa se preparo al 1 % en Buffer TAE (Tris-acetato 0.04 M y
EDTA 0.001 M, pH 8.5).

2) El gel se colocd en la camara de electroforesis horizontal llenada con el
buffer TAE.

3) Las muestras de plasmido se mezclaron con el buffer de carga (azul de
bromofenol 0.0025 % y cianol xileno FF 0.0025 % en solucion de glicerol al
30 %) y se colocaron en los pocillos del gel, también en otro pocillo se
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cargd un marcador de tamafo molecular de ADN lineal (ADN del fago
lambda digerido con la(s) endonucleasa Hindlll o EcoRI-Hindlll).

4) Se conectd la camara a la fuente de poder y se realiz6 el corrimiento
electroforético aplicando 130 voltios durante 30 min.

5) Se tifieron los geles con bromuro de etidio (0.001 mg/ml) y se observaron

en el transluminador de luz UV de onda corta (Vilber Loumart).

5.3.2.3-Purificacion de fragmentos de ADN de geles de agarosa

La purificacién de fragmentos se llevé a cabo con el kit Wizard SV Gel and

PCR Clean-up system (Promega) como se describe a continuacion:

Se cort6 el fragmento del gel de agarosa donde esta ubicado el ADN de interés

con un bisturi y se colocé en un tubo eppendorf.

1) Se le adiciond la misma cantidad de miligramos que peso la agarosa, en pl
de solucion de union a la membrana y se disolvié a 50-60°C por 10 min.

2) Enseguida se colocé una columna en su tubo colector de 2 ml y dentro de
la columna se deposité toda la mezcla de agarosa, se centrifugdé 1
min/10,000 rpm.

3) Se le agregd a la columna 700 pl de solucion de lavado y se centrifugd 1
min/10,000 rpm.

4) Posteriormente se le agregd nuevamente a la columna 500 pl de solucion
de lavado y se centrifugé 5 min/10,000 rpm y se deseché el contenido del
tubo colector.

5) Se le di6 un pulso de 1 min en la centrifuga a la columna dentro del tubo
colector para evaporar la solucién de lavado que haya quedado en la
columna.

6) Se coloco la columna en un tubo eppendorf y se le adicionaron 20-30 ul de
agua libre de nucleasas calentada previamente 70-90°C; se incubd por 2

min/T° ambiente y se centrifuga 2 min/10,000 rpm.
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5.3.2.4- Transformacion
5.3.2.4.1- Preparacion de células electrocompetentes de E. coli

1) Se inoculé un matraz de un litro conteniendo 250 ml de CLB con un pre-
inéculo de 3 ml previamente crecido durante toda la noche.

2) Se incubo6 a 37°C a 200 rpm hasta alcanzar una densidad optica de 0.7 a
600 nm medida en el espectrofotometro Thermo scientific Genesys 20.

3) El cultivo se colocd en hielo durante 10 min, para después cosecharse a
5,500 rpm a 4°C.

4) A las células obtenidas se les hicieron 2 lavados, uno con 50 ml y otro con
25 ml de agua destilada, estéril, fria centrifugandolas a 5,500 rpm a 4°C por
10 min.

5) Posteriormente se les hizo un lavado con 50 ml de glicerol al 10 % estéril,
frio, centrifugandolas a 5,500 rpm a 4°C por 10 min.

6) Enseguida se resuspendieron las células en 1 ml de glicerol al 20 % estéril,
frio.

7) Se hicieron alicuotas de 100 pl de células que posteriormente se guardaron
a -80°C.

5.3.2.4.2- Transformacion de células electrocompetentes de E. coli

1) A una alicuota de 100 pl de células se le adicion6 1-5 pl de ADN plasmidico
(aprox 50 ng) y se coloco la mezcla entre los electrodos de una celda para
electroporacion de 0.1 cm en la camara del electroporador (Micropulser
BIO-RAD) y se le di6 un pulso de 1.8 KV por 4-6 milisegundos.

2) Posteriormente las células fueron transferidas a 1 ml de CLB e incubadas 1
hora a 30 ° C en agitacion constante.

3) Enseguida se colocaron 200 ul de las células en una placa de ALB con el

antibiético adecuado, incubando la placa a 37°C por 24 hrs.
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5.3.3- Procesos enziméaticos
5.3.3.1- Restriccion de ADN con enzimas de restriccion (endonucleasas)

El ADN fue digerido utilizandose una unidad de endonucleasa por ug de ADN,
incubandose por un minimo de 1 hora a 37°C; después se sometié la mezcla a
electroforesis en un gel de agarosa al 1% para verificar que se hayan obtenido los

fragmentos de ADN esperados.

5.3.3.2- Ligacién de ADN

Los fragmentos de ADN fueron ligados de la siguiente manera: 200 ng de
fragmento de ADN (fadD2), 30 ng de pTrcHis2A, 2 ul de buffer 10X T4 DNA ligasa,
0.5 pl de T4 ADN ligasa y se llevdé a un volumen de 20 pl con agua destilada
estéril; se incubd a 4°C/12 horas, después 2 ul de la reaccion de ligacion se

transformé en 100ul de células electrocompetentes para su posterior seleccion.

5.3.3.3- Reaccion en cadena de la polimerasa (PCR)

Para la amplificacion del gen fadD2 se utilizé el oligo FadD2-B (5° AGG ATC
CCA TGC AAC CTG AAT TCT GGA AC 3) que le proporcion6 el sitio de
restriccion BamHI, y el oligo FadD2-A (5° GAA GCT TGG CGA TTT CGC GCA
GCT CAC G 3’) que le proporcioné el sitio de restriccion Hindlll, lo cuales son

subrayados en las secuencias de los oligos, produciendo un fragmento de 1.7 kb.

Para la reaccion de amplificacion se utiliz6 ADN plasmidico de PGEM-
fadD2 (50 ng), buffer de reaccién 10X (5 ul), MgSO4 1 mM (1 ul), dNTPs 10 mM
(1.5 ul), 30 picomoles del oligo FadD2-A, 30 picomoles del oligo FadD2-B,
Enhancer (1 pl) y ADN polimerasa Platinum Pfx (0.4 ul), se llevd a un volumen de
50 ul y se sometid a un ciclo de 94°C/2 min, posteriormente se sometié a 35 ciclos

de 94°C/40 seg, 55°C/40 seg y 68°C/2 min, finalmente se sometié a un ciclo de
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68°C/5 min. Ya finalizada la reaccion se corrié un gel de agarosa al 1% para

verificar que se haya logrado amplificar el gen fadD?2.

La reaccion de amplificacion de las mutantes en el ORF PA3300 de P.
aeruginosa se llevo a cabo utilizando ADN cromosomal de PA-33 y PA-21 (200ng),
buffer de reaccion 10X (5 ul); MgSO4 1 mM (1 pl); dNTPs 10 mM (1.5 pl); 30
picomoles del oligo FadD2-A; 30 picomoles del oligo FadD2-B; enhancer (1 pl) y
ADN polimerasa Platinum Pfx (0.4 pl); se llevd a un volumen de 50 pl, la cepa
mutante de PA-33 se sometio a un ciclo de 94°C/5 min, posteriormente se sometio
a 35 ciclos de 94°C/40 seg, 58°C/40 seg y 68°C/7 min, finalmente se someti6 a un
ciclo de 68°C/5 min; la cepa mutante PA-21 se sometié a un ciclo de 94°C/5 min,
posteriormente se sometié a 35 ciclos de 94°C/40 seg, 58°C/40 seg y 68°C/8 min,
finalmente se sometié a un ciclo de 68°C/5 min. Ya finalizadas las reacciones se
corrio un gel de agarosa al 1% para verificar que se haya logrado amplificar el gen

fadD2 interrumpido con el respectivo transposon.

5.3.4- Procedimientos con proteinas
5.3.4.1- Obtencion de extractos celulares

Se crecieron en tubos 3 ml de CLB adicionado con ampicilina 50 pg/ml con 6
transformantes con el plasmido pTrcHis2A-fadD2, adicionado también con IPTG
(isopropil tio-p-galactésido) 1 mM y crecidos en agitacion constantes a 30°C por
14 horas. Las células fueron cosechadas a 12,000 rpm por 2 min y resuspendidas
en 100 pl de buffer Tris/NaCl (Tris-HCI 50 mM, NaCl 100 mM, pH 8.0). Se lisaron
las células por sonicacion y enseguida se analizaron las muestras por
electroforesis en gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE). Al obtener el lisado de la transformante niumero 6 se tomd una fraccion
que se centrifugd por 10 min a 12,000 rpm. Se separd el sobrenadante y al
precipitado se le agregaron 300 ul de buffer Tris/NaCl para resuspenderlo; éstas

dos muestras también fueron analizadas en el mismo gel de poliacrilamida.
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5.3.4.2- Western-blot

Se realiz6 para la deteccidon del epitope de histidinas que le proporciona el

plasmido pTrcHis2A a la proteina que se fusion6 (FadD2) de la siguiente manera:

a) Los extractos celulares se corrieron en un gel de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE).

b) Se transfirio el gel a una membrana de nitrocelulosa humedecida con
buffer de transferencia (Tris base 25 mM, glicina 192 mM, metanol 20 %)
y con el uso de una camara de transferencia (Trans-Blot SD Semi-Dry),
la transferencia se llevé a cabo por 45 min a 15 Volts.

c) Se bloqued la membrana con leche al 1% en TBS (Tris base 10mM,
NaCl 0.9%, pH 7.8) por 2 h en agitacion constante a 4°C, enseguida se
realizé un lavado de la membrana con TBS.

d) A la membrana se le agreg6 el reactivo HisRP disuelto en una solucion
de leche al 0.3% en TBS a una concentracion de 1:2000. Se mantuvo en
agitacion constante por 14 h a 4°C, enseguida se lavd la membrana 4
veces por lapsos de 45 min con TBS-T (TBS adicionado con Tween-20
al 0.1%).

e) En completa obscuridad se colocé la membrana en una solucion 1:1 de
luminol / peroxido de hidrogeno por 1 min.

f) Se colocé la membrana en contacto con una placa radiografica por 5
min y se siguio con el revelado de la placa.

1) Se sumergié6 la placa en solucion de revelado por 1 min.

2) Se sumergio en solucion fijadora por 3 min.
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5.3.4.3- Electroforesis en geles de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se hicieron los geles de poliacrilamida al 14% ensamblando los vidrios y

preparandolo de la siguiente manera:
5.3.4.3.1- Gel separador al 14%:

Se mezclé 1.536 ml de agua destilada, 2.324 ml de una mezcla de
Acrilamida-Bisacrilamida (29:1 %), 1.26 ml de Buffer Tris-Base 1.5 M, pH 8.8; 50.4
pl de SDS al 10%, 25.6 pl de Persulfato de amonio (PSA) al 10% y 4.5 ul de
N,N,N’,N’-Tetrametil-Etilendiamina (TEMED). Se mezclé muy bien y se depositd
entre los dos vidrios, enseguida se colocé una capa de agua tratando de no

mezclar y se dejo polimerizar por 15 min.
5.3.4.3.2- Gel concentrador al 4%:

Se prepardé mezclando 1.22 ml de agua destilada, 0.27 ml de una mezcla de
Acrilamida-Bisacrilamida (29:1 %), 0.5 ml de Buffer tris-Base 0.5 M, pH 6.8; 19.8 pl
de SDS al 10%, 10.8 ylde PSA al 10% y 2.7 pl de TEMED. Se mezclé de manera
rapida y se depositd sobre el gel separados entre los vidrios, se coloco el peine y

se dejo polimerizar por 15 min.

Cuando ya polimerizo el gel, se ensamblé en la camara de electroforesis, se
llend el tanque superior e inferior con Buffer de corrida Tris-Glicina y se cargo el
gel con las muestras mezcladas con buffer de carga en cada carril, la camara se
conecto en la fuente de poder y se corrio a 120 voltios por 90 min. Después de
que se corrio el gel, se desensamblé la camara y se removio el gel, este fue teiido

con solucion de Azul de Coomassie.
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5.3.4.3.3- Buffer de carga

Para preparar 9.5 ml de buffer de carga se mezclaron:

Agua destilada 3.55 ml
Tris-HCI 0.5 M, pH 6.8 1.25 ml
Glicerol 2.5 ml
SDS 10% 2ml

Azul bromofenol 0.5% 0.2 ml

Se hicieron alicuotas de 950 pl y se guardaron a -20°C; cuando una

alicuota se uso se le agregaron 50 pl de B-mercaptoetanol.

Para cargar un gel previamente se mezclé la muestra con 15 pl de buffer de
carga y se calentaron a 95-100°C por 10 min. Como marcador de peso molecular

se uso el marcador Bench Marck (Invitrogen) .
5.3.4.3.4- Tincién del gel SDS-PAGE

a) Se depositd el volumen necesario de solucion de tedido de Azul de
Coomassie para que el gel de poliacrilamida quedara totalmente
cubierto y se dejé en agitacion constante durante 30 min.

b) Se recuperd la solucion de tefido y se lavo el gel con agua destilada.

c) Se le agregd ahora al gel solucion de destefiido y se destifid por lo

menos 2 horas.

-Solucidén de tenido Azul de Coomassie

Metanol 125 ml
Acido acético 25 ml
Azul brillante de Coomassie--------- 0.1375¢
Agua destilada 125 ml

-Solucion de destefiido Metanol:Acido acético 40:7
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Metanol 200 ml
Acido acético 35 ml
Agua destilada 265 ml

5.3.4.3.5- Buffer de corrida Tris-Glicina

Para preparar 2 litros de buffer de corrida se mezclaron:

Tris-Base 6.05¢
Glicina 28.8 g
SDS 29
Agua destilada cbp 2L
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RESULTADOS

6.1- Seleccidon de clonas de las mutantes de P. aeruginosa PAO1 en el gen
fadD2

Jacobs y col.,, en el 2003 crearon una biblioteca de mutantes por
transposicion de P. aeruginosa PAO1, obteniendo 30,100 mutantes por insercion

de dos distintos transposones (Fig. 12).
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Figura 12. Transposones usados para mutagénesis por insercion en P. aeruginosa PAO1.
Transposoén ISphoA/hah de 4.83 Kpb e ISlacZ/hah de 6.16 Kpb. Tomada de Jacobs, et al., 2003.

En ésta biblioteca existen 3 mutantes distintas en el ORF PA3300 que
corresponde al gen fadD2, el cual sera estudiado a lo largo de este trabajo. Las
mutantes tienen numero de identificacion ID33562, 1D21643 y ID776, la diferencia
entre ellas es el transposdn que poseen y la localizacion de la mutacion dentro del
gen fadD2.

Las 3 mutantes en el gen fadD2 de P. aeruginosa PAO1 identificadas
[ID33561 (PA33), ID21643 (PA21) Y ID776 (PA77)] fueron crecidas en placas de
ALB para la seleccion de 5 colonias aisladas de cada mutantes y crecidas
posteriormente en placas de agar M9 teniendo como unica fuente de carbono
citronelol, 1-octanol y leucina, con lo cual se determinaria si es que la insercion del
transposoén en el gen fadD2 de P. aeuginosa afectaba la degradacién de terpenos
aciclicos, esperando que las clonas no crecieran al tener como unica fuente de

carbono el citronelol.
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Se utilizé el citronelol por ser un compuesto usado como modelo de estudio
en la degradacién de alcanos 3-metil ramificados; el octanol por ser un compuesto
de cadena lineal que permite verificar si las mutantes son capaces de degradar
este tipo de compuestos, degradados principalmente por la oxidacion-g y por
ultimo, la leucina se utilizaria como un compuesto control por converger con la via
de degradacién de terpenos en el 3-metilcrotonil-CoA que es una via distinta en la
cual no se utiliza una acil-CoA sintetasa para que se lleve a cabo la degradacién

de ésta.

Las placas de M9 se incubaron durante 72 h, tomandose lectura de ellas
cada 24 h, marcando en cruces el nivel de crecimiento que alcanzaban en los
diferentes compuestos. Como control del experimento se uso la cepa silvestre de
P. aeruginosa PAO1SR.

Los resultados se muestran en la tabla 3, presentando solo 2 colonias
representativas al azar del experimento por cada mutante, y la lectura a las 72
horas, siendo este el tiempo maximo de crecimiento y en el cual se observé mas

claro el fenotipo que mostraron las mutantes.

Tabla 3. Crecimiento de las cepas mutantes en agar M9 adicionado con citronelol, 1-

octanol o leucina a las 72 hrs.

_ Citronelol 1-Octanol Leucina

PAO1SR ++++ +++++ +++++
PA33-1 + +++++ +
PA33-2 + +++++ +f
PA21-1 ++++ +++++ +++++
PA21-2 +f +++++ +
PA77-1 +++++ +++++ +++++
PA77-2 +++++ +++++ +++++

El crecimiento esta representado en cruces, (+) crecimiento visible, (f) aparente, (-) sin crecimiento.
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Se observé que la mutante PA77 no tuvo mayor diferencia en crecimiento
en comparacion con la cepa silvestre PAO1; pero en la mutante PA21 se logrd
observar que una de las colonias seleccionadas tuvo un menor crecimiento en el
citronelol y leucina, y un muy buen crecimiento en el 1-octanol; patron repetido
pero con todas las colonias correspondientes con la mutante PA33 la cual mostré
las mismas caracteristicas. Esto debido a que solo lograron utilizar el 1-octanol
como unica fuente de carbono, contrariamente con los otros dos compuestos (cit y

leu) que crecieron en menor proporcion.

Por lo anterior se eligieron la mutante PA33 y la mutante PA21, descartando
la mutante PA77 por no mostrar el fenotipo esperado y seleccionando
especificamente las clonas de las mutantes marcadas con los numeros PA33-1 y
PA21-2 que fueron las que mostraron mas claro el fenotipo esperado, se les
realizd una amplificacion por PCR del gen fadD2 para verificar la insercion del

transposon dentro del gen.

6.2- Comprobacion de la insercion del transposdn en las mutantes en fadD2
PA33y PA21

Para verificar que las clonas de las mutantes seleccionadas si tuvieran el
inserto del transposon indicado en la base de datos de P. aeruginosa (Winsor, et
al., 2010) se les realizé una amplificacién por PCR. Se utilizaron el par de oligos
fadD2A y fadD2B (materiales y métodos). Se obtuvo del PCR de la mutante PA33
un fragmento de tamafo esperado de 6.53 kpb, correspondiente al gen fadD2 que
tiene insertado el transposon ISphoA/hah con un tamafo de 4.83 kpb, y de la
mutante PA21 el fragmento fue de 7.86 kpb, del tamano esperado, que
corresponderia al gen fadD2 que tiene inserto el transposoén ISlacZ/hah con un
tamano de 6.16 kpb (Fig. 13). En ambos PCR’s se amplificaron mas fragmentos, lo
cual podria deberse a que los primeros nucledtidos que contienen los oligos
reconozcan mas de un sitio en el genoma de la bacteria aunado a esto las

condiciones en que fueron corridos las reacciones.
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M PAO1 PA21 PA33

7.86Kpb
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Figura 13. PCR de P. aeruginosa PAO1 y las mutantes por transposicion en el gen fadD2
de P. aeruginosa. Imagen del gel de agarosa al 1% donde se muestra el corrimiento de los
fragmentos amplificados por PCR de la cepa silvestre de P. aeruginosa PAO1SR y las mutantes

en fadD2 seleccionadas con los oligos que amplifican a fadD2. M= marcador de tamafio molecular.

Ya comprobado que las mutantes si correspondian con el transposoén
reportando en la base de datos de P. aeruginosa se decidié hacer una cinética de
crecimiento con las mutantes PA21 y PA33. La cinética se llevo a cabo en medio
minimo M9 adicionado con citronelol, leucina, acidos grasos de palma o acido
isovalérico como unica fuente de carbono (materiales y métodos); utilizando la

cepa silvestre de P. aeruginosa PAO1SR como control positivo del experimento.

Se utiliz6 para este experimento el citronelol y la leucina pero se agrego
tambien el acido isovalérico por ser un compuesto que se degrada por la via de
leucinal/isovalerato LIU convergiendo en el 3-metilcrotonil-CoA en la via de
degradacion de terpenos, y con el cual se podria determinar si la enzima tiene
preferencia por compuestos metil ramificados ya que para su degradacion es
necesaria también una acil-CoA sintetasa. También se agregd una mezcla de
acidos grasos de palma, compuesta por 6 acidos grasos con cadenas superiores a

14 carbonos; esta mezcla ayudarian a verificar si la activacion de los acidos
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grasos de palma esta llevandose a cabo de manera exitosa, lo cual indicaria qué
papel tiene esta enzima en la activacion de los acidos grasos de cadena larga.
Recordando que Kang, et al., en el 2010 al caracterizar fadD2 mostré que esta
enzima tenia preferencia por acidos grasos de cadenas medianas a cortas por lo
cual se esperaria que la mutantes en el gen fadD2 tuvieran un crecimiento a la par
con la cepa silvestre por tener intacto el gen fadD1 que segun Kang y col.
mostraron que fuera el que tuviera preferencia por cadenas largas de acidos

grasos.
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6.3-Cinéticas de crecimiento de las cepas mutantes en fadD?2

Las clonas mutantes de P. aeruginosa PAO1 previamente seleccionadas
fueron crecidas en medio minimo M9 adicionado con citronelol como unica fuente
de carbono incubandose en agitacion a 30°C, se tomaron muestras del cultivo
cada 4 horas por 36 horas seguidas y se ley6 a 600nm. Estas mostraron un menor
crecimiento con respecto a la cepa silvestre ya que se observé una diferencia
significativa entre las clonas y la cepa silvestre desde las 4 horas de crecimiento, y
asi durante todo el experimento lo cual indicaria que FadD2 si podria estar
involucrada en la degradacion de compuestos 3-metil ramificados ya que al no
sintetizarse impide que las mutantes degraden el citronelol al mismo nivel que lo
hace PAO1. (Fig 14)

Citronelol
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Figura 14. Cinética de crecimiento de la clonas mutantes en fadD2 y la cepa silvestre
PAO1SR en citronelol. Medio minimo M9 adicionado con citronelol al 0.075% en agitacion

constante a 30°C. n=2, por duplicado.
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Se realiz6 una cinética de crecimiento de las clonas en medio minimo M9
adicionado con leucina como unica fuente de carbono (Fig. 15), mostrando las
clonas un crecimiento similar al de la cepa silvestre, lo cual indica que FadD2

podria no intervenir en la degradacion de la leucina.
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Figura 15. Cinética de crecimiento de la clonas mutantes en fadD2 y la cepa silvestre
PAO1SR en leucina. Medio minimo M9 adicionado con leucina al 0.5% en agitacion constante a

30°C. n=3.

En la degradacion del isovalerato se requiere una acil-CoA sintetasa para
que se forme el isovaleril-CoA (Campos-Garcia, 2010). Al crecer la cepas
mutantes con acido isovalérico mostraron un crecimiento a la par con la cepa
silvestre (Fig. 16), lo cual indica que FadD2 no esta involucrada en la degradacion
de este compuesto. Esto podria deberse a que esta enzima no interviene en la via

LIU o a que P. aeruginosa PAO1 posee otro gen que codifique esta funcion.

| 42



RESULTADOS

Acido isovalérico

-~ PAO1SR
PA33-1
-+ PA21-2

D.O. 600nm

OO 1 T T T T T T T 1
0 4 8 12 16 20 24 2 32 36
Tiempo (Hrs)

Figura 16. Cinética de crecimiento de la clonas mutantes en fadD2 y la cepa silvestre
PAO1SR en &cido isovalérico. Medio minimo M9 adicionado con acido isovalérico al 0.075% en

agitacion constante a 30°C. n=3

Los acidos grasos son degradados directamente en la oxidacion-,
activados previamente por una acil-CoA sintetasa. Se crecieron las mutantes en
una mezcla de 6 acidos grasos de palma, con cadenas mayores a 14 carbonos.
Debido a que la mezcla de acidos grasos era solida, se decidié hacer la cinética
de crecimiento disolviendo la mezcla en un detergente (Triton X-100) y una
segunda cinética alterna agregando directamente los acidos grasos disueltos sélo
con calor. Como se puede observar en las Figuras 17 y 18 existen diferencias en
el crecimiento. Se observd un crecimiento a la par de las mutantes con la cepa
silvestre al colocar los acidos grasos disueltos con el detergente, asi como
también se observd que hubo un mayor crecimiento (Fig. 17), destacando que se
realizé alternamente una cinética de crecimiento de la cepa silvestre agregando el
detergente como unica fuente de carbono, sirvid para descartar que fuera el
detergente lo que estuviera degradando la cepa y no los acidos grasos ya que no
mostré crecimiento. Al ser crecidas con los acidos grasos solo disueltos con calor

hubo una diferencia significativa en crecimiento de las mutantes contra la cepa
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silvestre a partir de la muestra de las 6 horas, mostrando las mutantes un menor
crecimiento (Fig. 18). Se puede decir que FadD2 no interviene en la activacion de
acidos grasos de cadenas largas por lo mostrado en la fig. 17, pero también
mostraron las clonas un menor crecimiento con respecto a la cepa silvestre al ser
colocados en el medio los acidos grasos disueltos con calor (Fig. 18), esto podria
haberse debido a que al colocar los acidos grasos disueltos con un detergente
quedan mas expuestos a la degradacion y ahi es donde no interviene la FadD2
debido a que P. aeruginosa posee a FadD1 que anteriormente habia sido
caracterizada como la enzima que tiene preferencia por acidos grasos de cadenas
largas, pero al colocar los acidos grasos disueltos solamente con calor es mas
complicado para P. aeruginosa degradarlos ya que también se forman grumos en
el medio que complican aun mas su degradacion, y es debido a esto que las
clonas mostraron un menor crecimiento ya que la silvestre tiene las enzimas
FadD1 y FadD2 intactas.

Acidos grasos

1.4+

- PAO1SR (AG + Triton X-100)
-+ PAO1SR (Triton X-100)

PA33-1 (AG + Triton X-100)
-4 PA21-2 (AG + Triton X-100)

D.O. 600nm

O-OIIIIIIIIIIIII
0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 1

Tiempo (Hrs)

Figura 17. Cinética de crecimiento de la clonas mutantes en fadD2 y la cepa silvestre
PAO1SR en acidos grasos de palma disuelto en triton X-100. Medio minimo M9 adicionado con
acidos grasos de palma al 0.075% disueltos en triton X-100 al 40%, en agitacién constante a 30°C.
n=3.
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Acidos grasos

1.0-
0.8-
I -- PAO1SR
c 0.6
S - PA33-1
© -+ PA21-2
O 0.4
o
0.2
0.0 . —

T T T T T T T T T 1
o1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
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Figura 18. Cinética de crecimiento de la clonas mutantes en fadD2 y la cepa silvestre
PAO1SR en acidos grasos disueltos con calor. Medio minimo M9 adicionado con acidos grasos de

palma al 0.075% disueltos con calor, en agitacion constante a 30°C. n=3.
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6.4- Obtencidon del gen fadD2 de P. aeruginosa PAO1 de pGEM T Easy

El gen fadD2 habia sido amplificado por PCR utilizando ADN cromosomal
de P. aeruginosa PAO1SR y clonado en el plasmido pGEM T Easy por Aguilar-
Lopez, en el 2010. Los oligos utilizados para amplificar el gen fadD2 (materiales y
métodos) le adicionaron en el extremo 5 del gen un sitio de corte para la enzima

BamHI y en el extremo 3’ un sitio para la enzima Hindlll (Fig. 19).

Bam’{ﬁww

Figura 19. Plasmido pGEM-fadD?2.

PGEM-fadD2 Diagrama del plasmido pGEM T Easy con
4.7Kpb el gen fadD2 clonado; Ampr, cassette de
resistencia a ampicilina.
Amp(

Debido al tiempo que tenia el plasmido en el laboratorio se tuvieron que
volver a transformar mediante electroporaciéon células electrocompetentes de E.
coli JM101 con el plasmido (mat y met), para después hacer seleccion de colonias

resistentes a ampicilina y realizarles aislamiento de ADN plasmidico. (Fig. 20).

V]

Figura 20. Aislamientos de pGEM-fadD2.
Imagen del gel de agarosa al 1% en el que se
muestra el corrimiento electroforético de los
plasmidos pGEM-fadD2 (1-4), obtenidos mediante

lisis alcalina. M= marcador de tamafio molecular.
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6.5- PCR del gen fadD2 en pGEM-fadD2

Antes de realizar las reacciones de restriccion para la obtencion del
fragmento de 1700 pb correspondiente al gen fadD2 se verifico que si
correspondiera al gen clonado en el plasmido pGEM-fadD2 y por lo que se decidié
realizar un PCR con el uso de los oligos y las condiciones descritas para la
amplificacion de fadD2 (Fig. 21) en materiales y métodos, utilizando ADN
plasmidico de pGEM-fadD2 como molde.

pb M
10000
7000
5000

4000

S fadD2

1700 pb
2000

1500

1000
700

Figura 21. PCR del gen fadD2 del plasmido pGEM-fadD2. Imagen del gel de agarosa al
1% en el que muestra el fragmento de 1700 pb amplificado por PCR a partir del plasmido PGEM-

fadD2 correspondiente al gen fadD2. M= marcador de tamafio molecular.

Se logré amplificar una banda de 1700 pb aproximadamente
correspondiente con el tamafo del gen fadD2, por lo que se decidid seguir

adelante en los siguientes procedimientos.
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Posteriormente se realizaron reacciones de restriccion con las enzimas
BamHI y Hindlll al ADN plasmidico de pGEM-fadD2 para poder liberar el

fragmento correspondiente al gen fadD2 con un tamano de 1700 pb (Fig. 22).

1700 pb
BamHI Hindlil

B)

BamH! Hindlil M

21226 i TN

5148 i e -
4268 iy -

pGEM-fadD2
4.7Kpb

1700 Pb

2027 i
1584 =i
1375 we—

Ampr
A) Q)

Figura 22. Liberacion del gen fadD2 del plasmido pGEM-fadD2 para su purificacion. A)
Diagrama del plasmido pGEM-fadD2. B) Fragmento de 1700 pb correspondiente al gen fadD2
liberado del plasmido pGEM-fadD2 mediante las enzimas BamHI y Hindlll. C) Imagen del gel de
agarosa al 1% que muestra el corrimiento electroforético de las reacciones del plasmido pGEM-
fadD2 con las enzimas que liberan el fragmento que corresponde al gen fadD2 de 1700 pb. M=

marcador de tamafio molecular. Ampr, cassette de resistencia a ampicilina.

Subsecuentemente se llevé a cabo la purificacion del fragmento como se

explica en materiales y métodos.
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6.6- Subclonaciéon del gen fadD2 de P. aeruginosa PAO1 en pTrcHis2A

Enseguida se realizé la clonacion del gen fadD2 en el plasmido de
expresion pTrcHis2A mediante una reaccion de ligacion con la enzima T4 DNA
ligasa. Mediante electroporacion se transformaron células electrocompetentes de
E. coli JM 101 con el plasmido. Este plasmido le proporciona a la proteina que se
esta expresando una etiqueta de 6 histidinas utilizada para la purificacion y
deteccion de la proteina mediante el uso de anticuerpos especificos. Se
seleccionaron varias colonias y se les realiz6 lisis alcalina con la cual se verifico la
transformacion de las células con el plasmido (Fig. 23).

A) B)

BamH! Hindlll

pb

21226

pTrcHis2A-fadD2
6.1Kpb 5148

4268

35* 2027

1904
1584

Figura 23. Plasmido pTrcHis2A-fadD2. A) Diagrama del plasmido pTrcHis2A-fadD2. B)
Imagen del gel de agarosa al 1% que muestra el corrimiento electroforético del ADN plasmidico de
pTrcHis2A-fadD2 (1-4). M= marcador de tamafo molecular. Ampr, cassette de resistencia a

ampicilina.
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Debido a que se tuvieron problemas con la transformacion de las células de
E. coli JM101 con el plasmido y que se obtuvieron varias clonas que resultaron ser
falsas positivas se realizé al plasmido aislado de una clona elegida al azar un
conjunto de restricciones con endonucleasas que permitieron fragmentar el
plasmido y el gen, lo cual ayudo a la verificacion de la correcta construccion del
plasmido. Se realiz6 un analisis de la secuencia del plasmido y el gen, se

obtuvieron algunas enzimas que estratégicamente lograran hacer cortes y en total

se realizaron 5 reacciones de restriccion que ayudaron a la verificacion de la

v (4] (8(c] o] €]

construccion del plasmido (Fig. 24).

Smal

975 p b

BamH| 20000 —
10000
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2 51-,\_-;.{!!-'
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4085 ~_
3000 i

g _— Scal
pTreHis2A-fadD2 " 282

6.1Kb Al ey

; 1500 e
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300wy
. e
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6051 pb
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... I e
p
- 200pb _ 2703 pb
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Figura 24. Serie de restricciones con enzimas que permitieron verificar la construccion del
plasmido pTrcHis2A-fadD2. M= marcador de tamafio molecular. A) Liberacion del fragmento de
1700 pb. B) Liberacién del fragmento de 1700 pb y la fragmentaciéon de éste con Pstl. C)
Linearizacién del plasmido. D) Corte con una enzima que corta en el sitio 4085 del plasmido y en el
sitio 1382 del mismo. E) Corte con una enzima que corta en el plasmido y una enzima que corta

dentro del gen.
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6.7- Induccion y deteccion de la proteina recombinante FadD2

En total se obtuvieron 24 transformantes de E. coli JM101 que contenian el
plasmido pTrcHis2A-fadD2 ya verificado, de estas se eligieron 6 al azar para
verificar si expresaban la proteina FadD2. Estas 6 transformantes se indujeron
durante 12-14 horas con IPTG 1 mM, a 30°C en agitacion constante,
posteriormente se cosecharon y se rompieron las células con sonicacion (mat y
met). Debido a que no se sabia si la proteina se encontraba en la fraccidon soluble
de la célula o se anclaba a la membrana se decidié usar una fraccion de una clona
al azar y centrifugarla, recuperandose el sobrenadante (clarificado), y el
precipitado resuspendiendolo como se describe en materiales y métodos.
Enseguida se corridé un gel de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes. Se
tino con solucion de tefido y se destifio por lapsos de 15 min con solucién de

destefido (materiales y métodos) (Fig. 25).

Se esperaba observar una banda sobreexpresante de aproximadamente
63KDa, ya que segun la secuencia que se obtuvo de la base de datos de P.
aeruginosa PAO1 (Winsor, et al., 2010) la proteina que sintetiza el gen fadD2 tiene
un peso molecular tedrico de 61.737 KDa y aparte sumandole el peso molecular
de las 6 histidinas extras que tiene la proteina recombinante. Sin embargo en el
gel no se logrd ver en ninguno de los carriles alguna banda sobreexpresante que
correspondiera al peso molecular de FadD2. Debido a esto se decidio realizar un
western-blot mediante el cual se detectaria la proteina por la etiqueta de 6

hisitidinas que ya le dono el plasmido.
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Figura 25. Imagen del gel de acrilamida SDS-PAGE al 14% de la verificacion de la
sobreexpresion de la proteina FadD2. (1-6) Muestras de extractos crudos de las transformantes
con el plasmido pTrcHis2A-fadD2. (Sbn) clarificado de la muestra 6. (pp) precipitado de la misma

muestra resuspendida en buffer Tris/NaCl.

Se corrié un duplicado del gen anterior con las mismas muestras y en el
mismo orden para realizar el western-blot (la manera en que se realizo se describe
en materiales y métodos). La imagen de la placa radiografica del western-blot se

muestra en la Fig. 26.

M 1 2 3 4 5 6 Sbn pp

-

220 il -
160

120 sumti - KDa

KDa 100 '
68
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S | FadD2
=

Figura 26. Imagen de la placa radiografica del western-blot expuesta por 5 min con la
membrana de nitrocelulosa. M= marcador de Peso Molecular (1-6) Muestras de extractos crudos
de las transformantes con el plasmido pTrcHis2A-fadD2. (Sbn) clarificado de la muestra 6. (pp)

precipitado de la misma muestra resuspendida en buffer Tris/NaCl.
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El analisis western-blot reveld que en los carriles donde se corrieron soélo
los extractos crudos se lograron observar dos bandas en forma de un doblete, una
de la bandas corresponde al peso tedrico de la proteina FadD2 (63 KDa), la banda
de mayor peso (68 KDa) podria deberse a una modificacion postraduccional de la
proteina. Algo relevante que ocurrié en este experimento es que en el carril donde
se corrio el clarificado se observa totalmente limpio, contrariamente al carril donde
se corrio el precipitado de la muestra, que es donde se observa también el
doblete, por lo cual se puede deducir que la proteina recombinante expresada se

podria estar integrando a la membrana o bien en cuerpos de inclusion.
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DISCUSION

El estudio del gen fadD2 de P. aeruginosa se realiz6 con el uso de
mutantes por transposicion en este gen, por lo que se realizé un PCR de las cepas
mutantes en fadD2 de P. aeruginosa PAO1 con lo cual se corroboré la correcta
mutacion por transposicion reportada por Jacobs y colaboradores en el 2003. Al
correr el gel de agarosa con el producto de los PCR’s se lograron observar las
bandas que correspondian a los fragmentos esperados (7.86 Kpb y 6.53 Kpb),
pero también se observaron bandas que no correspondian y de distintos tamafos,
esto podria haberse debido a las condiciones en que fueron amplificados y a la
falta de especificidad de los oligos utilizados, y es que debido al tamafio tan
grande de los fragmentos hubo un aumento en las temperaturas de corrida que
dieron pie a la amplificacion de mas de un fragmento de ADN como lo muestra el
gel. (Fig 16).

Con éstas mutantes en el gen fadD2 de P. aeruginosa PAO1 se realizaron
cinéticas de crecimiento que mostraron la probable participacion de FadD2 en la
degradacion de compuestos 3 metil ramificados, esto debido a que las mutantes
mostraron un impedimento en crecimiento al tener como unica fuente de carbono
el citronelol (3,7-dimetil-6-octen-1-ol), compuesto degradado en la via superior de
degradacion de terpenos isoprenoides (Campos-Garcia, 2010), mostrando la cepa
silvestre un crecimiento muy por encima de las mutantes en FadD2. Ya que el
citronelol es un compuesto que costa su cadena de 8 carbonos coincide con lo
demostrado por Kang y colaboradores en el 2010 que al caracterizar a FadD2 en
P. aeruginosa mostraron que tiene preferencia por acidos grasos de cadenas
medianas, mostrando FadD2 mayor actividad enzimatica con acidos grasos de 8

carbonos.

Sin embargo las mutantes si lograron utilizar el &cido isovalérico y la leucina
como unica fuente de carbono ya que mostraron un crecimiento a la par de la cepa
silvestre, por lo cual se descarto la participacion de FadD2 en la activacion de
compuestos que son degradados en la via LIU de la ruta de degradacion de
terpenos/isoprenoides como lo mostré Campos-Garcia en el 2010.
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En las cinéticas de crecimiento en presencia de acidos grasos de palma
como unica fuente de carbono se observé un comportamiento extrafo en las
mutantes; esta mezcla esta conformada por 6 acidos grasos de cadenas mayores
a 14 carbonos y por lo descrito por Kang y col. en el 2010 se esperaba que
tuvieran un crecimiento a la par de la cepa silvestre ya que tienen intacta a FadD1,
pero al crecerlas con los acidos grasos solo disueltos con calor mostraron las
mutantes un crecimiento por debajo de la cepa silvestre, por lo cual se realizé una
cinética alterna pero disolviendo la mezcla de acidos grasos en un detergente, lo
cual nos mostro algo muy distinto ya que las cepas mutantes si crecieron a la par
con la cepa silvestre. Esto podria indicar que al disolver los acidos grasos con un
detergente quedan mas expuestos a la degradacion y por lo tanto es mas facil
para las mutantes degradarlos, sin embargo al colocar la mezcla solo disuelta con
calor forma grumos en el medio que impiden a las mutantes degradarlos en su
totalidad. Lo cual coincide con los resultados de Kang y colaboradores en el 2010
que mostraron la preferencia de sustratos de FadD2 por acidos grasos de cadenas
medianas a cortas y de FadD1 por acidos grasos de cadenas largas, lo cual
indicaria que FadD1 es la enzima que esta llevando a cabo la degradacion de
estos acidos grasos siendo esta la enzima que tienen intacta las mutantes usadas

en el experimento.

Alternamente se realiz6é la construccion del plasmido pTrcHis2A-fadD2 el
cual posee una regién de 18 nucleétidos que codifica para 6 histidinas y que al
sintetizarse la proteina se unen a ella, lo cual ayuda a su deteccion y purificacién.
El gen fadD2 fue extraido del plasmido pGEM-fadD2, al cual se le realiz6 un PCR
para amplificar a fadD2 a manera de corroborar al gen logrando amplificar una
banda de 1700pb correspondiente con el tamafo del gen fadD2 con lo quedo
verificado. Ya con el uso de pTrcHis2A-fadD2 fue posible detectar mediante un
western-blot la proteina recombinante FadD2. Se observaron en la placa un
doblete de bandas que corresponderian a FadD2, se observa una banda de 63
KDa correspondiente con el peso tedrico reportado, sin embargo se observo

también una banda de aproximadamente 68KDa que podria deberse a una
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probable modificacion postraduccional de FadD2; de mayor relevancia es que es
detectada solamente en la parte insoluble de la célula, lo cual no coincide con lo
reportado por Kang y colaboradores en el 2010 ya que ellos reportaron su
deteccion en la parte soluble de la célula y una sola banda de 61.737 KDa. Debido
a que FadD2 es detectada en la parte insoluble de la célula, es posible que al
sintetizarse se redirija a la membrana de la célula o que esté formando cuerpos de
inclusion que provoquen que no sea detectada a FadD2 en la parte soluble de la

célula.

Este trabajo es de relevancia ya que en la actualidad aun no existe el
reporte de que FadD1 o FadD2 tengan participacidn en la activacion de
compuestos 3-metil ramificados y este trabajo da un indicio a que en efecto,

FadD2 si participe activando este tipo de compuestos.
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CONCLUSIONES

@® EIl producto del gen fadD2 de P. aeruginosa PAO1 que codifica para una
acil-CoA sintetasa participa en el catabolismo de compuestos 3-metil
ramificados.

® Se logré la deteccion de la proteina FadD2 (63 KDa) y mostrando que
probablemente se redirige a membrana y que sufre una probable

modificacion postraduccional.
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