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ABREVIATURAS

ADN: 4cido desoxirribonucleico

ARN: 4cido ribonucleico

Ap: ampicilina; ApF: resistente a ampicilina

ARNi: ARN interferente

ARNmM: ARN mensajero

ARNr: ARN ribosomico

BAC: cromosoma artificial bacteriano (bacterial artificial chromosome)
Cb: carbenicilina; Cb®: resistente a carbenicilina
Cm: cloranfenicol, Cm": resistente a cloranfenicol
CMC: carboximetilcelulosa

DBT: dibenzotiofeno

D.O.g00: densidad optica medida a 600 nm

EDO: extradiol dioxigenasa / dioxigenasa extradiolica

FACS: clasificacion de células activadas por fluorescencia (fluorescence-activated cell
sorting)

FMN: flavin mononucleo6tido

GFP: proteina verde fluorescente (green fluorescent protein)
Gm: gentamicina; Gm": resistente a gentamicina

h: hora

HPLC: cromatografia liquida de alta resolucion

IPTG: isopropil-p-D-tiogalactésido

kb: kilo pares de bases

kDa: kilodalton

Km: kanamicina; KmR: resistente a kanamicina

LB: medio Luria-Bertani

METREX: metabolite-regulated expression

min: minutos

NAD(P)H: nicotin-adenin dinucledtido (fosfato)

Nal: acido nalidixico, Nal®: resistente a acido nalidixico

nt: nucledtidos



ONPG: o-nitrofenil-f-D-galactésido

orf: pauta abierta de lectura (open reading frame)
pb: pares de bases

PBS: tampon fosfato salino (phosphate buffer saline)
PCR: reaccion en cadena de la polimerasa (polymerase chain reaction)
PIGEX: product induced gene expression

pT7: promotor del gen 10 del fago T7

p/v: peso/volumen

Rif: rifampicina, Rif": resistente a rifampicina
RND: resistencia-nodulacion-division celular

r.p.m.: revoluciones por minuto

SIGEX: substrate induced gene expression

sitio nut: sitio de utilizacion de la proteina antiterminadora N (N-utilization); sitio nut,: sitio
de utilizacion de N hacia la izquierda (N-utilization leftward)

Tc: tetraciclina; TcR: resistente a tetraciclina
v/V: volumen/volumen

X-gal: 5-bromo-4-cloro-3-indol-B-D-galactopirandsido
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1. DIVERSIDAD MICROBIANA

Los microorganismos constituyen un grupo de seres vivos extremadamente
heterogéneo. Se han adaptado a vivir en ambientes muy dispares, entre los que se encuentran
suelos, superficies ocednicas, profundidades marinas, desiertos, aguas termales, glaciares e
incluso organismos superiores; adquiriendo formas de metabolismo muy distintas que les han
permitido aprovechar los recursos disponibles en cada uno de esos ambientes. Ademas de su
enorme diversidad, que constituye el mayor reservorio de diversidad genética de la Tierra
(Ferrer y col., 2009a; Whitman y col., 1998), hay que destacar su abundancia, habiendo
estimaciones que sitiian el nimero de células procariotas (dejando a un lado los hongos) en 4—

6 x 10°°, incluyendo mas de 70 filos (Pace, 2009; Whitman y col., 1998).

Esta enorme diversidad genética da lugar a innumerables tipos de enzimas y productos
de interés para el ser humano en diversos campos: farmacologia, biomedicina, agricultura,
alimentacion, eliminaciéon de contaminantes, generacion de energia,... Las enzimas son muy
interesantes como sustitutas de los catalizadores quimicos, pudiendo llevar a cabo por lo
general las reacciones en condiciones ambientales normales y permitiendo reducir la
generacion de residuos. Una ventaja muy importante de estos biocatalizadores se debe a la
regio- y enantioselectividad que presentan las enzimas, que las hace muy especificas en
cuanto a la posicion de la molécula del sustrato en la que actuan y la accidon que realizan,
permitiendo una mayor selectividad hacia el sustrato en cuestion y reduciendo la produccion
de moléculas quirales y la generacion de subproductos no deseados. Ademas de las enzimas,
también son de interés muchos metabolitos producidos por los microorganismos, como por
ejemplo, los metabolitos secundarios biolégicamente activos, de gran interés para la industria

farmacéutica, representados principalmente por los antibidticos.

Por tanto, el estudio de los microorganismos y de las relaciones entre ellos tiene una
gran importancia, no solo por su conocimiento en si sino también por la enorme fuente de
recursos que suponen. Tradicionalmente nuestro conocimiento sobre los microorganismos se
ha limitado a aquellos que éramos capaces de cultivar en el laboratorio. Sin embargo, se
estima que la inmensa mayoria de los microorganismos (mas del 99 %) no son capaces de
crecer con las condiciones de cultivo disponibles actualmente (Amann y col., 1995; Rappe y
Giovannoni, 2003), lo que dejaria una enorme cantidad de informacion fuera de nuestro

alcance con esas técnicas tradicionales.
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A pesar de que la enorme diversidad de microorganismos, asi como la variabilidad en
sus requerimientos de crecimiento y el desconocimiento de los mismos, hacen que resulte
imposible abarcar mediante técnicas dependientes cultivo la totalidad de los microorganismos
existentes, ni tan siquiera un alto porcentaje de ellos, las estrategias de cultivo pueden ser
mejoradas (Tyson y Banfield, 2005). Hay distintas razones que pueden influir en la
imposibilidad de cultivar muchos de los microorganismos de los que ain no sabemos nada (o
muy poco). Entre ellas se encuentran la ausencia de otros organismos con los que tienen
relaciones de mutualismo o sinergismo, falta de nutrientes o superficies necesarios, presencia
de compuestos inhibidores, combinaciones inadecuadas de temperatura, presion o
composicion de la fase gaseosa, acumulacion de productos de desecho toxicos de su propio
metabolismo, una tasa de crecimiento demasiado lenta o la rapida dispersion de las células en

lugar de formar colonias (Handelsman 2004; Simu y Hagstrom, 2004).

En ocasiones, simplemente la variacion de algunas de las condiciones en los medios de
cultivo (adicidon de nuevos compuestos, incremento del tiempo de incubacién, variacion de la
condiciones de exposicion a la luz, etc.) permite la identificacion de nuevos organismos, pero
en otros casos se requieren estrategias mas complejas. Una opcion que ha permitido
identificar nuevos microorganismos, es reemplazar los medios de cultivo convencionales ricos
en nutrientes por medios con baja concentracion de nutrientes, evitando el dominio por parte
de las especies microbianas de rapido crecimiento de manera que pueden ser detectados
nuevos microorganismos oligotrofos (Connon y Giovannoni, 2002; Zengler y col., 2002). Por
otro lado, se han desarrollado técnicas mas sofisticadas para el aislamiento de bacterias de
habitats complejos, como la construccion de ambientes simulando los naturales (Kaeberlein,
Lewis y Epstein, 2002; Wery y col., 2003) y la encapsulacion de células en microgotas de gel
(Zengler y col., 2002).

En los ultimos afios ha tomado fuerza el estudio de esta diversidad de microorganismos
no cultivados por el extraordinario potencial que representa. Por una parte, se estan
desarrollando nuevas técnicas de cultivo que permiten incrementar el niumero de especies
microbianas que pueden ser estudiadas en cultivos de laboratorio de forma aislada. Por otra,
se ha desarrollado una alternativa para la exploracion de toda esta diversidad, que permite su
estudio a partir de la extraccion directa del material genético de los organismos presentes en
una muestra ambiental, sin necesidad de cultivo previo: la metagenomica. La combinacion de
ambas técnicas permitird un avance mas rdpido en el conocimiento sobre el mundo

microbiano.
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2. METAGENOMICA

La metagenomica permite el estudio de los microorganismos a partir de su material
genético, sin necesidad de cultivo, accediéndose de este modo a la informacidon genética tanto
de los organismos susceptibles de ser cultivados en un laboratorio como de los que no. Por
ello, presenta un potencial enorme de acceso a la gran fuente de recursos que supone la
diversidad microbiana. Aunque se pueden realizar andlisis metagenomicos de
microorganismos eucarioticos, por su mayor simplicidad la mayoria de estos analisis se
centran, como en esta tesis, en el grupo de microorganismos que cuenta con una mayor
diversidad, que son las bacterias, aun siendo conscientes de la importancia del estudio del

conjunto de microorganismos (bacterias, arqueas, protistas y hongos).

La idea de clonar directamente el ADN ambiental en vectores fue publicada por primera
vez por Pace y col. en 1985, que realizaron estudios de diversidad de microorganismos a
partir de la secuenciacion de los genes codificantes del ARNr 5S y 16S, con lo que se dieron
cuenta de que la inmensa mayoria de los microorganismos del medio ambiente detectados por
estas técnicas eran distintos a los conocidos por los microbidlogos. Por otro lado, Healy col.
en 1995, fueron los primeros en detectar funciones de interés codificadas por ADN ambiental.
En 1998, Handelsman y col., emplearon el término metagenoma para referirse al conjunto de
genomas de una muestra ambiental, y resaltaron la importancia de la clonacion de ese material
genético para acceder a la fuente de productos naturales proporcionada por los
microorganismos, teniendo en cuenta que una minuscula parte de ellos eran cultivables. A
partir de entonces, la metagendmica ha permitido el descubrimiento de muchisimas nuevas
enzimas (oxigenasas, lipasas, proteasas, celulasas, betalactamasas,...) y productos de interés
generados por estas (como los antibidticos). Esta disciplina abre una ventana de posibilidades
enorme, y como muestra de ello esta el hecho de que gran parte de las nuevas enzimas con
funciones de interés identificadas estan poco relacionadas con aquellas previamente conocidas

con esa funcién o son completamente nuevas (Daniel, 2004).

Para realizar un andlisis metagendmico, en primer lugar, habria que seleccionar el
ambiente objeto de estudio, aislar ADN de ese ambiente en particular y construir una
metagenoteca, que engloba al conjunto de clones que albergan fragmentos de ADN de los
microorganismos de esa muestra ambiental. A continuacion se realizarian los andlisis

pertinentes segun el objetivo en cada caso.
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La metagenomica permite abarcar el estudio de los microorganismos desde dos
perspectivas. Por un lado, se pueden llevar a cabo estudios filogenéticos que permitan el
analisis de la diversidad de una muestra, para lo que principalmente se emplean como
marcadores los genes que codifican el ARNr 16S. Y por otro lado, se pueden realizar analisis
de los distintos tipos de fisiologia y metabolismo presentes en esa muestra, idealmente
asociandolos a los distintos tipos de microorganismos, asi como la identificacion de enzimas y

productos metabdlicos de interés. En la presente tesis se tratara este ultimo punto.

En ambos sentidos, la metagendmica ha permitido grandes avances en el conocimiento
que se posee sobre la comunidad de microorganismos del planeta, a una velocidad muy
superior a la que permite el estudio basado en el cultivo de los organismos. Sin embargo, la
metagendmica también presenta limitaciones, entre las que destacan la frecuente dificultad
para obtener un material genético en buenas condiciones y suficiente cantidad a partir de una
muestra ambiental, lo que repercute en una baja representatividad de la metagenoteca, y por
otra parte, la dificultad en la identificacion funcional de actividades de interés, relacionada
con problemas en la expresion de los genes en hospedadores heterélogos y con la

disponibilidad de rastreos adecuados.

A lo largo de todo el proceso hay muchos factores a tener en cuenta que pueden influir
en el éxito del andlisis metagenémico. Cada paso, desde la recogida de la muestra hasta la
seleccion de la estrategia de rastreo, conlleva irremediablemente una serie de sesgos, que
dependeran de las decisiones tomadas en cada momento, las cuales deben ser adoptadas
teniendo en cuenta el objetivo final. En la figura 1 se muestra un esquema de la construccion

y analisis de metagenotecas.

2.1 Construccion de metagenotecas

Las bibliotecas metagendmicas o metagenotecas son colecciones de genes construidas a
partir del ADN total directamente extraido de una muestra ambiental, que se clona en un

vector replicativo.

La construccion de una metagenoteca conlleva la seleccion del ambiente a estudiar,
toma de la muestra, extraccion y tratamiento del ADN, clonacidn en vectores e introduccioén
en la bacteria hospedadora (figura 1). El conjunto de bacterias con un vector que albergue un
fragmento aleatorio de ADN ambiental (clones) formard la metagenoteca. Hay que ser

conscientes de que una metagenoteca es una representacion parcial de la muestra. No es un
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proceso sencillo ni existe un protocolo Unico, debido a la heterogeneidad del material de
partida y a las multiples aplicaciones posibles, en funcion de lo cual se construird un tipo de
metagenoteca u otro. Algunos de los protocolos descritos se pueden encontrar en las
publicaciones de Taupp y col. (2009), Simon y Daniel (2010), Martinez y Osburne (2013) y
Sabehi y Béja (2013).

2.1.1 Seleccion y recogida de la muestra

El primer paso es la recogida de la muestra que constituird el material de partida. Puede
tener muy distinto origen: suelo de un bosque, arena del desierto, agua de la superficie
oceanica, sedimentos de las profundidades marinas, aguas termales, etc. Por ejemplo, si se
pretende emplear la metagenoteca para la busqueda de enzimas implicadas en rutas de
degradacion de contaminantes, una buena eleccion serd tomar la muestra de un suelo
contaminado; mientras que si lo que interesan son enzimas que funcionen en condiciones
extremas, como altas temperaturas, se podra seleccionar una muestra de aguas termales. Uno
de los tipos de ambientes mas estudiados es el suelo, que con frecuencia posee una gran
diversidad de microorganismos, en respuesta a su gran heterogeneidad, que resulta en una
gran variedad de nichos microbianos. Aunque también existen suelos pobres, un gramo de
suelo puede contener del orden de 10°-10'" bacterias posiblemente de miles de especies

diferentes (Rossello-Mora y Amann, 2001; Schloss y Handelsman, 2006).

Existe la opcion de realizar un enriquecimiento de la muestra antes de proceder a la
extraccion del material genético, sobre todo intentando favorecer el crecimiento de
organismos que pensemos que pueden portar las actividades de interés (por ejemplo mediante
crecimiento en medio con algin compuesto determinado como tUnica fuente de carbono o
nitrégeno, o con algin téxico en bajas concentraciones). Puede ser una buena practica en
ambientes con baja densidad de células, como ocurre normalmente con ambientes extremos.
Aunque no es recomendable en términos generales, ya que conlleva una disminucién de la
diversidad de la muestra, en ocasiones ha dado buenos resultados para el descubrimiento de
enzimas de interés (Entcheva y col., 2001; Knetsch y col., 2003; Gabor y col., 2004a). Daniel
(2004) compard los clones encontrados para una determinada actividad con dos
metagenotecas construidas a partir de una misma muestra, una con la muestra sin enriquecer
(Knietsch y col., 2003a) y la otra tras someter la muestra a un proceso de enriquecimiento

(Knietsch y col., 2003b). Para encontrar el mismo numero de clones positivos, con la
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metagenoteca de la muestra enriquecida necesitaron analizar aproximadamente la mitad de
clones que con la de la muestra sin enriquecer. Sin embargo, de los clones positivos de la
metagenoteca sin enriquecer hubo un 50 % cuyas secuencias de los genes de interés no
estaban relacionadas con las de otros conocidos frente a un 10 % en el caso de los clones de la

metagenoteca enriquecida.

2.1.2 Extraccion y tratamiento del ADN

Se ha publicado una gran variedad de protocolos para la extraccion del ADN de una
muestra ambiental, por ejemplo los descritos por Steffan y col. (1988), Zhou, Bruns y Tiedje
(1996) y Miller y col. (1999). No hay un procedimiento de extraccion ideal para cualquier
muestra, y cualquier método conlleva sesgos diferentes en la diversidad bacteriana
representada (Martin-Laurent y col., 2001). A continuacion se comentan los aspectos mas
criticos. El tamafio de la muestra de partida para la obtencién de una cantidad adecuada de

ADN dependera en gran parte del tipo de muestra y de la densidad de bacterias que contenga.

El material genético se puede extraer directamente a partir de la muestra, mediante
métodos denominados de extraccion directa. Alternativamente se puede llevar a cabo una
extraccion indirecta, en la que previamente a la extraccion del material genético se realiza una
separacion de los microorganismos del soporte solido donde estdn adheridos, mediante
mecanismos como la homogeneizacion con mortero o licuadora o adicién de resinas de
intercambio i6nico, seguido por gradiente de densidad o centrifugacion diferencial, como con
la resina Nycodenz (Jacobsen y Rasmussen, 1992; Lindahl y Bakken, 1995; Courtois y col.
2001; Gabor y col., 2003; Daniel, 2005), tras lo cual se obtiene una fraccion enriquecida en
bacterias. Esto reduce la proporcion de ADN eucariota clonado, que no sera capaz de
expresarse en hospedadores bacterianos (Steffan y col., 1988; Gabor y col., 2003), aunque
disminuye la cantidad de ADN final recuperado, como se comenta mas adelante. En cuanto a
la posible pérdida de diversidad asociada a este tratamiento, los estudios realizados al respecto
no dan una respuesta clara. Por ejemplo, las comparaciones hechas por Gabor y col. (2003) y
Luna y col. (2006) mostraron una aparente mayor diversidad empleando métodos de
extraccion indirecta y directa, respectivamente; mientras que Courtois y col. (2001) no

observaron grandes diferencias.

Mediante métodos de extraccion directa se pueden conseguir cantidades de ADN 10-

100 veces mayores (Gabor y col, 2003; Courtois y col. 2001). Por otro lado, los métodos
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indirectos facilitan la obtencién de fragmentos mas largos, més limpios y con menos
contaminacion de ADN eucariota (Lombard y col. 2011). Segin el tipo de método de
extraccion empleado, la lisis celular se producird sobre la totalidad de la muestra o sobre la
fraccion bacteriana previamente separada del resto de particulas. En ambos casos, se pueden
emplear procedimientos de lisis mas o menos agresivos, en funcion del tipo de organismos
que se espere en la muestra o que en principio interesen mas. No todos los organismos
presentan la misma susceptibilidad a los métodos de lisis celular, por lo que el método elegido
puede favorecer la representatividad de unos u otros (Courtois y col., 2001; Stach y col.,
2001; Gabor y col., 2003). Por una parte, los tratamientos suaves pueden sesgar en contra de
bacterias mas robustas pero, por otra, tratamientos de lisis muy agresivos para evitar este
sesgo pueden fragmentar demasiado el ADN (Lombarg y col.,, 2011). Dentro de los
procedimientos de lisis se encuentran tratamientos fisicos, quimicos y enzimaticos, que
incluso pueden combinarse para lograr una lisis mas eficiente (Zhou y col., 1996; Frostegard

y col., 1999; Courtois y col., 2001; Lakay y col., 2007).

Otro aspecto clave es el tratamiento de limpieza del ADN para que este quede con una
calidad adecuada que permita la obtenciéon de un numero suficiente de clones, lo que
dependera de las caracteristicas de la muestra. En ocasiones, la contaminacion con
compuestos como los dcidos himicos requiere tratamientos muy agresivos para que el ADN
presente una calidad aceptable, lo que implica que el tamafio final del ADN se vea bastante
reducido. Es importante la eliminacién de esos compuestos, ya que se unen al ADN e inhiben
las posteriores reacciones enzimaticas (Daniel, 2005). La separacion de la fraccion bacteriana
del resto de la muestra y su lavado antes de la lisis contribuyen a preservar la integridad del
ADN genoémico, al reducir los tratamientos de limpieza posteriores necesarios (Fortin y col.,
2004). Hay multitud de opciones para la purificacion del ADN, y puede ser necesario
combinar varias de ellas en el caso de suelos particularmente ricos en acidos humicos (Ogram
y col., 1987; Steffan y col., 1988; Miller y col., 1999; Fortin y col., 2004; Desai y Madamwar,
2007; Lakay y col., 2007).

En funcion del tipo de metagenoteca que se quiera construir, que se comentan mas
adelante, se necesitan fragmentos de ADN de menor o mayor tamafio, que pueden ir desde
unas pocas hasta cientos de kb. En ocasiones, la rotura mecanica que acompaiia a la
purificacion del ADN deja el material genético demasiado fragmentado para la construccion
de metagenotecas con un tamafo de inserto grande. Otras veces si se consiguen fragmentos de

gran peso molecular, que pueden requerir una reduccion de tamafio mediante fragmentacion
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mecanica (al azar) o enzimadtica (digestiones parciales con enzimas de restriccion). Cuando se

necesitan fragmentos de tamafio reducido normalmente se recurre a la digestion enzimatica.

2.1.3 Clonacioén en el vector adecuado

El ADN metagendmico ya preparado se liga con el vector seleccionado. Para la eleccion
del vector se tendran en cuenta distintos criterios, como el tamaio de los fragmentos de ADN
metagendmico, el tipo de andlisis a realizar posteriormente (basado en secuencia o en funcion,
sobre lo que se tratard mas adelante) o la estirpe en la que se realizardn los rastreos
funcionales. Los tipos de vectores empleados son los plasmidos, vectores de fago lambda,

BACs, cosmidos y fosmidos.

Para fragmentos de ADN metagendémico pequefios (insertos de hasta 10 kb) se utilizan
plasmidos convencionales, que pueden tener origenes de replicacion para distintas especies
bacterianas, aunque lo mas habitual es que sean replicativos en Escherichia coli; o vectores
derivados del fago lambda (insertos de hasta 12-20 kb), replicativos exclusivamente en E.
coli. En el otro extremo se encuentran los cromosomas artificiales bacterianos (BACs), que
pueden albergar insertos muy grandes, incluso de hasta 300 kb. Tienen el sistema de
replicacion del plasmido F, lo que favorece la estabilidad de metagenotecas con vectores con
insertos tan grandes, al presentar solo 1-2 copias por célula y un sistema que garantiza el
reparto de copias del pldsmido entre las bacterias descendientes. Sin embargo, limita su
replicacion a E. coli (Shizuya y col., 1992). Ademas, la manipulacion del ADN durante la
construccion de la metagenoteca hasta su introduccion en la bacteria hospedadora es mucho
mas compleja al ser necesario mantener in vitro la integridad de fragmentos de ADN de gran

tamano.

Los cosmidos son plasmidos que pueden ser empaquetados en cabezas del fago lambda
debido a la presencia de sitios cos (Collins y Hohn, 1978), mejorando por tanto la frecuencia
de incorporacidon en la bacteria hospedadora, que se realiza por transfeccion en vez de por
transformacion. A diferencia de los vectores anteriores, estos son selectivos de tamafio porque
la suma del vector més el inserto no puede superar la capacidad de empaquetamiento en una
cabeza del fago lambda, que es de unas 50-52 kb. Los césmidos, en funcioén de su sistema de
replicacion, pueden ser de amplio espectro, pudiendo replicarse en bacterias diferentes, o de
espectro reducido. Muchos de estos césmidos estan basados en plasmidos de alto nimero de

copias, lo que proporciona gran inestabilidad a las bibliotecas metagendmicas sobre todo
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cuando el tamafio del inserto es grande. Este motivo condujo al desarrollo de los fésmidos
que, conservando el sitio C0S para poder ser empaquetados en cabezas de lambda, tienen el
sistema de replicacion del plasmido F (Kim y col, 1992), lo que implica que estos vectores se
mantienen muy establemente en un bajo numero de copias (1-2), aunque en principio solo se
puedan dividir en E. coli. Los fosmidos tienen por tanto propiedades de los césmidos y de los

BAC:s.

La ventaja que proporcionan las metagenotecas de fragmentos pequefios es que son mas
faciles de construir, ya que por lo general es mas sencillo obtener cantidad suficiente de
fragmentos de ADN de buena calidad de tamafio pequefio. Sin embargo, con fragmentos
pequenos se necesitaran mas clones para lograr una representatividad similar a la de una
metagenoteca construida con fragmentos de mayor tamafio. En el caso de los andlisis basados
en funcidn en los que se fuerce la expresion de los genes metagendmicos desde promotores
heter6logos incorporados al vector (como se vera mas adelante), en principio se conseguira la
expresion de una mayor proporcion de los genes si los fragmentos son pequefios, ya que en
fragmentos grandes la probabilidad de que se transcriban desde el promotor heterélogo por lo
general se vera reducida conforme aumente la distancia al promotor heterologo debido a la
presencia de terminadores de la transcripcion en el ADN metagendmico. Por otra parte, si no
se va a aprovechar la transcripcion heteréloga desde el vector para realizar estos rastreos
funcionales, sino que se confia en la expresion propia de los genes, cuanto mayor sea el
tamafio del inserto menos clones hara falta analizar para encontrar la funcion de interés. Sin
embargo, solo una fraccion probablemente minoritaria de los genes podran expresarse por si
mismos, y en muchas ocasiones seran aquellos genes procedentes de las bacterias mas
cercanas a la hospedadora. Por otro lado, los fragmentos grandes posibilitan la deteccion de
actividades que requieran varios genes, e incluso de rutas completas. Para los andlisis
mediante secuenciacion, rastreos por homologia de secuencia, las metagenotecas de insertos
grandes son mas adecuadas, ya que la secuenciacion (de cada clon) proporcionara mas
informacion, ademds de posibilitar la identificacion de secuencias completas de operones o

rutas y facilitar el ensamblaje de distintos fragmentos del mismo genoma.

El nimero de copia de los vectores también es importante. Por un lado, con vectores de
alto nimero de copias la estabilidad de la metagenoteca normalmente sera menor, sobre todo
en el caso de vectores que alberguen fragmentos grandes, pero por otro, aumentard la dosis
génica. Un aumento en la dosis génica puede permitir detectar una determinada actividad

cuya expresion sea demasiado baja en la bacteria hospedadora, aunque también podria
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provocar la pérdida de una parte de la informacion genética, debido al perjuicio causado por
la expresion en exceso de genes cuyos productos sean toxicos para el hospedador. Existen
vectores que permiten mantener la metagenoteca en baja copia e incrementar el numero de

copias en condiciones de induccion (p. ej. pCC1FOS, de Epicentre).

A estos vectores se les pueden incorporar distintos elementos en funcién de los tipos de
analisis a realizar con la metagenoteca (como origen de transferencia conjugativa, origenes de
replicacion para otras especies o promotores heterdlogos), como se comentara en el apartado

3.

2.1.4 Introduccion de la metagenoteca en bacterias hospedadoras

Por ultimo, se introducen los vectores con los fragmentos de ADN metagenomico en
bacterias hospedadoras mediante transformacion o infeccion. La mas empleada es E. coli,
porque la mayoria de los vectores disponibles se pueden mantener y replicar en esta estirpe y
su frecuencia de transformacion es muy alta. Por otro lado, en el caso de uso de cosmidos o
fosmidos, E coli se puede transfectar con la metagenoteca empaquetada in vitro en cabezas
del fago lambda. Se seleccionan las bacterias que contengan vector (normalmente mediante
seleccion con algun antibidtico al que el vector en cuestion proporcione resistencia), que en su
conjunto formardn la metagenoteca, y por lo general se mantienen congeladas a -80 °C ya sea
en alicuotas del cultivo que contiene al total de clones (metagenoteca en masa) o en cultivos

de los clones individuales (metagenoteca ordenada).

En la representatividad de una biblioteca metagenomica influyen, ademas de los sesgos
introducidos en los distintos pasos del proceso, el tamafio de la misma y la diversidad de la
muestra ambiental. Por ello, la cobertura genémica de una metagenoteca no es facil de
calcular. Con los medios actuales, solo se puede tener una cobertura grande de la muestra en
el caso de comunidades muy poco diversas, como en el caso descrito por Tyson y col. (2004)
con una metagenoteca de un biofilm microbiano crecido en aguas expuestas a drenaje acido
de minas, con muy pocas especies dominantes. Pero en la mayoria de los casos, para que una
metagenoteca cubra la mayor parte de la diversidad de una muestra se necesitaria un niimero
enorme de clones, probablemente muchos millones si se construye una metagenoteca con
fragmentos de ADN relativamente grandes, de unas 40 kb, como la que se realizan utilizando

cosmidos o fosmidos. Por ejemplo, si se asume que el tamafio medio del genoma de una
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bacteria es de 4 Mb y que 1 g de suclo contiene unos 10° genomas diferentes, una
metagenoteca compuesta por 40.000 fésmidos que alberguen cada uno fragmentos de 40 kb
podria cubrir como maximo unos 400 genomas bacterianos completos si no se repitiese
ninguna secuencia, representando por tanto una infima parte de los existentes en esa muestra
de suelo (Vieites y col.,, 2009). Por tanto, hay que tener siempre presente que una
metagenoteca es una coleccion de genes de un nicho concreto en un momento dado, pero que
no es una representacion completa del mismo, sino que solo refleja una parte, probablemente
pequeiia, de la diversidad existente. Dada esta baja representatividad, se puede decir que los
genes obtenidos en una metagenoteca corresponden a los genes de los organismos mas
abundantes en el nicho del que se tomo6 la muestra, si dejamos al margen el sesgo que se

pueda haber producido al construir la metagenoteca.

2.2 ldentificacion de actividades de interés en metagenotecas

Como ya se ha comentado en apartados anteriores, la enorme diversidad microbiana
existente en el planeta supone una fuente de informacidon y recursos muy valiosa, y la
metagendmica estd permitiendo el acceso a parte de esos recursos que hasta hace unos afios
estaba fuera de nuestro alcance. Los estudios metagendomicos realizados reflejan esa enorme
diversidad, mostrando que mas del 60 % de las secuencias descubiertas estan alejadas de otras
secuencias conocidas (Ferrer y col., 2009b). En la actualidad se emplean gran variedad de
enzimas en procesos industriales, pero la demanda continta creciendo, y la metagenomica es
probablemente la herramienta que mejor puede proporcionar nuevas moléculas de utilidad

(Langer y col. 2006).

Una vez que se tengan metagenotecas construidas con las muestras seleccionadas, se
pueden realizar analisis en busca de secuencias, actividades enzimaticas o productos
metabolicos de interés. Se distinguen dos grandes grupos de estrategias para el analisis de
metagenotecas, segun estén basadas en las secuencias del material genético contenido en los

clones o en la funcidn que los productos génicos de este puedan desarrollar.

Los analisis basados en secuencia incluyen tanto la secuenciacion del ADN
metagendmico y la busqueda de secuencias homologas a las de genes de interés almacenadas
en las bases de datos, como la busqueda de secuencias de genes de un determinado tipo
mediante amplificacion con oligonucledtidos degenerados o mediante hibridacion con sondas

para esa clase de genes. Por otro lado, en los andlisis basados en funcion se buscan
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actividades responsables de un determinado fenotipo, identificandose posteriormente el gen o
genes que la codifican. Cada tipo de estrategia presenta sus ventajas y limitaciones. Los
analisis basados en secuencia permiten la identificacion de genes que pueden ser de interés
aunque no se estén expresando en el hospedador heterdlogo seleccionado, pero limitan el
descubrimiento de nuevas enzimas a aquellas que muestren cierta similitud con otras descritas
previamente. Los andlisis basados en funcion han demostrado que las nuevas enzimas
descubiertas no estan limitadas a simples variaciones sobre secuencias conocidas, sino que
también incluyen secuencias completamente nuevas y funcionalidades novedosas (Ferrer y
col., 2009a), pero presentan como limitacion principal la necesidad de que los genes
responsables sean capaces de expresarse, ademds de que su producto sea activo, en la estirpe
que los alberga, sumado a la disponibilidad de un sistema de rastreo adecuado que permita la
identificacion de los clones portadores de la actividad de interés. La combinacion de ambas

aproximaciones puede paliar las limitaciones de cada una de ellas.

Las dos estrategias han permitido el descubrimiento de nuevas enzimas de interés,
aunque, por los motivos comentados, aquellas completamente diferentes a lo conocido hasta
el momento solo se han podido identificar gracias al analisis basado en funcion. Como
ejemplos se encuentran, entre otras, la identificacion de nuevas dioxigenasas (Morimoto y
Fujii, 2009), nitrito reductasas (Bartossek y col., 2010) y glicerol deshidratasas (Knietsch y
col., 2003¢), mediante rastreos basados en secuencia; y de nuevas dioxigenasas (Suenaga y
col., 2007), esterasas (Rhee y col., 2004), xilanasas (Gong y col., 2013), betalactamasas
(Allen y col., 2009) y actividades antimicrobianas (Biver y col., 2013), mediante rastreos

basados en funcion.

Frecuentemente, en una metagenoteca determinada hay pocos clones con la secuencia o
funcién de interés, por lo que para identificarlos normalmente es necesario analizar un gran
namero de clones, y aun asi puede que no se encuentre ninguno. La frecuencia de organismos
que contengan los genes deseados en la muestra ambiental empleada para la construccion de
la metagenoteca influird en el nimero de clones, y en consecuencia en la cantidad de ADN
metagenomico, que se necesite analizar (Daniel 2005). La utilizacion de métodos de rastreo
adecuados también es un factor muy importante, que puede determinar el éxito o fracaso de la
busqueda. Puede haber genes que se identifiquen por funcién y no por secuencia porque no
presenten una similitud suficiente con ninguno de los descritos hasta el momento; y otros que
se identifiquen por secuencia y no por funcién porque no se estén expresando, porque se estén

expresando pero las enzimas producidas no sean activas en ese hospedador heterdlogo, o
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Figura 1. Esquema de la construccion y rastreo de metagenotecas para identificacion de
enzimas de interés. Se indican los pasos principales en la construccion de la metagenoteca y en
los analisis de busqueda, ya sean basados en induccion de la expresion génica, secuencia o

funcion.

porque el sistema de rastreo empleado no sea apropiado. De este modo, genes interesantes

presentes en una metagenoteca pueden ser identificados o pasar desapercibidos, en funcion

del rastreo seleccionado.

Ademas de las estrategias basadas en secuencia y en funcidn, con posterioridad se

desarrolld una tercera estrategia basada en la induccion de la expresion génica, con la que se

puede detectar la expresion de un gen de interés sin fenotipo detectable mediante su
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asociacion con un gen indicador. Por ahora ha sido mucho menos utilizada que las otras dos,
pero ofrece una alternativa que podria permitir la identificacion de algunos genes interesantes

no identificados mediante los otros dos tipos de anélisis.

El conocimiento sobre la dinamica funcional de una comunidad microbiana y el
descubrimiento de nuevos genes de interés se puede aceleran si se combina la metagendmica
con otras disciplinas, como la metatranscriptomica, que permite conocer aquellos genes
presentes en una metagenoteca que se estan transcribiendo en unas condiciones determinadas;
y la metaprotedmica, que ofrece una caracterizacion a gran escala del conjunto de proteinas de
una comunidad en un momento dado (Simon y Daniel, 2011). Ademads, toda la informacion
obtenida resulta de gran utilidad para el disefio exitoso de nuevas enzimas mediante ingenieria
molecular, que permitiria modificar determinadas caracteristicas de las enzimas conocidas con

objetivos concretos (Ferrer y col., 2008).

A continuacidn se desarrollan las distintas estrategias comentadas, que se esquematizan

en la figura 1.

2.2.1 Analisis basados en induccién de la expresion génica

Los anélisis basados en la induccion de la expresion génica incluyen métodos de rastreo
que permiten detectar indirectamente la expresion de los genes de interés (cuya actividad no
da lugar por si misma a fenotipos detectables), al provocar la expresion de un gen indicador,

como gfp. Son analisis sensibles a la orientacion de los genes de interés.

Dentro de estos tipos de rastreos, se encuentra Substrate-induced gene expression
(SIGEX) (Uchiyama y col., 2005). Se basa en que con frecuencia la expresion de genes
reguladores de rutas catabolicas estd inducida por un determinado sustrato y en que en
ocasiones esta controlada por un regulador codificado por un gen cercano. Para llevar a cabo
esta técnica, se necesita un vector al que se le ha introducido un gen gfp sin promotor justo
aguas abajo del sitio de clonacion del ADN metagendmico, de manera que se estaria poniendo
la expresion de este gen bajo el control de promotores que estuvieran presentes en el ADN
metagenomico. En presencia del inductor se esperaria un aumento en los niveles de expresion
del operdn, vy, si la transcripcion alcanza al gen indicador, también en los de este, lo que se
reflejaria en un aumento del nivel de fluorescencia emitida. Esos clones que emiten niveles de
fluorescencia mas elevados que el resto se pueden detectar mediante microscopia de

fluorescencia o clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS, Fluorescence-

16



INTRODUCCION

Activated Cell Sorting). No se podran detectar los genes catabolicos expresados
constitutivamente ni aquellos cuyos reguladores transcripcionales estén codificados por genes
alejados de los catabdlicos, de manera que no se encuentren en el mismo clon (Uchiyama y
col., 2005). Otro inconveniente de esta técnica es que la molécula proporcionada podria
inducir otros genes (es relativamente frecuente la promiscuidad en los sistemas de induccion),

dando lugar a falsos positivos, aunque estos se podrian descartar posteriormente.

Una técnica similar, pero solo aplicable a casos concretos, es la denominada metabolite-
regulated expression (METREX) (Williamson y col. 2005). Se trata de un biosensor que
detecta pequenias moléculas que inducen quorum-sensing que se encuentra en la misma célula
que el vector con el ADN metagenémico. El biosensor se compone de un promotor de
quorum-sensing que controla el gen reportero gfp. Si el clon produce un inductor de quorum-
sensing, la célula produce GFP, y el clon puede ser identificado por microscopia de

fluorescencia o FACS.

También se encontraria incluida dentro de este tipo de estrategias la product induced
gene expression (PIGEX). Uchiyama y Miyazaki (2010) desarrollaron un sistema para la
deteccion de amidasas, en el que colocaron un activador transcripcional sensible a benzoato
aguas arriba del gen indicador gfp. El clon de la metagenoteca emitira fluorescencia, y por
tanto podra ser identificado, si produce amidasas capaces de transformar el sustrato aportado

(benzamida) en benzoato.

2.2.2 Analisis basados en secuencia

Dentro de los analisis basados en secuencia estdn incluidas técnicas como la
amplificacion mediante PCR con oligonucleotidos degenerados (Courtois y col., 2003;
Eschenfeldt y col., 2001; Owen y col., 2013; Precigou y col.; 2001) y la hibridaciéon con
sondas especificas para una determinada clase de gen (Demanéche y col., 2009a; Demaneche
y col., 2009b; Knietsch y col.,, 2003c). En ambos casos se requiere el disefio de
oligonucledtidos o sondas a partir de regiones conservadas de genes conocidos. De este modo,
solo podran descubrirse variantes de proteinas ya conocidas. Cuando la actividad de interés
requiere varios genes, en muchos casos también es posible la captura del grupo completo de
genes mediante este tipo de analisis, siempre que se encuentren en el mismo clon. Se pueden
utilizar oligonucledtidos degenerados o sondas para un gen diana, secuenciar el clon que

resulte positivo, o al menos el entorno del gen diana, y comprobar que se hallen el resto de
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genes. La identificacion de genes conservados de muestras ambientales mediante PCR puede
hacerse amplificando directamente el ADN aislado de las muestras, sin necesidad de construir
metagenotecas, pero esta técnica por lo general da como resultado la amplificacion de genes
parciales, y la posterior recuperacion de los genes completos de ADN aislado de muestras

ambientales es complicado (Daniel, 2005).

También se encuentra dentro de este tipo de analisis la secuenciacion aleatoria de ADN
metagendmico, una estrategia que puede proporcionar gran cantidad de informacién muy
diversa. Para ello, se procede a la secuenciacion de clones de la metagenoteca, o incluso
directamente del ADN metagenomico tras su purificacion. A partir de las secuencias
resultantes, se identifican secuencias homologas al gen o conjunto de genes de interés
existentes en las bases de datos mediante andlisis bioinformaticos. Un ejemplo de este tipo de
analisis es el realizado por Jadeja y col. (2014) para la busqueda de oxigenasas. Los genes
seleccionados se pueden amplificar mediante PCR, si se dispone de la muestra, o pueden ser
sintetizados quimicamente. Ademas, puede resultar de interés el estudio del entorno genémico
de esos genes. Una vez que se tengan las secuencias, estas se pueden aprovechar para

busquedas de distinta clase.

Este tipo de andlisis puede abarcar objetivos mds ambiciosos que la identificacion de
genes de un determinado tipo, como es la obtencidon de genomas completos o parciales de los
organismos que forman la comunidad microbiana de un ambiente y descifrar las relaciones
metabolicas entre esos organismos. Dos de los primeros trabajos destacados dentro de este
grupo son los realizados por Tyson y col. (2004) y por Venter y col. (2004). En el primer
caso, secuenciaron los clones de una metagenoteca del biofilm microbiano del drenaje acido
de minas, dominado por un pequefio nimero de especies, y obtuvieron los genomas casi
completos de las 2 especies dominantes y parciales de otras 3. Ese mismo afio, Venter y col.
llevaron a cabo el primer proyecto de secuenciacién de gran envergadura, consistente en la
secuenciacion del metagenoma del Mar de los Sargazos. Las secuencias generadas incluian un
total de mas de mil millones de pares de bases, que se estimé que procedian de al menos
1.800 especies diferentes, identificandose mas de 1,2 millones de genes desconocidos hasta el
momento (Venter y col., 2004). La efectividad de esta aproximacion estara limitada por la alta
riqueza de especies, la heterogeneidad en la abundancia de los miembros de la comunidad y

por cambios de posicion en el genoma (Tyson y col., 2004).

En la actualidad, el rapido desarrollo de las técnicas de secuenciacion masiva de nueva

generacion (NGS, Next Generation Sequencing) ha supuesto una mayor velocidad de
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secuenciacion y una importante reduccion en los costes, a la vez que ha permitido prescindir
de la clonacion previa del ADN a secuenciar en vectores (Shokrallay col., 2012). Esto ha
posibilitado la ejecucion de una gran cantidad de proyectos de secuenciacion de ADN
ambiental (p. ej. Qin y col., 2010), que han supuesto una enorme aportacion de nuevas
secuencias a las bases de datos. Uno de los problemas de estas técnicas de secuenciacion
consiste en la produccion de lecturas de poca longitud, lo que dificulta el ensamblaje para
obtener secuencias mas largas (contigs). Por otro lado, la generacion de tal cantidad de
secuencias hace que en muchas ocasiones resulte imposible realizar correcciones
manualmente, y limita las anotaciones a métodos automaticos (Ferrer y col. 2005), por lo que
la calidad de estas por lo general no es muy alta. Para tratar de asignar funcion a las
secuencias (anotacion funcional), se realizan alineamientos de esas secuencias mediante la
herramienta BLAST (Altschul y col., 1990) con las secuencias contenidas en las bases de
datos. Una restriccion importante es que aproximadamente a la mitad de los genes de un
metagenoma no se le puede asignar una funcion (Teeling y Glockner, 2012). Aunque esto no
resulta extrafio, teniendo en cuenta que incluso los genomas de las bacterias mas estudiadas
tienen un porcentaje muy elevado de genes sin funcién asignada (por ejemplo en 2009 un
tercio de los genes codificantes de proteinas de E. coli K12 carecian de anotacion funcional
(Hu y col., 2009)). Previsiblemente, conforme se amplien las bases de datos con secuencias de

calidad y con funcion asignada, esta limitacion se ira reduciendo.

Los andlisis basados en secuencia presentan la importante ventaja de no requerir la
expresion de los genes clonados en hospedadores distintos al de origen. Por otro lado, entre
los problemas que presentan se encuentra que es posible identificar secuencias relacionadas
con un determinado tipo de gen pero que resulten no estar completas, o que incluso estando
completas no den lugar a una proteina funcional. Pero el principal inconveniente es que el
descubrimiento de nuevas enzimas estd limitado a aquellas que presentan cierto grado de
similitud con otras conocidas, de manera que se pueda establecer una relacion entre la nueva
secuencia y alguna contenida en las bases de datos. Esto no implica que no se puedan
descubrir enzimas de gran interés, ya que pequefias variaciones en la secuencia pueden

suponer cambios interesantes en la actividad.
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2.2.3 Analisis basados en funcién

Los analisis basados en funcion permiten la identificacion de enzimas con una
determinada actividad completamente diferentes a las descritas con anterioridad, al ser

detectadas por su funcion, reflejada en la aparicion de un determinado fenotipo.

Dentro de este tipo de andlisis existen distintas estrategias, y es necesario el disefio de
un rastreo especifico para cada actividad. La estrategia mas sencilla es aquella que permite
seleccionar los clones portadores de la actividad de interés mediante crecimiento en unas
determinadas condiciones, a diferencia del resto de clones. Estos sistemas selectivos permiten
el andlisis de un gran ntimero de clones en una misma placa. Es el caso de busqueda de
resistencias a antibidticos, metales pesados u otros compuestos toxicos; y enzimas que
permitan el aprovechamiento de un compuesto como fuente de carbono, nitrogeno o azufre,
por ejemplo. En esos casos, los rastreos consistiran por lo general en el cultivo de los clones
de la metagenoteca en medio solido suplementado con el compuesto toxico para la bacteria
hospedadora, o con el compuesto que la bacteria ha de utilizar como nutriente para crecer.
Algunos ejemplos de enzimas descubiertas empleando este tipo de rastreos son el caso de
betalactamasas (Allen y col., 2009), resistencias a niquel (Gonzalez-Pastor y Mirete, 2010) y
nitrilasas (Bayer y col., 2011). Una variacion de este tipo de ensayos consiste en el empleo de
hospedadores mutantes que requieran la complementacion con determinados genes para el
crecimiento en las condiciones seleccionadas. Un ejemplo es el uso de un mutante sensible a
bajas temperaturas del gen polA de E. coli para la identificacion de ADN polimerasas (Simon

y col., 2009).

Otro grupo de rastreos basados en funcion es el de aquellos en los que se permite el
crecimiento de todos los clones a analizar, al cultivarlos en un medio no restrictivo, y se
proporcionan unas condiciones en las que se puedan distinguir los clones productores de
enzimas de interés, ya sea durante el crecimiento de los clones o posteriormente. Esta
distincion frecuentemente consiste en produccion de color o formaciéon de halos alrededor de
colonias. En muchos casos, se emplean tintes quimicos o sustratos de las enzimas de interés
unidos a cromoforos o fluordforos, que permitan la deteccion de clones positivos mediante
visualizacidn, espectrometria o deteccion de fluorescencia (Kennedy y col., 2011). Como
ejemplos de enzimas para las que se utilizan rastreos de este tipo se pueden citar las
oxigenasas hidroxilantes, que dan color azul por la generacidon de indigo a las colonias de los
clones que las producen al crecer en medio LB (van Hellemond y col., 2007); y dioxigenasas

extradidlicas, que producen color amarillo en las colonias ya crecidas de los clones positivos
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al aplicar catecol o un derivado sobre las mismas, debido a su transformacién en un
compuesto de ese color (Brennerova y col., 2009). También estarian incluidas las celulasas,
que proporcionan a los clones que las producen cultivados en medio suplementado con
carboximetilcelulosa la capacidad de generar un halo de degradacion de este compuesto
alrededor de la colonia productora, detectable con una tincion posterior de la placa (Wang y
col., 2009); y las proteasas, cuya identificacion se puede conseguir también mediante la
deteccion de un halo claro alrededor de la colonia productora tras cultivar los clones en medio
LB con leche desnatada (Neveu y col., 2011). Otro ejemplo de actividades detectadas por este
tipo de rastreos es la produccion de compuestos antimicrobianos. Para ello, sobre colonias
crecidas de los clones de la metagenoteca, se siembra un organismo indicador (como Bacillus
subtilis), y se comprueba si hay clones positivos mediante visualizacion de zonas de
inhibicion de crecimiento del organismo indicador sobre la colonia de alguno de los clones
(Courtois y col., 2003). Como en el grupo de ensayos anterior, también se pueden emplear
hospedadores mutantes cuya complementacion con genes de interés permita la deteccion de

un fenotipo caracteristico en determinadas condiciones.

Una vez que se tengan clones capaces de llevar a cabo la actividad de interés, se
procede a la identificacion de la secuencia del gen responsable, mediante la secuenciacion del
clon o de algiin subclén que mantenga la actividad. En esas secuencias se buscaran, mediante
alineamiento con las bases de datos, secuencias homologas a genes descritos previamente
como responsables de dicha actividad, o mejor, secuencias que traducidas sean homologas a
proteinas conocidas. A diferencia de lo que ocurre al analizar secuencias metagendémicas al
azar en los rastreos basados en secuencia, en este caso, como se sabe que realmente alguna de
las pautas abiertas de lectura codifica una enzima capaz de llevar a cabo la funcion de interés,
si no se identifica ninguna secuencia homoéloga a ese tipo de enzimas, se deben subclonar
dichas pautas abiertas de lectura hasta encontrar aquella que codifique la enzima en cuestion.
Aunque mas laborioso, estos resultados son muy interesantes, al permitir el descubrimiento de
enzimas responsables de una actividad con secuencia completamente distinta a las descritas
con anterioridad, que pueden tener caracteristicas nuevas con mas probabilidad que aquellas
con secuencias menos novedosas. El descubrimiento de estas enzimas y la incorporacion de
sus secuencias a las bases de datos, facilitard y hard mas efectivos los rastreos basados en
secuencia sobre los que se habld anteriormente. A su vez, podria facilitar la asignacion

funcional de enzimas catalogadas como proteinas hipotéticas.
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Entre las limitaciones de esta técnica se encuentra la necesidad de que exista un método
de rastreo adecuado y suficientemente sensible, que frecuentemente son bastante laboriosos, y
de que el producto génico sea activo en la bacteria hospedadora. Pero la restriccion mas
importante es la baja probabilidad de expresion de los genes codificantes de dicha enzima en
la estirpe heterdloga. De hecho, se ha comprobado que la mayoria de los genes normalmente
no se expresan en las bacterias hospedadoras seleccionadas (Ekkers y col., 2012; Uchiyama y
Miyazaki, 2009). Generalmente la frecuencia de clones que poseen un determinado tipo de
gen es baja, por lo que si ademds se afiade el hecho de que muchos de esos genes no se

expresan en la bacteria hospedadora, se ve claramente la importancia de esa limitacion.

La especie mas utilizada para la realizacion de los rastreos es E. coli, donde se ha
estimado por andlisis bioinforméaticos con 32 genomas que el 40 % de los genes podrian ser
detectados por clonacion aleatoria (Gabor y col., 2004b). Por tanto, aunque E. coli ha
permitido el descubrimiento de una gran cantidad de enzimas, el empleo de otras estirpes
permitira la expresion y deteccion de otras enzimas incapaces de expresarse en E. coli. Por
otro lado, el desarrollo de sistemas de expresion heteréloga también aumentara las
probabilidades de expresion de los genes contenidos en el ADN metagenémico en una estirpe
determinada. Entre otros asuntos, en el siguiente apartado se discute sobre los principales
problemas que pueden impedir la expresion de genes metagendmicos y sobre posibles

mejoras.

3. MEJORAS EN METAGENOMICA FUNCIONAL

Al margen de sus ventajas, los andlisis basados en funcion presentan una serie de
limitaciones, entre las que se encuentran principalmente la falta de un sistema de rastreo
adecuado para algunas actividades y, sobre todo, la baja probabilidad de expresion del ADN
metagendémico en las bacterias hospedadoras. Estas limitaciones se pueden reducir mediante
el desarrollo de nuevos sistemas de rastreo y mediante estrategias encaminadas a forzar la

expresion de ese ADN.
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3.1 Desarrollo de sistemas de rastreo

La deteccion de cada actividad requiere sistemas de rastreo especificos. De este modo,
las enzimas susceptibles de ser identificadas mediante rastreos funcionales son solo aquellas
para las que se haya desarrollado un sistema de deteccion. En teoria, cualquier ensayo
bioquimico que permita la deteccion de una actividad podria emplearse como ensayo de
rastreo. El problema que se presenta es que normalmente es necesario analizar muchos clones
para identificar uno positivo, debido a que la frecuencia de clones positivos para una actividad
en una metagenoteca suele ser baja. Esto limita en muchas ocasiones los rastreos a aquellos
mas sencillos, de manera que se permita la identificacion de los clones en forma de colonias

en placas.

Una alternativa a la realizacion de los rastreos en placas con colonias es el empleo de
placas multipocillo (p. €j. Suenaga y col., 2007), que permite analizar los clones de manera
individual o en grupos reducidos en cultivo liquido o incluso trabajar con extractos, lo que
amplia el nimero de posibles ensayos bioquimicos a realizar. El empleo de extractos aumenta
la sensibilidad del rastreo, lo que resulta muy 1til para la identificacion de clones con bajos
niveles de actividad y para la deteccion de actividades producidas por enzimas intracelulares o
que no estén siendo secretadas, pero son muy laboriosos e inviables para analizar un elevado
numero de clones de manera manual. Por todo lo comentado, resulta de gran utilidad el uso de
sistemas robotizados (Kennedy y col., 2011), que ademas permiten realizar réplicas ordenadas
de los clones que se estén ensayando en el caso del uso de extractos o de otro tipo de analisis
que implique la muerte de las células, a partir de las que se podra recuperar la biomasa de los
clones que resulten de interés. Otra opcion en lugar de la realizacion de extractos en el caso de
enzimas extracelulares que presenten problemas de secrecion, es la incorporacion de un paso
de lisis celular empleando detergentes no idnicos como Triton X o Tween, que permite la
liberacion de la enzima de la bacteria, sin alterar su conformacion nativa/activa (Kennedy y

col., 2011).

3.2 Estrategias para el aumento de las probabilidades de expresion del ADN

metagenomico

La identificacion de un clon con una actividad enzimatica determinada puede verse
dificultada porque el entorno de la bacteria hospedadora no sea adecuado para esa enzima, por

ejemplo por faltarle algin cofactor necesario para su actividad o por la potencial toxicidad del

23



INTRODUCCION

producto génico o de un producto de su actividad para la bacteria hospedadora (Warren y col.,
2008). Sin embargo, la principal limitacion, como ya se ha comentado en mas de una ocasion,
reside en la baja probabilidad de expresion del ADN metagendmico en las bacterias

hospedadoras.

La expresion génica tiene distintas etapas, cada una de las cuales puede afectar a la
cantidad y buen estado de la proteina de interés, influyendo en el nivel de actividad final. La
falta de expresion puede deberse a una falta de transcripcion eficiente (por la ausencia del
promotor en caso de operones multicistronicos, por la incapacidad de reconocimiento del
promotor por parte de la maquinaria de la bacteria hospedadora, o por la falta de factores de
transcripcion o inductores necesarios), a una débil traduccién (por un sitio de union al
ribosoma poco eficaz con la maquinaria de expresion de la bacteria hospedadora, por la falta
de reguladores de la traduccion o por un uso de codones diferente), a una pobre secrecion en
el caso de proteinas extracelulares (porque los sistemas de secrecion de la bacteria
hospedadora no puedan secretar la proteina heterdloga), a un plegamiento incorrecto (por la
falta de las chaperonas adecuadas) (Streit y Schmitz, 2004) o a otras modificaciones
postraduccionales requeridas. Todos estos factores pueden influir en distinto grado en la
deteccion de una actividad determinada, en funciéon de la combinacion gen/hospedador
(Ekkers y col. 2012), si bien la etapa de transcripcion es la mas limitante y la que mas

frecuentemente esta regulada en bacterias.

Se pueden distinguir dos estrategias que pueden ser complementarias para conseguir la
expresion de al menos parte de esos genes. Por un lado, introducir el material genético en
distintas especies puede permitir la expresion de estos genes por si mismos en una u otra
bacteria. Por otro lado, forzar la expresion de manera heterologa, principalmente desde
promotores inducibles incorporados al vector dirigidos hacia el ADN metagendémico, puede
proporcionar una forma artificial de expresion de estos genes. La primera estrategia puede
servir para mejorar la expresion en sus distintas etapas, mientras que la segunda se centra en

aumentar los niveles de transcripcion, que en muchos casos es la principal limitacion.

3.2.1 Desarrollo de sistemas de expresion homologa

Mediante los sistemas de expresion homologa, el ADN metagenomico se transcribira
desde sus propios promotores de forma regulada o no. Se trata de proporcionar unas

condiciones adecuadas para que esto sea posible. Las bacterias de procedencia del ADN

24



INTRODUCCION

metagenomico son multiples y ademas son desconocidas, asi como la naturaleza de los genes
contenidos y su posible regulacion, por lo que resulta imposible establecer un contexto y unas
condiciones que puedan favorecer la expresion de los genes de interés, salvo la adicion al
medio de cultivo de moléculas potencialmente inductoras de la actividad que se desea

identificar.

En fragmentos largos es mas probable que se encuentren elementos reguladores que en
determinados casos permitan la expresion de los genes desde sus propios promotores, pero
esto no siempre garantiza la expresion propia de los genes. Cuando mas cercana sea la
bacteria hospedadora a la original de la que procede el ADN metagendmico mayores serdn las
probabilidades de expresion, por lo que una buena estrategia consiste en realizar los rastreos
para la actividad de interés en distintas especies. De este modo, ademas de poder aumentar la
transcripcion, se aumentan las probabilidades de que alguna de las estirpes hospedadoras
tenga un uso de codones, chaperonas, cofactores y, en su caso, sistema de secrecion,
adecuados. La falta de un sistema de secrecion apropiado en ocasiones se puede suplir con la
incorporacién de un paso de lisis en los protocolos de rastreo, como se comentd

anteriormente.

La especie mas empleada para los rastreos funcionales es E. coli, debido a que es una
especie muy facil de cultivar y manipular en el laboratorio y con una alta frecuencia de
transformacion. Ademas, tiene requerimientos relativamente relajados en relacion al
reconocimiento de sefales de inicio de la traduccion (Gabor y col., 2007). En E. coli se
expresan muchos genes del ADN metagenomico por si mismos, pero hay muchos mas que no
son capaces de expresarse (solo el 40 % de las actividades enzimaticas podrian ser detectadas
por clonacion aleatoria en E. coli (Gabor y col., 2004b)). Teniendo esto en cuenta, cada vez es
mas habitual el uso de otras especies, entre las que se encuentran Bacillus subtilis,
Streptomyces lividans o Pseudomonas putida. Puede ser muy interesante emplear en los
rastreos para una determinada actividad estirpes en las que se hayan descrito previamente
enzimas de ese tipo, por ejemplo del género Pseudomonas o Rhodoccocus para actividades
degradadoras de contaminantes orgéanicos, o Streptomyces para produccion de antibidticos
(Martinez y col., 2004). Del mismo modo, si se buscan enzimas con caracteristicas extremas,
podria ser ventajoso emplear alguna estirpe extremofila, como Thermus thermophilus para
detectar enzimas que trabajen a altas temperaturas (Ferrer y col., 2007). La eleccién de la
estirpe para los rastreos tiene como limitacion la existencia de vectores adecuados para ella,

en los que habrd que construir previamente la metagenoteca, asi como la capacidad de esa
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estirpe de ser cultivada y manipulada en el laboratorio (se necesita al menos poder
introducirle ADN). El empleo de unas u otras especies en los rastreos funcionales hay que
tenerlo en cuenta a la hora de seleccionar el vector para la construccion de las metagenotecas,
ya que estos deben ser capaces de mantenerse y replicarse en esas especies. Por tanto, el
vector seleccionado debe tener un marcador (por lo general un gen de resistencia a algun
antibiotico) valido para las estirpes con las que se vaya a trabajar, ademas de un origen de
replicacion, o varios, adecuados. Es interesante que los vectores permitan ensayar la
metagenoteca en mas de una estirpe, bien porque tengan varios origenes de replicacion o uno
de amplio espectro, de manera que se aumentan las probabilidades de expresion de un gen
concreto, ya sea en uno u otro organismo. En ese caso, resulta muy util incorporar al vector
también un origen de transferencia conjugativa, que por lo general permite la transferencia
entre las distintas estirpes de una manera mas eficiente que mediante transformacion. Hay que
valorar los elementos a introducir en el vector, ya que en ocasiones el aumento del tamaio del
vector ira en detrimento del tamafio aceptado de ADN metagendmico, como ocurre en el caso
de cosmidos y fosmidos, debido a que el tamafio final no debe superar las aproximadamente

50 kb capaces de ser empaquetadas por particulas del fago lambda.

Aunque hay estudios en los que se construyd la metagenoteca directamente en otro
hospedador, encontrando clones de interés, como Wang y col. (2000), en S. lividans, lo mas
habitual es construir las metagenotecas en E. coli, en vectores que permitan su transferencia a
otras estirpes. En algunos casos esos vectores se replican autdbnomamente en los nuevos
hospedadores, pero en otros se integran en sitios especificos del cromosoma (Courtois y col.,
2003). Algunos trabajos han demostrado la utilidad de seguir empleando E. coli como bacteria
hospedadora, al haberse encontrado enzimas que no eran capaces de expresarse en las otras
bacterias empleadas (Courtois y col., 2003), pero las ventajas de ampliar el rango de bacterias
hospedadoras es claro, ya que ha permitido detectar clones que no pudieron detectarse en E.
coli (Wexler y col., 2005; Craig y col., 2009). Sosio y col. (2000) y Martinez y col. (2004)
desarrollaron una serie de vectores BACs y estirpes de S. lividans, y de S. lividans y P. putida,
respectivamente, a las que se podia transferir la metagenoteca desde E. coli. En el caso de
Martinez y col. (2004) comprobaron que las 3 estirpes hospedadoras tenian diferentes
capacidades de expresion para algunos genes de la metagenoteca ensayada. Por otro lado,
Hain y col (2008) construyeron un nuevo vector tipo fosmido de amplio espectro (pUvBBAC)
capaz de replicarse tanto en bacterias Gram negativas como Gram positivas. Otro ejemplo es

el cosmido de amplio espectro pJWC1 (Craig y col., 2009), en el que construyeron una
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metagenoteca y realizaron rastreos de actividad en seis especies: Agrobacterium tumefaciens,
Burkholderia graminis, Caulobacter vibrioides, Escherichia coli, Pseudomonas putida y
Ralstonia metallidurans; observando un solapamiento minimo en los grupos de clones a los
que proporcionaron acceso cada una (Craig y col., 2010). Y el vector pGNS-BAC, capaz de
replicarse en diversas especies Gram negativas, como Escherichia coli, Pseudomonas spp.,
Salmonella enterica, Serratia marcescens, Vibrio vulnificus y Enterobacter nimipressuralis
(Kakirde y col., 2011). También se han desarrollado sistemas que permiten la transferencia de
la genoteca al organismo termofilo Thermus thermophilus (pCT3FK, Angelov y col., 2009).
Algunos de estos vectores de amplio espectro también permiten la regulacion del niimero de

copias, lo que puede facilitar la deteccion de la actividad, como pRS44 (Aakvik y col., 2009).

3.2.2 Desarrollo de sistemas de expresion heterologa

Mediante los sistemas de expresion heterdloga, se trata de forzar la transcripcion del
ADN metagendmico desde promotores externos incorporados a los vectores empleados para
la construccion de las metagenotecas. El objetivo es maximizar las probabilidades de
expresion de cualquier gen presente en las bibliotecas metagenoémicas. Se puede emplear
como una estrategia alternativa o, mejor, complementaria a la descrita en el apartado anterior.
En este caso, también se requiere que el vector para la construccion de metagenotecas
contenga una serie de elementos, como promotores dirigidos hacia el sitio de clonacion del
ADN metagendmico, entre otros. En ocasiones, parte de los elementos necesarios para los
sistemas de expresion heterdloga se introducen en el cromosoma de la estirpe hospedadora.
Puede ser de utilidad un origen de transferencia conjugativa, para facilitar la transferencia de
la metagenoteca a distintas estirpes que, aunque sean de la misma especie, permitan el uso de
diferentes sistemas de expresion heterdloga. A continuacién se comentan distintos elementos
que se pueden emplear, dirigidos a aumentar la tasa de transcripcion del ADN metagendmico,

ya sea forzando su inicio o dificultando su terminacion.

Se pueden incorporar a los vectores promotores heterdlogos bacterianos, constitutivos o
inducibles, orientados hacia el sitio de clonacion del ADN metagendmico. La transcripcion
desde esos promotores se llevara a cabo por la propia ARN polimerasa de la bacteria
hospedadora. Para la seleccion del promotor heterologo hay que tener en cuenta el nivel de
expresion deseado. Los niveles altos de expresion por lo general aumentaran los niveles de

actividad detectados, pero puede ser perjudicial si el producto génico es tdxico para el
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hospedador. Mediante el uso de promotores gradualmente inducibles se puede controlar el
nivel de expresion en cada momento. Algunos ejemplos se describen en el trabajo de
Troeschel y col. (2012), que construyeron una serie de vectores que, entre otros elementos,
tenian el promotor inducible por xilosa pxyl; y en el de van Hellemond y col. (2007), que

utilizaron el vector pZerO-2, que lleva un promotor plac, inducible con IPTG.

El uso de estos promotores es 1til sobre todo para metagenotecas de tamano de ADN
metagendmico pequefio, y en consecuencia, para actividades que solo requieran la expresion
de un gen, ya que la transcripcion desde el promotor heterdlogo solo serd capaz de alcanzar el
primero o con suerte los primeros genes clonados en el mismo sentido que el promotor, hasta
encontrar una sefial de terminacion de la transcripcion. Otra limitacion, por tanto, es que solo
se podra inducir la expresion de los genes que se encuentren en la misma orientacion que el
promotor heter6logo. Este Ultimo problema se puede solucionar colocando un promotor a
cada lado del sitio de clonacion del ADN metagendmico orientados ambos hacia este.
Lammle y col. (2007) construyeron una metagenoteca en el vector pJOE930 (Altenbuchner y

col., 1992), con dos promotores plac inducibles convergentes al ADN metagenomico.

Un sistema interesante para transcribir heterologamente fragmentos de ADN
metagendmico grandes es el uso de la ARN polimerasa del fago T7. Esta polimerasa es
mucho mas rapida que la ARN polimerasa bacteriana y es insensible a muchos de los
terminadores de la transcripcion bacterianos (Studier y Moffatt, 1986; Jeng y col., 1990),
siendo por tanto una estrategia valida para la deteccion de actividades dependientes de mas de
un gen. Habria que incorporar el promotor del gen 10 del fago T7 (en adelante pT7) en el
vector, orientado hacia el ADN metagendmico, y el gen de la ARN polimerasa del fago T7,
preferentemente en el cromosoma de la estirpe hospedadora. Dos promotores pT7
convergentes flanqueando el sitio de clonaciéon de fragmentos de ADN metagenémico
permitirian la transcripcion bidireccional del inserto, incrementando de este modo las
posibilidades de expresion de un gen sin reparar en su orientacion en el fragmento. Como la
transcripcion desde el promotor pT7 puede alcanzar unos niveles muy altos, se deben
controlar los niveles de la ARN polimerasa del fago T7, manteniendo la expresion del gen que
la codifica en unos niveles bajos (para evitar posibles problemas por productos génicos
toxicos, que llevarian a la pérdida de los clones con esos genes). Hay publicados varios
trabajos en los que se construyeron metagenotecas en vectores con promotor pT7, como por
ejemplo el de Troeschel y col. (2012), que crearon vectores que contenian, entre otros

elementos, el promotor pT7 y una estirpe de P. putida productora de la ARN polimerasa del
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fago T7; y Rhee y col. (2005), que utilizaron el vector pCC1FOS (Epicentre), que posee un
promotor pT7, y la estirpe productora de la ARN polimerasa del fago T7 BL21(DE3)
(Novagen).

Estas dos vias que persiguen la mejora de la expresion del ADN metagenémico
(desarrollo de sistemas de expresion homologa y heterdloga) se pueden combinar, con la
creacion de vectores que contengan promotores heterdlogos y que a su vez sean de amplio
espectro de hospedadores. Entre otros, esta el sistema construido por Troeschel y col. (2012),
que consiste en vectores que se pueden mantener en distintas bacterias hospedadoras,

incluyendo E. coli, B. subtilis y P. putida, y que contienen los promotores pT7 y pxyl.

En esta tesis se han desarrollado dos sistemas distintos con el objetivo de aumentar las
probabilidades de expresion de genes contenidos en el ADN metagenomico en estirpes de E.
coli, combinando elementos viricos y bacterianos. Por un lado se ha introducido en el vector
el promotor del fago T7 comentado anteriormente y se ha construido una estirpe productora
de la ARN polimerasa de T7. Y por otro, se ha incorporado al vector un promotor bacteriano,
psal, al que se ha acoplado el sistema de antiterminacion N del fago lambda, no habiéndose
empleado previamente este sistema para la expresion de metagenotecas. En cuanto al
promotor psal, es un promotor inducible por salicilato (Yen y Gunsalus, 1982; Schell, 1985;
Schell y Wender, 1986), que permite modular los niveles de expresion en funcion de la
concentracion de salicilato aportada (Royo y col., 2007). La proteina antiterminadora N del
fago lambda modifica a la ARN polimerasa, de manera que la hace insensible a diferentes
terminadores de la transcripcion, avanzando a través de ellos. Para este sistema se requieren
las proteinas Nus de E. coli (Nodwell y Greenblatt, 1991; Greenblatt y col., 1998). Se aportd
el gen de la proteina antiterminadora N en el cromosoma de la estirpe hospedadora, y el sitio
de reconocimiento de esta en la posicion adecuada respecto al promotor heterélogo psal en el
vector. De este modo, la transcripcion desde el promotor heterdlogo psal sujeta a
antiterminaciéon por la proteina antiterminadora N podria transcurrir a través de toda la
longitud del fragmento metagendomico, aumentando las posibilidades de expresion de un gen

sin reparar en su posicion dentro del fragmento metagendmico clonado.
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4. RESISTENCIAS A ANTIBIOTICOS BETALACTAMICOS

El término antibiotico hace referencia a cualquier clase de molécula organica que inhibe
el crecimiento o mata microorganismos mediante interacciones especificas con sitios de
reconocimiento bacterianos (Schmieder y Edwards, 2012). Los antibidticos son
fundamentales en tratamientos médicos, pero tienen un tiempo de vida util limitado, debido a
la aparicion de organismos resistentes. Por eso es importante el descubrimiento continuo de

nuevos antibiodticos y conocer los mecanismos de resistencia a estos.

Los antibitticos se distribuyen en distintos grupos. Uno de ellos lo constituyen los
antibioticos betalactdmicos, entre los que se encuentran las penicilinas, ampicilinas,
cefalosporinas y monolactdmicos, producidos tanto por bacterias Gram positivas como Gram
negativas (Palzkill, 2013). Se caracterizan por poseer un anillo betalactdmico en su estructura
molecular. Estos antibidticos actiian inhibiendo enzimas transpeptidasas, que son esenciales
para la sintesis de la capa de peptidoglicano de la pared celular de la bacteria (Sauvage y col.,
2008; Palzkill, 2013), con la consecuente muerte de las células en crecimiento. La alta
eficacia y baja toxicidad (Livermore, 1996) de los antibiodticos betalactimicos hacen que se
encuentren entre los antibioticos mas frecuentemente prescritos para humanos y ganado. Este
elevado uso ejerce una fuerte presion selectiva para genes que codifiquen resistencia a este

tipo de antibidticos (Henriques y col., 2006; Demanéche y col., 2008).

Los genes capaces de proporcionar resistencia a antibioticos, incluidos los
betalactamicos, son comunes en ambientes naturales (Allen y col.,, 2010), y son muy
abundantes en suelos (Schmieder y Edwards, 2012), incluso se han identificado genes de
resistencia a antibidticos en ambientes sin exposicion conocida al uso médico de antibidticos
(Allen y col., 2009). De hecho, muchos de estos genes probablemente tengan otro papel
principal. Por ejemplo, algunas bombas de eflujo, que pueden tener como funcion en su
ambiente proporcionar tolerancia a metales pesados, permiten a su vez la resistencia a
antibioticos (Nies, 2003; Poole, 2005; Allen y col., 2010). La identificacion de resistencias a
antibidticos se puede llevar a cabo mediante analisis metagenémicos funcionales sencillos
consistentes en la deteccion de crecimiento de clones en medio sélido que contenga el

antibidtico en cuestion (Allen y col. 2009; Donato y col., 2010).

Ademas de la relativamente baja permeabilidad de la membrana externa de las
bacterias, hay 3 mecanismos principales que confieren tolerancia a antibioticos betalactamicos

(Wilke y col., 2005): la produccion de enzimas betalactamasas, que hidrolizan el anillo
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betalactamico de este tipo de antibiodticos; la utilizacion de peptidasas de pared celular
insensibles a betalactimicos; y la expulsion activa de moléculas de betalactimicos de las
células mediante bombas de eflujo. Respecto al ultimo punto, se han descrito bombas de
eflujo de la familia de permeasas de resistencia-nodulacion-division celular (RND) que
contribuyen a la tolerancia de bacterias a antibidticos betalactamicos (Poole, 2005), aunque no
que proporcionen resistencia a este tipo de antibidticos por si mismas. La forma de resistencia
mas frecuente es la produccion de betalactamasas (Henriques y col., 2006). En base a su
secuencia de aminoacidos, las betalactamasas se agrupan en cuatro clases: A, B, C y D
(Ambler, 1980). Las de las clases A, C y D son serina-betalactamasas, y las de clase B son
metalo-betalactamasas dependientes de cinc, y poseen un mecanismo de accion diferente a las

anteriores (Palzkill, 2013).

5. DEGRADACION DE CONTAMINANTES AROMATICOS

Una parte importante de los contaminantes organicos que se encuentran en el medio son
hidrocarburos aromaticos. Estos compuestos, por lo general tdxicos y con frecuencia
mutagénicos, son dificiles de degradar, debido a la gran estabilidad que les proporcionan los
anillos aromaticos que poseen sus moléculas, a lo que en ocasiones hay que sumar las
sustituciones que contengan. Sin embargo, hay un elevado numero de microorganismos
capaces de degradar estos compuestos, ya sea de forma anaerobia, mediante reacciones

reductivas, o aerobia, a través de reacciones de oxidacion.

La degradacion aerobia de hidrocarburos aromaticos (figura 2), implica en primer lugar
una desestabilizacion del anillo mediante reacciones de oxigenacion, de manera que en la
molécula quedan dos grupos hidroxilo en dos posiciones contiguas del anillo (catecol o
derivado catecodlico). La formacion de los correspondientes catecoles la llevan a cabo
monooxigenasas o dioxigenasas hidroxilantes, segun aporten uno o dos dtomos de oxigeno. Si
la molécula tiene ya un grupo hidroxilo, las monooxigenasas introducen otro grupo hidroxilo,
liberandose H,O; y si la molécula no tiene ninguno, principalmente actuan las dioxigenasas,
que incorporan al anillo aromatico dos grupos hidroxilo, seguido de una deshidrogenacién
que elimina dos atomos de hidrégeno y restablece la resonancia en el anillo aromatico

(Harayama y col., 1992).
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Estos intermediarios hidroxilados, sufren una nueva reacciéon que conduce a la rotura
del anillo. Este Gltimo paso lo realizan dioxigenasas de rotura del anillo (Harayama y col.,
1992), que pueden ser dioxigenasas intradiolicas, cuando abren el anillo entre los dos
carbonos que poseen grupos hidroxilo (rotura-orto); o extradidlica, cuando la apertura la
realizan entre un carbono con grupo hidroxilo y otro que no lo tiene (rotura-meta). Ademas de
la estrategia general descrita, en la degradacion de los hidrocarburos aromaticos tienen lugar
otras reacciones mas especificas segun la molécula de la que se trate, como la transformacion
de los posibles sustituyentes que pudiera tener. De este modo, partiendo de un rango muy
amplio de compuestos, se converge en unos pocos intermediarios clave, catecol o derivados
catecolicos, que a partir de ese momento continllan siendo metabolizados por una de las
siguientes dos vias (con un grupo de enzimas asociado a cada una de ellas): la ruta de rotura-
orto (también llamada ruta del B-cetoadipato) y la ruta de rotura-meta (también llamada ruta
del a-cetoadipato) (Peng y col., 2008). En el caso de moléculas poliaromaticas, se producen
reacciones sucesivas de desactivacion y rotura de los anillos. Los compuestos
desaromatizados (que son cadenas hidrocarbonadas), sufren otra serie de transformaciones
hasta convertirse en intermediarios del metabolismo central de la célula, como piruvato, acetil

CoA o succinato, entre otros.

Las oxigenasas, que como se acaba de comentar estan implicadas en distintos pasos de
la ruta de degradacion de hidrocarburos aromaticos, son de gran interés. Conocer mejor las
enzimas ya identificadas de este tipo y descubrir otras nuevas, ademds de tener una evidente
utilidad en biorremediacion de ambientes contaminados, también es importante en la
produccion de compuestos de interés en la industria (en el campo textil, agricola, etc.) y
medicina (por la generacién de compuestos anticancerigenos y otros medicamentos). Esto es
debido a que muchas de estas enzimas son bastante promiscuas, y catalizan la reaccion de un
amplio rango de sustratos ademas de sus sustratos nativos; al requerimiento de unas
condiciones por lo general moderadas de pH, temperatura y presion para la reaccion; a su
capacidad para utilizar oxigeno como oxidante (barato y respetuoso con el medio ambiente); y
a sus interesantes propiedades de quimio-, regio- y/o enantioselectividad, frente a lo que
dificilmente pueden competir los procesos quimicos (Fishman y col., 2005; van Hellemond y

col., 2007; Kennedy y col. 2011).

Las oxigenasas hidroxilantes o iniciales y las dioxigenasas de rotura del anillo, forman
parte, junto con otras, del grupo de enzimas oxigenasas. Las oxigenasas incorporan atomos de

oxigeno en la molécula sustrato, para lo cual normalmente necesitan NAD(P)H como donador
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de electrones y un cofactor metalico u organico (van Hellemond y col., 2007). A su vez, las
oxigenasas estan incluidas dentro del diverso grupo de enzimas de las oxidorreductasas,

caracterizadas por su capacidad de catalizar la transferencia de electrones entre moléculas.

lDlox:genasa inicial

sle6

Monooxigenasa |n|t:|al\l / Deshldmgenasa
OH

OH

OH

Figura 2. Esquematizacion de los principales pasos en la degradacion aerobia de
hidrocarburos aromaticos. Se representa como ejemplo la rotura del anillo de dos
hidrocarburos aromdticos sencillos, fenol (a la izquierda) y benceno (a la derecha), y se indican
las enzimas implicadas en cada paso.

5.1 Oxigenasas hidroxilantes de anillos aromaticos

Como se ha comentado anteriormente, las oxigenasas hidroxilantes de anillos
aromaticos, también llamadas oxigenasas iniciales, son enzimas clave en la degradacion de
compuestos aromaticos, que catalizan la reaccion de incorporacion de uno o dos atomos de
oxigeno al anillo aromatico produciendo su desestabilizacion. En funcién de que incorporen
uno o dos atomos de oxigeno se denominan mono- o dioxigenasas, respectivamente (figura

2). Existen oxigenasas que pueden llevar a cabo tanto reacciones de monooxigenacion como
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de dioxigenacion, por ejemplo la naftaleno dioxigenasa de Pseudomonas sp. 9816-4 (Gibson
y col., 1995). Todas ellas emplean oxigeno como cosustrato y NAD(P)H como fuente de
poder reductor. Son abundantes en bacterias, aunque se encuentran en todos los grupo de
seres vivos (van Hellemond y col., 2007). Tradicionalmente, se han identificado oxigenasas
iniciales mediante el estudio de microorganismos capaces de crecer en presencia de
compuestos aromaticos. Con el desarrollo de la metagenémica, se ha acelerado el
descubrimiento de nuevas enzimas de este tipo. Se pueden realizar ensayos funcionales
empleando distintos sustratos cromogénicos y fluorogénicos (Kennedy y col., 2011). El
ensayo mas habitual es la deteccion de colonias de color azul por la formacion de indigo al
cultivar E. coli en medio rico LB. Algunas oxigenasas iniciales son capaces de oxidar el indol
que se produce desde el triptofano por la triptofanasa endogena de E. coli, generando el tinte

azul indigo (Ensley y col., 1983, O’Connor y col., 1997).

Se han establecido distintas clasificaciones, atendiendo a distintos criterios, como el
nimero y caracteristicas de los componentes proteicos u homologia de secuencia (Batie y col.,
1991; Nam y col., 2001; Kweon y col., 2008). Las oxigenasas iniciales son complejos
multiméricos, constituidos por dos o tres proteinas, distinguiéndose la oxigenasa en si, y las
proteinas de la cadena de transporte de electrones (ferredoxina reductasa y, en su caso,
ferredoxina), que permiten el trasiego de electrones desde la fuente de poder reductor
(NAD(H)P) hasta la oxigenasa. De este modo, la oxigenasa puede estar acompanada por una
ferredoxina reductasa, o por una ferredoxina reductasa y una ferredoxina. La oxigenasa inicial
es la proteina que realiza la oxigenacion del anillo aromatico. Existen oxigenasas
homoligoméricas (an) y heteroligoméricas (anfn), siendo la subunidad o la que posee el
centro catalitico (Peng y col., 2010). Las ferredoxinas de estos sistemas son proteinas
pequefias con un centro sulfoférrico. Aceptan los electrones de la ferredoxina reductasa y se
los ceden a la oxigenasa, con la que interaccionan de forma bastante especifica. Las
ferredoxinas reductasas tienen al menos una flavina, y pueden tener también un centro
sulfoférrico. Toman los electrones de la fuente de poder reductor NAD(P)H, y se los ceden a
las ferredoxinas o, en caso de no haber ferredoxinas, directamente a la oxigenasa. En el caso
de ausencia de la ferredoxina, la reductasa contiene tanto una flavina como un centro
sulfoférrico (Mason y Cammack, 1992). Las reductasas no son tan especificas como las

ferredoxinas, y en ocasiones su funcion la puede realizar otra reductasa presente en la célula.

Un tipo particular de oxigenasas iniciales son los citocromos P450. A diferencia de las

demas, son hemoproteinas, y deben su nombre a su pico de absorcion a 450 nm. Catalizan
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reacciones de monooxigenacion, de muy variado tipo, sobre un enorme nimero de sustratos,
siendo de utilidad para la produccion de medicamentos, sintesis de compuestos
fisiologicamente importantes como esteroides y acidos grasos, biorremediacion, degradacion
de herbicidas e insecticidas, etc. (Hannemann y col, 2007; Kelly y Kelly, 2013). Constituyen
el grupo de monooxigenasas mas abundantes y diversas, con representantes tanto en
microorganismos como en animales y plantas. Por otro lado, hay bacterias en las que no se

encuentra este tipo de enzima, como E. coli.

El sistema de nomenclatura de los citocromos P450, fue propuesto y desarrollado por
Nebert y col. (Nebert y col., 1987; Nebert y col., 1989; Nebert y col., 1991; Nelson y col.,
1993; Nelson y col., 1996), clasificandolos en base a la homologia de secuencia en familias y
subfamilias. En ¢l se establece que los genes P450 se identifican por la abreviatura CYP
seguida por un nimero que indica la familia (proteinas con mas del 40 % de identidad de
secuencia), una letra que indica una subfamilia (mas del 55 % de identidad) y un nimero que
representa el gen individual dentro de la subfamilia, por ejemplo CYP105A3. Existen
citocromos P450 cuyas secuencias tienen una identidad menor del 20 % entre ellas. Sin
embargo, su estructura general estd muy conservada, y se mantiene un mecanismo comun de
activacion de oxigeno (Hannemann y col, 2007). Por otro lado, las regiones mas variables se
corresponden con las regiones flexibles de reconocimiento de sustrato (Gotoh, 1992), que
hace de los citocromos P450 los catalizadores biologicos més versatiles conocidos. Los
citocromos P450 requieren, como el resto de oxigenasas iniciales, un sistema de transporte de

electrones en el que participan una o dos proteinas mas.

La evolucion de estas proteinas ha sido muy compleja y una clasificacion tinicamente
basada en secuencia no resulta muy adecuada. Degtyarenko y Archakov (1993), ademas de
construir un nuevo arbol evolutivo de la superfamilia de citocromos P450 utilizando
alineamientos multiples de secuencias consenso, propusieron una clasificacion basada en el
niumero de componentes proteicos, segun sean uno, dos o tres, y a su vez segun sean
procariotas o eucariotas. Ha habido otras clasificaciones en funcion del sistema de transporte
de electrones (p. ej. Werck-Reichhart y Feyereisen, 2000), pero la mas completa
probablemente sea la de Hannemann y col (2007). Realizaron una clasificacién en funcion de
la composicion y caracteristicas de los sistemas de transporte de electrones, dividiendo los
citocromos P450 conocidos hasta la fecha en 10 clases, en 8 de las cuales se encuentran
representantes bacterianos. La mayoria de los citocromos P450 bacterianos pertenecen a la

clase I (es un sistema de 3 componentes formado por una ferredoxina reductasa, una

35



INTRODUCCION

ferredoxina y el citocromo P450), incluyendo el mejor caracterizado (CYT101 o P450cam, de
P. putida). Todos los citocromos P450 bacterianos descritos hasta el momento requieren al
menos una proteina de transporte de electrones, aunque en ocasiones esta se encuentra
fusionada al propio citocromo. Como ocurre con el resto de oxigenasas iniciales, algunos
citocromos P450 son capaces de recibir los electrones de otras proteinas que no sean las de su

propio sistema de transporte de electrones, pero otros no.

5.2 Dioxigenasas extradiolicas

Las dioxigenasas extradiolicas son enzimas importantes en la degradacion de
compuestos aromaticos, que catalizan la incorporacidon de dos 4&tomos de oxigeno al anillo una
vez que este ha sido desestabilizado por las oxigenasas iniciales (actian normalmente sobre
catecol o derivados catecolicos), produciendo la apertura del anillo entre un carbono con
grupo hidroxilo y otro que no lo tiene (rotura-meta) (figura 2). Las dioxigenasas extradidlicas
son metaloenzimas que requieren la presencia de Fe(Il), o en ocasiones Mg(Il) o Mn(II), no
unido a un grupo hemo. No necesitan un agente reductor externo. Al igual que ocurre con las
oxigenasas iniciales, tradicionalmente las dioxigenasas extradidlicas se han estudiado a partir
de organismos capaces de crecer en presencia de compuestos aromdticos, y con la
metagenomica se ha acelerado el descubrimiento de nuevas enzimas. Se pueden realizar
ensayos funcionales para dioxigenasas extradidlicas de manera relativamente sencilla,
mediante la adiciéon de catecol o de un derivado catecdlico sobre colonias crecidas. Los
productos resultantes de la rotura-meta de los anillos de estos compuestos presentan color
amarillo, pudiéndose identificar visualmente las colonias portadoras de dicha actividad

(Brennerova y col., 2009).

Se conocen dioxigenasas extradidlicas de un dominio y de dos dominios. Aunque hay
otras clasificaciones de dioxigenasas extradiolicas, como la de Spence y col. (1996),
probablemente la més utilizada en la actualidad sea la de Eltis y Bolin (1996), basada en
homologia de secuencia de aminoacidos. Establecieron dos categorias principales: tipo I y
tipo II. Las de tipo I presentan homologia de secuencia unas con otras, compartiendo una
secuencia consenso en el sitio activo, e incluyen a la mayoria de las dioxigenasas extradiolicas
caracterizadas. Dentro del tipo I se establecieron 5 familias (denominadas por un numero
arabigo) y varias subfamilias (por una letra), por ejemplo 1.3.A. Cada secuencia de proteinas

de una familia tipo I presenta menos del 22 % de identidad con cualquier secuencia de otra
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familia, y las secuencias dentro de la misma subfamilia muestran entre si identidades mayores
del 54 %. Posteriormente, esta clasificacion se ha ampliado con la incorporacion de nuevas
secuencias que han generado subfamilias nuevas (p. €j. Suenaga y col., 2007) e incluso una
familia nueva, 1.6 (Sakai y col., 2002). Dentro del tipo I, la familia I.1 comprende las enzimas
de un solo dominio, como la 2,3-dihidroxibifenil 1,2-dioxigenasa de Rhodococcus globerulus
P6 (Asturias y col, 1994); encontrandose en el resto de categorias enzimas de dos dominios,
como la 1,2-dihidroxinaftaleno dioxigenasa ThnC de Sphingopyxis macrogoltabida, en la
familia .3 (Andtjar y col., 2000). Al tipo II pertenecen proteinas diversas que no presentan
caracteristicas comunes definidas, y en principio se asignaron a este tipo las secuencias que no
podian ser alineadas con las de tipo I (Eltis y Bolin, 1996). Un ejemplo de este grupo es la
protocatecuato  4,5-dioxigenasa de Sphingomonas paucimobilis. Las dioxigenasas
extradidlicas tipo 1 y II emplean catecol o derivados catecdlicos como sustratos.
Posteriormente se incluyeron secuencias en dos nuevos tipos. Las de tipo III son dioxigenasas
extradiolicas pertenecientes a la familia de las cupinas, y emplean como sustratos
intermediarios de rutas de degradacién no catecolicos, como son entre otros gentisato,
salicilato, homogentisato o acidos aromaticos monohidroxilados (Fetzner, 2012; Diaz y col.,
2013). Un ejemplo es la gentisato 1,2-dioxigenasa de Pseudomonas acidovorans (Harpel y
Lipscomb, 1990). Y por ultimo, se ha incorporado un nuevo tipo a la clasificacion, en el que
se incluirfa la enzima dioxigenasa dependiente de Fe*" (NicX) de Pseudomonas putida
KT2440, cuya secuencia no muestra ninguna similitud significativa con las de las
dioxigenasas extradidlicas descritas hasta el momento, y tiene como sustratos compuestos
aromaticos N-heterociclicos (Jiménez y col., 2008). Més recientemente, Steiner y col. (2010)
han descrito otras enzimas capaces de romper anillos de ese tipo de molécula, como 1-H-3-

hidroxi-4-oxoquinolina 2,4-dioxigenasa de Pseudomonas putida 33/1.

6. CELULASAS

La celulosa es la molécula orgdnica mas abundante del planeta. En su degradacion
interviene un amplio grupo de enzimas que llevan a cabo distintas reacciones, entre las que
destacan hidrolasas como las celulasas. Las celulasas son un grupo de enzimas extracelulares
presentes en bacterias y hongos capaces de degradar la celulosa hasta moléculas de glucosa.

Hay tres tipos principales de celulasas, requiriéndose todas ellas para dicha degradacion:
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endoglucanasas, exoglucanasas y B-glucosidasas o celobiasas. Las endoglucanasas rompen
enlaces internos en zonas amorfas en la cadena de celulosa, creando nuevos extremos de
cadena libres. Las exoglucanasas realizan cortes en los extremos de la cadena, liberando
dimeros (celobiosas) o mondmeros (glucosas). Por ultimo, las B-glucosidasas o celobiasas

hidrolizan las celobiosas, generando moléculas de glucosa (Lynd y col., 2002).

Este proceso de despolimerizacion de la celulosa tiene multiples aplicaciones, entre las
que destaca la produccion de bioetanol (Rubin, 2008), siendo también de interés en las
industrias alimentaria, textil y de pulpa y papel (Bhat, 2000; Miettinen-Oinonen y Suominen,

2002).

Existen ensayos que permiten identificar celulasas de cada uno de los tres tipos
principales a partir de genotecas o de metagenotecas. Para la identificacion de endoglucanasas
se emplean sustratos celuliticos amorfos, como la carboximetilcelulosa (CMC), que se aporta
al medio s6lido de cultivo sobre el que crecen los clones. Una vez crecidas, las placas se tifien
con el indicador rojo Congo, que se une a la CMC (Teather y Wood, 1982) y permite detectar
las colonias positivas por la aparicion de halos alrededor de las mismas, debido a la falta de
tincion por la ausencia de CMC. La identificacion de exoglucanasas se puede realizar del
mismo modo pero sustituyendo el sustrato amorfo por uno cristalino, como el avicel. Ademas
de los indicados, existen otros sustratos que permiten la identificacion de halos sin necesidad
de tedir las placas, como por ejemplo el rojo brillante ostazin hidroxietil-celulosa para la
deteccion de endoglucanasas. Por ultimo, la deteccion de B-glucosidasas se puede llevar a
cabo mediante el crecimiento de las colonias en medio minimo con celobiosa como Unica
fuente de carbono. Aquellas que tengan la enzima de interés seran capaces de obtener glucosa
a partir de la celobiosa. Otra opcion es la adicion al medio de cultivo del sustrato fluorogénico
4-metilumbeliferil-B-D-celobiosido (MUC). Se han identificado varias celulasas mediante
metagendémica funcional a través de ensayos como los descritos. Se trata en su mayoria,
aunque no exclusivamente, de endoglucanasas, como las encontradas en los trabajos de Ferrer
y col. (2005), Kim y col., 2007, de Kim y col. (2008), de Wang y col. (2009), de Nacke y col.
(2012) y de Ilmberger y col. (2012), entre otros.
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OBJETIVOS

1. Desarrollar y validar nuevos sistemas de expresion heter6loga para mejorar la eficacia de

los rastreos funcionales que se realizan con metagenotecas.
2. Identificar clones con actividades de interés.
3. Identificar los genes responsables de las actividades de interés.

4. Caracterizar la actividad de algunos de los clones identificados.
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1. ESTIRPES, PLASMIDOS Y OLIGONUCLEOTIDOS

A continuacién se detallan las estirpes bacterianas, los plasmidos y los oligonucle6tidos

utilizados en esta tesis.

Estirpe

Caracteristicas relevantes

Referencia

E. coli DH5a

E. coli EPI300-T1®?

E. coli MPO553
E. coli MPO554
E. coli MPO555

E. coli NCM631

$80dlacZAM15 A(lacZYA-argF)U169 recAl endAl
hsdR17 (r, my’) SUpE44 thi-1 gyrA relAl

F~ mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) (Str®)
®80dlacZAM 15 AlacX74 recAl endAl araD139
A(ara, leu)7697 galU galK A" rpsL nupG trfA tonA
dnhfr

EPI300-T1® Atrg::placUV5-atenuador de nasF-gen 1
EPI300-T1" Atrg:: nahR/psal—-gen N
EPI300-T1® Atrg:: nahR/psal—gen N truncado

HsdS gal laczDM15:lacl lacUV5:gen1(ARN
polimerasa de T7) Alac-Tn10.

Hanahan, 1983

Epicentre

Esta tesis
Esta tesis
Esta tesis

Govantes y

Santero, 1996

Tabla 1. Estirpes bacterianas utilizadas en esta tesis.

Plasmido Caracteristicas relevantes Referencia

pBBRIMCS-3 Plasmido movilizable por conjugacion, Tc® Kovach y col.,
1995

pBluescript Il SK+  Vector de clonacion, Ap® Stratagene

pBluescript I KS+  Vector de clonacion, Ap® Stratagene

pCCI1FOS-Ceul pCCI1FOS (Epicentre) con dos sitios Ceul M. Ferrer

flanqueando el sitio de clonacion Eco72I, Cm"®

pCNB4-S2 pUT/mini-Tn5 nahR/psal—sylS2, Ap®, Km® Cebolla y col.,
2001

pCP20 Rep"™ (30°C), Ap®, Cm® Cherepanov y

Wackernagel,
1995
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pET-14b

pGP1-2

plZ227

plZ1016

pIZ1110

pKD3

pKD4

pKD46

pMPO27

pMP0200

pMPO556
pMPO557

pMPO558

pMPO559

pMPO561
pMPO563

pMPO564

Vector de expresion para superproduccion de

proteinas, con pT7, Ap"

Plasmido que contiene el gen 1 (ARN polimerasa del

fago T7), Km®

Derivado pLysE, lacl?, Cm®

Vector de amplio espectro derivado del pPBBRMCS-

5, con ptac y lacl?, Gm®

Fragmento que contiene la region intergénica thnlL-

thnM clonado en pLAFR3, Tc®

OriRy, Ap®, Cm"

OriRy Ap®, Km®

oriR101, repA101(ts), araBp-gam-bet-exo, Ap"

Vector de expresion con rrnBT1T2-pm-atenuador de

nasF::MCS, origen de replicacién de ColE1, Ap®

Vector de amplio espectro derivado de pPBBR1IMCS-

4 para fusiones traduccionales a lacZ, Ap®
placUV5 clonado en pBluescript IT SK+, Ap®
Atenuador de nasF clonado en pMPO556, Ap®

Gen de resistencia a kanamicina de pKD4 clonado en

pMPO557, Ap®, Km®

Gen de resistencia a cloranfenicol de pKD3 clonado

en pGP1-2, ApR, Km®, Cm®
Fosmido derivado de pCC1FOS-Ceul con oriT, Cm®
nahR-pnah-psal clonado en pBluescript I SK+, Ap®

Gen de resistencia a cloranfenicol de pKD3 clonado

en pMPOS563, Ap®, Cm"®

Novagen

Tabor y
Richardson, 1985

Govantes y

Santero, 1996

Martinez-Pérez y

col., 2004

Tesis doctoral de
M. Eloisa Andujar
Pulido, 2001

Datsenko y
Wanner, 2000

Datsenko y
Wanner, 2000

Datsenko y
Wanner, 2000

Royo y col., 2005

Garcia-Gonzalez

y col., 2005
Esta tesis
Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis
Esta tesis

Esta tesis
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pMPO565

pMPO571

pMPO575

pMPO578

pMPO579

pMPO580

pMPO584

pMPO585

pMPO586

pMPO587

pMPO588

pMPO592

pMPO593

Gen N del fago lambda clonado en pMPO564, Ap",

Cm®

Fosmido derivado de pMPO561 con psal-nut,
clonado aguas arriba del promotor del gen 10 del

fago T7 y del sitio de clonacion Eco72I, Cm"*

Plasmido derivado de pMPO565 con un cambio en la

pauta de lectura en el gen N, Ap®, Cm"®

Fosmido derivado de pMPOS571 con un gen gfp sin
promotor con su propia Shine Dalgarno clonado

aguas abajo del sitio de clonacién Eco72I, Cm"

Fosmido derivado de pMPOS571 con un gen gfp sin
promotor con la Shine Dalgarno del gen 10 del fago
T7 clonado aguas abajo del sitio de clonacion

Eco721, Cm®

Fosmido derivado de pMPOS579 con el terminador
transcripcional de thnL de Sphingomonas
macrogolitabida estirpe TFA clonado en el sitio
Eco72I, Cm"

Gen de (-lactamasa del clon ETN1 subclonado en

pMPO579, Cm"*

Gen de PB-lactamasa seguido de la orf conservada del

clon ETN1 subclonado en pMPO579, Cm®

Gen de bomba de eflujo del clon TN4 subclonado en
pMPO579, Cm®, Cb*

Genes dszE, dszA, dszB y dszC del clon UPO21
subclonados en pMPO579, Cm"

Gen dszR del clon UPO21 subclonado en pIZ1016,
Gm®
Fragmento final de dszC fusionado a lacZ en

pMPO200, Ap®

Fusion traduccional a lacZ y transcripcional a gfp,

que contiene el inserto de pMPOS587 hasta el

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

47



MATERIALES Y METODOS

pMPO594

pMPO595

pMPO596

pMPO597

pMPO634

pMPO1383

pNK736

pRK2013

RP4

pentltimo codén de dszC, Cm"®

Fusion traduccional a lacZ y transcripcional a gfp,
que contiene el inserto de pMPO587 hasta el tercer

codén de dszE, Cm®

Fragmento de pMPOS587 que incluye el promotor
dependiente de 6™ hasta el 267° codon de dszB
clonado en pMPO579, Cm"®

Fusion traduccional a lacZ y transcripcional a gfp,
que contiene el inserto de pMPO587 desde el
nucléotido 302° hasta el penultimo codon de dszC,

Cm®

Fusion traduccional a lacZ y transcripcional a gfp,
que contiene el inserto de pMPO587 hasta el 154°

codén de dszA, Cm"®

Plasmido que contiene el gen gfp, Km®

Gen upoedoll del clon UPO36 subclonado en pET-
14b, Ap®

Ap®, plasmido que contiene placUV5

Plasmido auxiliar en conjugaciones triparentales,

Km®

(Tnl) Tc® IncP-1 Tra® Cma’, Km® Ap®

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Esta tesis

Tomas-Gallardo y
col., 2009

Esta tesis

Simons y col.,

1983

Figurski y
Helinski, 1979

Holloway, 1979

Tabla 2. Plasmidos utilizados en esta tesis.

Oligonucledtidos

Secuencia 5°-3’
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OriTHpalFw
OriTHpalRev

psalnutl

CAAGTTAACCTTGCCCTCATCTGTTACG

TCGGTTAACCCAGTCGGTAGATATTCCAC

TAAGGCGCCTTATTGCTGGTGCCCGGCCGGGCGCAATAT
TCATGTTGATGATTTATTATATATCGAGTGGTGTATTTAT
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psalnut2

psalnut3

psalnut4

HindChlFw
BstZredFRv
SDGFPKpnlsolap

KpnISDpT77GFP

GFPMlIulRvsopal
GFPMlIulFwsolap
GFPXbal-TFB-PCRsolap
Sac-P1

Sac-P2

trgEc-P12

trgEc-BSK?2

terSacP2-G1

NotN
KspN

trgEc-BKS

trgBEc-P1

CAATATTGTTTGCTCC

GTCACCTTCATGGTGGTCAGTGCGTCCTGCTGATTAATA
ACGATAACGGAGCAAACAATATTGATAAATACACC

GCACTGACCACCATGAAGGTGACGCTCTTAAAAATTAA
GCCCTGAAGAAGGGCAGCATTCAAAGCAGAAGGCTTTG
GGGTGTGTG

TATGGCGCCCCGGAATCGCACTTACGGCCAATGCTTCGT
TTCGTATCACACACCCCAAAGCCTTCTGC

CAGGCATGCAAGCTTGAG

GGTATACCGGCATACAGC

TAGAGGGTACCGCTGAAAATGTTAAGATCCTC

TAGAGGGTACCAATAATTTTGTTTAACTTTAAGAAGGAG
ATATACATATGAGTAAAGGAGAAGAACTTTTC

GGAACTACAAGACGCGTGCTGAAGTCAAG

CTTGACTTCAGCACGCGTCTTGTAGTTCC

AGGTCTTCTAGATTATTTGTATAGTTCATC

TATAGAGCTCTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

TATAGAGCTCATATGAATATCCTCCTTAG

GGTTTTTTGCATCACATCAGGTTGGTTCCGTTATTTGCCT
GCATTCTAGGGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC

CGCGAGGTTCTGCCGACACAGAATGTTTGTGCAGACGG
AATACATCCACCCCATGATTACGCCAAGCTCG

CCGGGCGCTTTTTTTTTGCGCGAATTCGATTATAGAGCTC
ATATGAATATTTACTAACTGGAAGAGGCAC

TATGCGGCCGCCCACTGGCGGTGATACTG

TAACCGCGGAAAGCCAAGGCCAATATC

GGTTTTTTGCATCACATCAGGTTGGTTCCGTTATTTGCCT
GCATTCTAGGTAAAACGACGGCCAGTGAGC

CGCGAGGTTCTGCCGACACAGAATGTTTGTGCAGACGG
AATACATCCACCGTGTAGGCTGGAGCTGCTTC
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thnB-6-thnC GATCATGCAT
blactamETN1EcoRIfw TAAGAATTCACAAGGCGTTGGGGTAGC
blactamETN1HindIIIrv TCAAAGCTTTGCGCATCATGGCTGCAC

blactampepETNI1Hindlllrv ~ TCAAAGCTTGCAAATCAGCGGTCAAGG

UPOEDO11Ndelfw TTATCATATGGCCATGACCGGCATTC
UPOEDO11BamHIrv TTATGGATCCTCAGGTGTTGGCAGTGAC
EcoKpndszCfw TTAGAATTCGGTACCATGCGCCAGACCGACAG
BamdszCrv TTAGGATCCCAGGAGGTGAATCCCGGCA

Tabla 3. Oligonucleétidos utilizados en esta tesis.

2. MEDIOS, CONDICIONES DE CULTIVO Y CONSERVACION

2.1 Medios y condiciones de cultivo

Como medio rico para las distintas estirpes de E. coli se utiliz6 Luria-Bertani (LB)

(Sambrook y Russell, 2001).

Como medio minimo para las estirpes EPI300-T1" y derivadas se utiliz6 una variante de
M9 (Sambrook y Russell, 2001) suplementado con leucina e isoleucina (al ser auxotrofas de

estos aminoacidos).

Los cultivos en medio minimo con dibenzotiofeno como unica fuente de azufre
consistieron en la variante del medio M9 en la que ademds se sustituyo el MgSO,4 por

dibenzotiofeno 0,2 mM.

Cuando fue necesario, y para asegurar la seleccion y mantenimiento de plasmidos, se
afiadieron los siguientes antibioticos a las concentraciones indicadas: cloranfenicol (Cm) a
12,5-15 pg/ml, acido nalidixico (Nal) 15 pg/ml, kanamicina (Km) a 25 pg/ml, ampicilina
(Ap) a 100 pg/ml, rifampicina (Rif) 20 pg/ml, carbenicilina (Cb) 100 pg/ml, tetraciclina (Tc)
5 ug/ml y gentamicina (Gm) 10 pg/ml. Otros compuestos que se afiadieron al medio cuando

fue necesario y sus concentraciones, salvo que se indique lo contrario, son: arabinosa 1 mM,

salicilato 1 mM, IPTG 1 mM y X-gal 25 mg/L.
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Salvo que se indique lo contrario, los cultivos se incubaron a 37 °C, y con agitacion

suave (180 r.p.m.) cuando se trataba de cultivos liquidos.

LB: Bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/LL y NaCl 5 g/L (y agar 15 g/LL para medio
solido).

Variante del medio minimo M9: 10 % 10X (Na,HPO4 423 mM, KH,PO4 220 mM, NH4CI
187 mM y NaCl 86 mM) pH 7,4, CaCl, 0,1 mM, MgSO4 2 mM, glucosa 0,2 %, leucina 500
uM e isoleucina 300 uM (y agar noble 15 g/L para medio so6lido).

L-Leucina (L8000, Sigma-Aldrich). El stock (50 mM) se prepard en agua bidestilada, se

autoclavo y se conservo a temperatura ambiente.

L-Isoleucina (12752, Sigma-Aldrich). El stock (30 mM) se prepard en agua bidestilada, se

autoclavo y se conservo a temperatura ambiente.

L-(+)-Arabinosa (A3256, Sigma-Aldrich). El stock (1 M) se prepar6 en agua bidestilada, se

filtrd y se conservd a temperatura ambiente.

Salicilato sddico (S3007, Sigma-Aldrich). El stock (1 M) se prepard en agua bidestilada, se

filtro y se conservo a 4 °C en oscuridad.

Dibenzotiofeno (347833, Sigma-Aldrich). El stock (0,2 M) se prepar6 en N,N’-

dimetilformamida (en tubo de polipropileno) y se conservo a temperatura ambiente.

2.2 Conservacion del material biolégico

Las estirpes bacterianas y los plasmidos (contenidos en estas) se conservaron a corto
plazo a 4 °C en placas de LB so6lido. Para su conservacion a largo plazo se congelaron a -80

°C cultivos en LB liquido con glicerol al 15 % (v/v).

3. MANIPULACION DE ADN

3.1 Extraccion de ADN plasmidico de Escherichia coli

Las preparaciones de ADN plasmidico de las distintas estirpes de E. coli empleadas en

esta tesis se realizaron siguiendo tres procedimientos distintos. Para obtener gran cantidad de
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ADN de gran pureza de fosmido para la construccion de metagenotecas y ADN de algunos
clones que presentaban dificultad en su extraccién para su secuenciacion, se empled el kit
Large Construction (Qiagen). Para el resto de situaciones en las que se requeria bastante
pureza se empled el kit Nucleospin Plasmid Mini (Macherey-Nagel). Para las extracciones
con los dos kits comentados se siguieron las indicaciones del fabricante. Para el resto de

aplicaciones se uso el protocolo simplificado de lisis alcalina (Stephen, 1990).

Cuando se llevo a cabo el procedimiento de lisis alcalina la biomasa de 3-5 ml de un
cultivo saturado se recogidé por centrifugacion a 16.100 g durante 30 segundos. Los
sedimentos se resuspendieron en 100 pl de solucion I (GTE) y se incubaron 5 minutos en
hielo. A continuacion se afiadieron 200 pl de solucién II recién preparada para la lisis, y tras
mezclar por inversion se incubaron 5 minutos en hielo. Tras la incubacion se afiadieron 150 pl
de solucion III y tras mezclar por inversion los tubos se volvieron a incubar en hielo durante 5
minutos. Posteriormente, se sedimentaron los restos celulares por centrifugacion 10 minutos a
16.100 g. El sobrenadante se transfiri6 a otro tubo y se precipitd el ADN afiadiendo el mismo
volumen (unos 450 pl) de etanol 96 % (v/v) a -20 °C y centrifugando inmediatamente 10
minutos a 16.100 g. El precipitado se lavo con 1 ml de etanol 70 % (v/v) a -20 °C y se volvid
a centrifugar 5 minutos a 16.100 g. Tras esta ultima centrifugacion, el precipitado se seco
mediante vacio y se resuspendio en 25-50 ul de TER dependiendo del nimero de copias del
plasmido por célula. Por ltimo se incub6 al menos 30 minutos a 37 °C. Las preparaciones de

plasmidos se almacenaron a -20°C.

Solucién I (GTE): Glucosa 50 mM, EDTA 10 mM, Tris-HCI 25 mM, pH 8. Se conservo a 4
°C.

Solucion II: NaOH 0,2 N, SDS 1 % (p/v). Usar recién preparada.
Solucion III: Acetato potasico 3 M ajustado a pH 4,8 con acido formico. Se conservo a 4 °C.

TER: Tris-HC1 10 mM pH 8, EDTA 1 mM, ribonucleasa 0,02 % (p/v). Se conservé a 4 °C.

3.2 Amplificacion de ADN mediante la reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR)

Cuando fue necesario amplificar fragmentos de ADN para su posterior clonacion, se

realizaron reacciones de PCR utilizando el ADN correspondiente como molde. Las reacciones
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se llevaron a cabo por lo general en un volumen final de 50 pl en tubos de 0,2 ml, en
presencia de los oligonucleotidos adecuados a una concentracion de 0,2 pM, dNTPs a 0,2 mM
cada uno y 1 unidad de DNA polimerasa termorresistente de alta fidelidad Expand High
Fidelity Plus (Roche) o i-pfu DNA Polymerase (Intron Biotechnology), en el tampon que
suministra la casa comercial, que lleva MgCl, a una concentracion final de 1,5 mM. Como
molde se usaron por lo general 1-20 ng de ADN plasmidico, o en ocasiones células

resuspendidas procedentes de colonias.

El programa de PCR del termociclador varié en funcion del tamafio y naturaleza del
fragmento a amplificar, pero en lineas generales consistio en lo siguiente: Un primer paso de
desnaturalizacion inicial de 5 minutos a 94 °C. A continuacion, 35 ciclos con 3 etapas: 30
segundos a 94 °C (desnaturalizacion), seguida de 30 segundos a temperatura variable en
funcion de la temperatura de desnaturalizacion (Tm) de los oligonucledtidos (hibridacion) y
por ultimo 60-120 segundos por kilobase de ADN a amplificar a 72 °C (extension).

Finalmente, 5 minutos de extension final a 72 °C.

3.3 Asociacion de oligonucledtidos complementarios

Para sintetizar un pequefio fragmento de ADN se empled un oligonucleotido con la
secuencia deseada autocomplementario (otra posibilidad es emplear dos oligonucledtidos
complementarios entre si). Se incubaron 30 pl del oligonucledtido autocomplementario a 100
uM (o 15 pl de cada uno si son dos complementarios entre si) durante 5 minutos a 85 °C,
seguido de 30 minutos a temperatura ambiente. En caso de requerir hacer los extremos del
fragmento de doble cadena generado romos, este se trata con Klenow o con la polimerasa de

T4 como se indica en el apartado 3.6 de Materiales y Métodos.

3.4 PCR recurrente

Para sintetizar fragmentos de mayor tamafio que los descritos en el apartado anterior (a
partir de decenas de pb), se empleo6 la técnica descrita por Prodromou y Pearl (1992). Esta
técnica consiste en amplificar una secuencia a partir de oligonucleo6tidos solapantes, que en
conjunto cubran toda la secuencia a sintetizar, ya sea en una u otra cadena. De este modo,
cada uno sirve de molde a otro oligonucledtido con el que solapa (figura 3). Para ello, se

disefiaron oligonucledtidos de entre 60-100 pb de longitud con un minimo de unos 20 pb de
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solapamiento. Se llevd a cabo una reaccion de PCR con todos los oligonucleotidos,
proporcionando los externos correspondientes a las secuencias flanqueantes del fragmento
100 veces mas concentrados que los internos (los externos a 1 UM y los internos a 0,01 uM),
sin aportar otro ADN molde. Al estar los oligonucleotidos externos mas concentrados, en los
ultimos ciclos se producird amplificacion fundamentalmente con estos, aumentindose la

cantidad de producto completo.

5

<

y
D —

AMPLIFICACION

Figura 3. Esquema de una PCR recurrente para sintetizar fragmentos de ADN. (Adaptado
de Prodromou y Pearl, 1992)

3.5 Mutagénesis dirigida por PCR (PCR solapante)

Para introducir mutaciones puntuales se utilizd una modificacion de la técnica de PCR
solapante descrita por Ho y col. (1989) (Camacho y Casadests, 2005). Esta técnica consta de
dos fases de amplificacion mediante PCR representadas en la figura 4. En una primera fase se
realizaron dos PCR independientes, cada una con un oligonucleétido externo a la region a
amplificar y uno interno que contiene la mutacion a insertar. Los oligonucleotidos internos
deben tener temperaturas de desnaturalizacion mayores que los externos. Cada

oligonucledtido interno contiene las mutaciones centradas en su secuencia flanqueadas por
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unos 10-15 nucleodtidos de secuencia silvestre, siendo los dos oligonucleotidos mutagénicos
complementarios entre si. Los fragmentos amplificados se aislaron segin su tamafio y se

purificaron de un gel de agarosa.

En una segunda fase, los dos fragmentos amplificados se diluyeron en funcion de su
concentracion y se mezclaron, utilizdandose como molde en cantidades aproximadamente
equimoleculares para una segunda PCR en la que se afiadieron los dos oligonucleotidos
externos (no mutagénicos). En este caso la amplificacion se realizo en dos pasos consistentes
en 10 ciclos iniciales con una temperatura de hibridaciéon mas alta para favorecer la extension
desde la zona solapante (donde se habia generado la mutacion), y asi enriquecer en molde
mutante, y otros 25 ciclos a temperatura de hibridacion mas baja para favorecer la extension
desde los oligonucleotidos externos y obtener cantidades suficientes de producto final

mutado.
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Figura 4. Esquema de una PCR solapante. Las flechas con aspa representan los

oligonucledtidos que contienen las mutaciones y las flechas anchas representan los
oligonucledtidos externos.

3.6 Digestion y modificacion de fragmentos de ADN

Los fragmentos de ADN, procedentes de un pldsmido o de una reaccion de PCR, se
digirieron con las enzimas de restriccion adecuadas y el correspondiente tampon de reaccion

siguiendo las indicaciones del fabricante (Roche, New England Biolabs o Fermentas).
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Cuando fue necesario realizar digestiones parciales, se mezclo6 ADN concentrado,
tampon de reaccion correspondiente a la enzima y agua bidestilada hasta 100 pl. La mezcla se
dividio en alicuotas de 30, 20, 20, 20 y 10 pl, y se afiadio 0,05-0,2 U de enzima/ pg de ADN
al primer tubo con 30 pl. A continuacion, tras mezclar se fueron pasando 10 pl de un tubo al
siguiente, de manera que al final quedaron todos con 20 pl. La preparacion de las mezclas se
realizd en hielo. Todas las muestras se incubaron durante 15 minutos a la temperatura de
reaccion de la enzima, y finalmente se detuvieron las reacciones con 0,5 ul de EDTA 0,5 M.
Seguidamente se realizo una electroforesis de las muestras en gel de agarosa para determinar

qué cantidad de enzima era necesaria para obtener digestiones parciales.

En el caso de requerir la conversion de extremos cohesivos en romos, si se trataba de
rellenar los extremos 3’ de los fragmentos 5' protuberantes se emple6 ADN polimerasa
Klenow (Roche) o ADN polimerasa de T4 (Roche), y si habia que eliminar algin extremo 3'
protuberante se empled ADN polimerasa de T4 (Roche).

La desfosforilacion de los extremos de los vectores para evitar religaciones en las
clonaciones, lo que se realiz6 fundamentalmente con el fosmido pMPOS579 para la
construccion de metagenotecas, se llevo a cabo con la enzima SAP (Shrimp Alkaline

Phosphatase, USB) siguiendo las instrucciones del fabricante.

3.7 Electroforesis de ADN

Para visualizar preparaciones de ADN y separar fragmentos lineales se empled la
técnica de electroforesis de ADN en gel. Mediante esta técnica se comprob¢ la eficiencia de
las extracciones de ADN, se determind el perfil de fragmentos tras la digestion de plasmidos,
se visualizaron productos de PCR, etc. Se llevaron a cabo dos tipos de electroforesis de ADN,

de agarosa o de acrilamida, dependiendo del tamafio de las bandas esperadas.

3.7.1 Electroforesis en geles de agarosa

En general, si el fragmento de interés era superior a 100 pb se utilizaron geles de
agarosa, cuya concentracion osciloé entre 0,6 y 2 % (p/v), dependiendo del tamafio de los
fragmentos de ADN a separar, en tampén TAE 1X. Como patréon de peso molecular estandar
se us6 el marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen), para fragmentos de hasta 10 kb

aproximadamente, o ADN del fago lambda digerido con HindIIl, para fragmentos de mayor
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tamafio. Antes de cargar las muestras en el gel, se les afiadiéo tampon de carga de ADN 6X de
manera que este quedara diluido 6 veces. Los geles se sometieron a una diferencia de

potencial que vario entre 40 y 135 V.

Para visualizar el ADN tras la electroforesis, los geles se tifieron en una solucién de
bromuro de etidio a 1 mg/L en agua destilada. Las bandas de ADN se visualizaron con un
transiluminador de radiacion ultravioleta (Vilber Lourmat) y se registraron con un analizador
de imagenes. En los casos en los que se pretendia recuperar ADN de gel se minimizo6 la

exposicion a radiacion ultravioleta para evitar dafios en el ADN.

TAE 1X: Tris-4cido acético 40 mM, EDTA 10 mM, pH 7,7.

Tampo6n de carga de ADN 6X: Azul de bromofenol 0,05 % (p/v), xileno cianol 0,05 % (p/v),
glicerol 30 % (v/v), Tris-HCI 10 mM pH 8 y EDTANa, 1 mM pH 8.

3.7.2 Electroforesis en geles de poliacrilamida

En general, si el fragmento de interés era inferior a 100 pb se emplearon geles verticales
no desnaturalizantes de poliacrilamida (acrilamida:bisacrilamida 29:1) al 8 % (p/v), en
tampon TBE 0,5X. En este caso los geles se sometieron a una corriente fija de 30 mA. Como
patron de peso molecular estandar se uso el marcador 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).
Antes de cargar las muestras en el gel, se les afiadio el mismo tampon de carga de ADN 6X

descrito para geles de agarosa, y se tifieron y visualizaron del mismo modo.

TBE 0,5X: Tris-acido borico 45 mM, EDTA 1 mM, pH 8.

3.8 Aislamiento y purificacion de fragmentos de ADN

Los fragmentos de interés se identificaron mediante visualizacion en gel de agarosa o
poliacrilamida con una lampara de radiacion ultravioleta de baja energia, y se aislaron
recortandolos del gel. Para purificar estos fragmentos de DNA se siguieron 2 métodos en
funcion del tipo de gel empleado en la electroforesis. Si el DNA se separd en gel de agarosa,
el fragmento se purificé con el kit GFX (GE Healthcare) siguiendo las instrucciones del
fabricante. Si el DNA era de menor tamafio y se separdé en un gel de poliacrilamida, el

fragmento se purificd por difusion a un tampdn de elucion durante al menos una noche a 37
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°C en agitacion. A continuacién se precipitdo el DNA con 0,5 volumenes de acetato amodnico
7,5 My 2,5 volimenes de etanol 96 % (v/v), con una incubacién de al menos 1 hora a -20 °C.
Después se centrifugd 15 minutos a 16.100 g, se lavo con etanol 70 % (v/v), se seco el

precipitado y se resuspendio en el volumen deseado de TE.

Tampon de elucion: NaAc 0,5 M, EDTA 1 mM.

TE: Tris HCI 10 mM, EDTA 1 mM pH 8.

3.9 Cuantificacion de ADN

Para cuantificar las preparaciones de ADN de doble cadena (ADN plasmidico,
fragmentos de ADN purificados, productos de PCR, etc.) se midi6 la absorbancia a 260 nm en
un espectrofotometro Nanodrop ND-1000 Spectrophotometer (Thermo Scientific,
Wilmington, DE, USA), que calculd la concentracion aplicando un coeficiente de extincion de
50 ng cm™ pI™. En los casos en los que las soluciones que contenian el ADN interferian con la
medida del espectrofotometro, se procedio a su estimacion aproximada mediante comparacion

con 100 ng de ADN del fago lambda digerido con HindIII en gel de agarosa.

3.10 Clonacién de fragmentos de ADN en vectores

Para las clonaciones se obtuvo el ADN vector y el ADN inserto, por lo general, a partir
de extracciones de ADN plasmidico o amplificaciones mediante PCR, que frecuentemente
requerian reacciones de digestion y en algunos casos modificacion de los extremos, como se

ha descrito en apartados anteriores.

El fragmento a insertar y el vector se mezclaron normalmente en proporcion de 5:1 a
10:1. Las ligaciones se realizaron en tampon quinasa con ATP 1 mM, cuando los fragmentos
a ligar tenian ambos extremos cohesivos, o 0,1 mM, cuando al menos uno de los extremos a
ligar era romo, en un volumen final de 10 pl. A cada reaccion se le afadié 1 unidad de ADN

ligasa de T4 (Roche) y se incub6 un minimo de 12 horas a 16 °C.

El producto de la ligacion se transform6 en la estirpe E. coli DH5a competente
mediante choque térmico o en la estirpe E. coli EPI300-T1® o derivada electrocompetente
mediante electroporacion (cuando el vector era el fosmido pMPO579 o derivado de este, con

el fin de poder obtener mayores cantidades de ADN) (apartado 4.1 de Materiales y Métodos).
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Se sembrd en placas con medio rico LB con el antibidtico adecuado para la seleccion del
plasmido. Los clones obtenidos se comprobaron mediante restriccion enzimatica o mediante
secuenciacion si el fragmento clonado provenia de PCR o se introducian mutaciones

puntuales por sustitucion de secuencias silvestres.

Tampon quinasa: Tris-HC1 0,5 M pH 7,6, C[,Mg 0,1 M, DTT 50 mM y ATP 1 mM / 0,1 mM.

3.11 Secuenciacion de ADN y analisis de secuencias

Las reacciones de secuenciacion para confirmar la presencia o ausencia de mutaciones
en el ADN fueron llevadas a cabo por la empresa Secugen (Madrid), utilizando como molde
preparaciones de ADN plasmidico o productos de PCR de alta calidad. El analisis de las
secuencias obtenidas se realizd empleando el paquete de herramientas BLAST (Altschul y
col., 1997) disponible en la pagina web del National Center for Biotechnology Information

(NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov).

4. TRANSFERENCIA DE ADN A ESTIRPES BACTERIANAS

4.1 Transformacion

4.1.1 Transformacién de Escherichia coli mediante choque térmico
4.1.1.1 Preparacion de células competentes

La preparacion de células competentes se llevd a cabo mediante dos procedimientos

distintos dependiendo de la finalidad de la transformacion.

Para la transformacion de E. coli DH5a con ligaciones se prepararon células
competentes segin una variante del método de Inoue y col. (1990), con el que se consigue una
alta frecuencia de transformacion (de 5-10” a 10° transformantes por pg de ADN plasmidico).
Un cultivo saturado de DH5a se diluyo a D.O.¢o9 de 0,1 en 200 ml de medio SOB y se incubd
con agitacion a 22 °C hasta alcanzar una D.O.¢0 de 0,5. El cultivo se transfirié rdpidamente a
hielo, donde se mantuvo durante 10 minutos. A continuacién, se recogieron las células
mediante centrifugacion a 2.500 g a 4 °C durante 10 minutos. El sedimento se resuspendi6 en

20 ml de TB a 0 °C, se anadieron otros 60 ml de TB a 0 °C y se incub6 10 minutos en hielo.
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Se volvieron a recoger las células en las mismas condiciones y se resuspendieron en 20 ml de
TB a 0 °C. Se afadieron 1,5 ml de DMSO vy tras incubar 10 minutos en hielo se hicieron

alicuotas, que se congelaron en nitrégeno liquido y se almacenaron a -80 °C.

Medio SOB: Triptona 2 % (p/v), extracto de levadura 0,5 % (p/v), NaCl 8,5 mM, KCI 1,25
mM. Ajustar el pH a 7,0 con NaOH y autoclavar. Anadir posteriormente MgCl, 10 mM y
glucosa 0,36 mM.

TB: Pipes (acido libre) 10 mM, CaCl,-2H,0 15 mM, KCl 250 mM. Ajustar el pH a 6,7 con
KOH. Anadir MnCl,x4H,0 55 mM. Filtrar.

Para transferir plasmidos a las distintas estirpes de E. coli se prepararon células
competentes segiin el método descrito por Chung y col. (1989), con pequefias variaciones. Un
cultivo saturado de la estirpe receptora se diluyo a D.O.¢p0 de 0,1 en medio LB y se incub6 a
37 °C en agitacion hasta fase exponencial temprana (D.O.¢p9 de 0,4 aproximadamente). Se
repartieron alicuotas de 1 ml en tubos, se enfriaron en hielo 5 minutos y se centrifugaron 30
segundos a 16.100 g. Se desecho el sobrenadante, se afadieron 75 pl de LB frio y se volvid a
incubar en hielo 5 minutos. Se afiadieron 75 pl de TSS 2X y se incubd en hielo otros 5

minutos. A continuacion se llevo a cabo la transformacion.

TSS 2X: Triptona 0,8 % (p/v), extracto de levadura 0,5 % (p/v), NaCl 85,5 mM,
polietilenglicol 8000 25 mM, DMSO 10 % (v/v), MgSO4-7H,O 1 M, pH 6,5.

4.1.1.2 Transformacion

Para transformar las células competentes se afiadio 1-5 pl de una preparacion de
plasmido (100-300 ng de ADN aproximadamente) o 10 pl en el caso de reacciones de ligacion
a 100 pl de células competentes. La mezcla se incubd en hielo durante 30 minutos y a
continuacion se realizé un choque térmico a 42 °C durante 45 segundos. Se devolvid
rapidamente al hielo y se afiadio 1 ml de LB a temperatura ambiente. Se incub6 a 37 °C
durante 60-90 minutos, se sembrd en placas de medio selectivo (LB con los correspondientes
antibidticos) y se incub6 toda la noche a 37 °C (salvo en el caso de plasmidos termosensibles,

en el que las incubaciones se realizaron a 30 °C).
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4.1.2 Transformacién de Escherichia coli mediante electroporacion
4.1.2.1 Preparacion de células electrocompetentes

Para la transformacion de estirpes de E. coli distintas a DH5a. con ligaciones, o para la
transferencia de plasmidos en los casos en los que se requerian frecuencias de transformacion
mayores a las obtenidas con el método del TSS, se prepararon células electrocompetentes.
Para la preparacion de células electrocompetentes se diluyo un cultivo saturado a D.O.40 de
0,1 en medio LB y se incubd a 37 °C en agitacion hasta D.O.¢p de 0,6-0,8. Las células se
dividieron en alicuotas de 6 ml y se recogieron por centrifugacion a 16.100 g durante 1
minuto a 4 °C. A continuacion, se resuspendieron en 3 ml de glicerol 10 % en agua bidestilada
(v/v) frio y se centrifugaron a 16.100 g durante 1 minuto a 4 °C. Seguidamente se repitio el
proceso resuspendiendo las células en 1 ml de glicerol 10 % frio, y nuevamente en 500 ul de
glicerol 10 % frio. Finalmente, se volvieron a centrifugar y a resuspender en 100 pl de

glicerol 10 % frio, y se incubaron en hielo hasta proceder a la transformacion.

4.1.2.2 Transformacion

Para transformar células electrocompetentes se afiadié 1-5 ul de una preparacion de
plasmido (100-300 ng de ADN aproximadamente) libre de sales o 10 pl en el caso de
reacciones de ligacién a 100 pl de células electrocompetentes. La mezcla se transfirié a una
cubeta de electroporacion con una distancia entre los electrodos de 2 mm, previamente
enfriada, y se someti6 a una diferencia de potencial de 2,5 kV en un electroporador
Micropulser™ (Bio-Rad). Inmediatamente después del pulso se afiadié 1 ml de LB a
temperatura ambiente a las células. Se incub6 a 37 °C durante 60-90 minutos, se sembr6 en
placas de medio selectivo (LB con los correspondientes antibidticos) y se incubd toda la
noche a 37 °C (salvo en el caso de plasmidos termosensibles, en el que las incubaciones se

realizaron a 30 °C).

4.2 Conjugacion
4.2.1 Conjugacion triparental

Para transferir plasmidos movilizables con un origen de transferencia conjugativa pero
carentes de genes tra desde una estirpe a otra de E. coli se llevaron a cabo conjugaciones

triparentales. Se empled el plasmido auxiliar pRK2013 (Figurski y Helinski, 1979) que
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contiene los genes de transferencia, en la estirpe DHS5a. Se partid de cultivos saturados
crecidos en medio LB de las estirpes donadora, auxiliar y receptora. Se diluyeron en medio
LB a D.O.g00 de 0,1, se incubaron a 37 °C hasta una D.O.¢p9 aproximada de 0,5 y se mezclaron
los cultivos en proporcién 1:1:1 en un volumen final de 300 pl. Se lavo la mezcla con LB
fresco para eliminar los antibidticos. Se centrifugd y se elimind la mayor parte del
sobrenadante, y el sedimento de células se resuspendio en el volumen residual de medio. Las
células resuspendidas se depositaron en forma de gota (parche de conjugacion) en una placa
de LB, y se incubaron durante 8 h a 37 °C. Posteriormente se segregd parte del parche en una
placa de LB con los antibioticos adecuados para la seleccion de la transferencia del plasmido
(antibiotico al que proporciona resistencia el plasmido y al que proporciona resistencia la

estirpe receptora).

Para transferir las metagenotecas (construidas en pMPOS579, que contiene OriT) de una
estirpe a otra de E. coli para realizar los rastreos de actividades se llevaron a cabo
conjugaciones triparentales, pero con las siguientes diferencias respecto al procedimiento que
se acaba de describir. Se tomo6 una alicuota de la metagenoteca almacenada a -80 °C (de 250
ul) y se cultivd en un volumen total de 5 ml de LB con Cm 12,5 pg/ml hasta alcanzar una
D.O.¢00 de 0,5 aproximadamente. A continuacion se diluyo este cultivo (donador) y cultivos
saturados de las estirpes auxiliar y receptora en LB a D.O.4p de 0,1, se incubaron a 37 °C
hasta una D.O.¢pp aproximada de 0,5 y se mezclaron los cultivos en proporcion 1:1:1 en un
volumen final de 3 ml (1 ml de cada uno). Tras la incubacion del parche de conjugacion, este
se recogio y se resuspendio en 2 ml de tampdn fosfato y se sembraron diluciones con los
factores de dilucion seleccionados (se indican en el apartado 9 de Materiales y Métodos,
segin el tipo de rastreo). Las placas tenian el medio de cultivo, antibidticos y demas
compuestos necesarios para la seleccion de la transferencia de los clones de la metagenoteca a
la estirpe receptora y la realizacion del rastreo funcional que se fuera a llevar a cabo (ver

apartado 9 de Materiales y Métodos).

Para el calculo de la frecuencia de conjugacion, se realizaron diluciones del parche de
conjugacion resuspendido en 2 ml tampon fosfato y se sembraron en diferentes placas. Por un
lado, para el conteo de transconjugantes, se sembraron placas de LB con el antibiotico al que
aporta resistencia el plasmido a transferir y con el antibidtico al que aporta resistencia la
estirpe receptora, con factores de dilucion 10* y 10°. Y por otro, para el conteo de viables, se
sembraron placas de LB con el antibiotico al que aporta resistencia la estirpe receptora, con

factores de dilucién 10° y 10”. Tras la incubacion de las placas se realizaron los conteos de
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colonias y se obtuvo la frecuencia de conjugacion dividiendo el numero de transconjugantes

entre el namero de viables.

Tampon fosfato 50X: 302,5 g/L Na,HPO4-12H,0 y 50 g/l KH,PO,.

5. PLASMIDOS CONSTRUIDOS EN ESTA TESIS
A continuacion se detalla la elaboracion de los plasmidos construidos en esta tesis.
5.1 Vectores para metagenotecas

PMPO571: Se necesitd la construccion previa del plasmido pMPOS561.

pMPO561: Se amplificéd mediante PCR el origen de transferencia conjugativa oriT a partir del
plasmido RP4 (Holloway, 1979), utilizando los oligonucleotidos OriTHpalFw y
OriTHpalRev (introduciendo un sitio de restriccion Hpal en cada extremo del fragmento de
ADN amplificado). El producto de la PCR (de 326 pb) se cortdé con Hpal, y se clono en el
sitio Hpal unico de pCC1FOS-Ceul, generando pMPO561 (de 8.531 pb).

pMPOS571: Se sintetizo una secuencia que contenia un promotor psal seguido por el sitio nut,
del fago lambda mediante PCR recurrente (Prodromou y Pearl, 1992) (apartado 3.4 de
Materiales y Métodos), utilizando los oligonucleotidos psalnutl, psalnut2, psalnut3 y
psalnut4. En la reaccion de PCR se usaron los mismos oligonucledtidos como molde,
poniendo los externos (psalnutl y psalnut4) a 1 uM y los internos (psalnut2 y psalnut3) a 0,01
UM. El programa de PCR del termociclador empleado fue: 5’ a 94 °C; 30>* a 94 °C, 1’30’ a
72 °C (35 ciclos); 7° a 72 °C (se unieron las fases de hibridacion y extension). Primero se
clond este fragmento (de 250 pb) en la diana ECORV del sitio de clonacion multiple de
pBluescript II SK+. Posteriormente se obtuvo el fragmento de interés digiriendo con Xbal y
HindIII y haciendo los extremos romos con Klenow (de 296 pb) y se clon6 en el sitio Sfol
unico de pMPO561. Se selecciond un transformante que tenia la orientacion adecuada del
fragmento psal-nut_ en relacion con el sitio de clonacion de ADN metagendémico, y se

denomin6é pMPOS571. El f6smido pMPOS571 tiene un tamano de 8.827 pb.
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pMPOS578: Se necesitd la construccion de 2 plasmidos previos.

Plasmido intermedio 1: Se amplificé parte del fésmido pCC1FOS-Ceul que contenia el gen
que proporciona resistencia a cloranfenicol y parte de redF, utilizando los oligonucledtidos
HindChlFw y BstZredFRv (fragmento de 1,4 kb flanqueado por los sitios de HindIIl y
Bst1107I) y se clond este fragmento en el sitio ECORV del sitio de clonacion multiple de
pBluescript II SK+.

Plasmido intermedio 2: Se obtuvo la region codificante de una variante del gen gfp de
Aequorea victoria (Cormack, Valdivia y Falkow, 1996) precedida por su propia Shine-
Dalgarno a partir del plasmido pMPO634 (Tomas-Gallardo y col., 2009). El gen gfp tiene un
sitio EC072I (el mismo que el sitio de clonacion para el ADN metagenomico en el fosmido),
que se elimind6 mediante PCR solapante (Ho y col., 1989) (apartado 3.5 de Materiales y
Métodos), generando un sitio MIul pero sin cambiar la secuencia de aminoacidos codificados
por el gen. La amplificacién se realizd utilizando los oligonucléotidos SDGFPKpnlsolap,
GFPMIulFwsolap, GFPMIulRvsolap y GFPXbal-TFB-PCRsolap. En la primera fase de PCR
de realizd una PCR con los oligonucle6tidos SDGFPKpnlsolap y GFPMIulFwsolap, y otra
con GFPMIulRvsolap y GFPXbal-TFB-PCRsolap, utilizandose pMPO634 como molde en
ambas. En la segunda fase de PCR se emplearon los productos de las PCR de la primera fase
como molde y los oligonucledtidos SDGFPKpnlsolap y GFPXbal-TFB-PCRsolap como
cebadores. El programa de PCR del termociclador empleado fue: 5° a 94 °C; 30" a 94 °C,
307 a 68 °C, 1’15 a 72 °C (10 ciclos); 30°” a 94 °C, 30°* a 51 °C, 1’15 a 72 °C (25 ciclos);
7> a 72 °C. Se digiri6 el producto de la PCR (de 774 pb) con la enzima de restriccion Xbal
(que tenia dianas justo antes de la Shine-Dalgarno y tras el gen gfp), se hicieron romos sus
extremos con Klenow y se clond en el plasmido intermedio 1, antes del gen que proporciona
resistencia a cloranfenicol, entre los dos sitios HindIII, tras hacer los extremos romos con

Klenow.

pMPOS578: Se extrajo el fragmento de interés, que lleva gfp con su Shine-Dalgarno sin sitio
Eco721 y parte del gen de resistencia a cloranfenicol, del plasmido intermedio 2, digiriendo
con Xhol y Scal, se hicieron los extremos romos con Klenow, y se clond en el fosmido
pMPOS571 tras el sitio de clonacion de ADN metagenomico, entre los sitios HindIII y Scal,
haciendo los extremos romos con Klenow, de manera que el gen que proporciona resistencia a

cloranfenicol quedoé regenerado. El fé6smido pMPOS578 tiene un tamafio de 9.609 pb.
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PMPO579: Se necesitd la construccion previa de un plasmido.

Plasmido intermedio 3: Se obtuvo la region codificante de una variante del gen gfp de
Aequorea victoria (Cormack, Valdivia y Falkow, 1996) a partir del plasmido pMPO634
(Tomas-Gallardo y col., 2009). El sitio Eco72I del gen gfp se mutd creando un sitio Mlul
mediante PCR solapante (Ho y col., 1989) (apartado 3.5 de Materiales y Métodos), sin
cambiar la secuencia de aminoacidos codificados por el gen, con los oligonucléotidos
KpnISDpT77GFP, GFPMIlulFwsolap, GFPMIulRvsolap y GFPXbal-TFB-PCRsolap,
quedando las dianas de Kpnl y Xbal en los extremos del fragmento. El extremo 5° del
oligonucledtido KpnISDpT77GFP contenia la secuencia Shine-Dalgarno del gen 10 del fago
T7 de tal manera que esa secuencia quedd a la distancia adecuada antes de la region
codificante del gen gfp amplificada. En la primera fase de PCR de realiz6 una PCR con los
oligonucledtidos KpnISDpT77GFP y GFPMIulFwsolap, y otra con GFPMlIlulRvsolap y
GFPXbal-TFB-PCRsolap, utilizdndose pMPO634 como molde en ambas. En la segunda fase
de PCR se emplearon los productos de las PCR de la primera fase como molde y los
oligonucleétidos KpnISDpT77GFP y GFPXbal-TFB-PCRsolap como cebadores. El programa
de PCR del termociclador empleado fue: 5’ a 94 °C; 30" a 94 °C, 30"’ a 68 °C, 1°’15”> a 72 °C
(10 ciclos); 30” a 94 °C, 30°* a 51 °C, 1’15 a 72 °C (25 ciclos); 7> a 72 °C. Se digirio6 el
producto de la PCR (de ~800 pb) con las enzimas de restriccion Kpnl y Xbal, se hicieron
romos sus extremos con la ADN polimerasa de T4 y se clon6 en el pladsmido intermedio 1
(cuya construccion se explica anteriormente), antes del gen que proporciona resistencia a

cloranfenicol, entre los dos sitios HindIII, tras hacer los extremos romos con Klenow.

pMPOS579: Se extrajo el fragmento de interés, que lleva la Shine-Dalgarno del gen 10 del fago
T7, gfp sin sitio EC0721 y parte del gen de resistencia a cloranfenicol, del plasmido intermedio
3, digiriendo con Xhol y Scal, se hicieron los extremos romos con Klenow, y se clono en el
fosmido pMPOS571 tras el sitio de clonacion de ADN metagendmico, entre los sitios HindIIl y
Scal, haciendo los extremos romos con Klenow, de manera que el gen que proporciona
resistencia a cloranfenicol qued6 regenerado. La estructura del fésmido final, denominado

pMPOS579, se representa en la figura 6. El fésmido pMPO579 tiene un tamafio de 9.621 pb.

pMPO580: Es un derivado de pMPOS579 con un terminador transcripcional construido para
validar el sistema. Se obtuvo un fragmento de unas 2,5 kb correspondientes a la region
intergénica entre los genes thnL y thnM de la estirpe TFA de Sphingomonas macrogolitabida
(que contiene el terminador de thnL) por restriccion con ECORI y Kpnl del plasmido pIZ1110

(tesis doctoral de M. Eloisa Andtjar Pulido, 2001). Los extremos del fragmento se hicieron
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romos con la ADN polimerasa de T4, y este se clondé en pMPO579, en el sitio EC072I (sitio de
clonacion del ADN metagenomico). El terminador qued6 ubicado aproximadamente a 2,3 kb

aguas abajo de psal y a 2 kb del promotor pT7, en la orientacion adecuada.

5.2 Subclones con gen(es) metagendmico(s)

pMPO584: El gen blaC del clon ETN1 (sin la pequena orf que le sigue) se obtuvo mediante
PCR  utilizando la  pareja de  oligonucledtidos  blactamETNI1EcoRIfw y
blactamETN1HindIlIrv (introduciendo los sitios de restriccion de ECoRI y HindIIl en los
extremos del fragmento de ADN amplificado). El producto de PCR, de 1,2 kb, se digirié con
las enzimas de restriccion ECORI y HindIII y se clondé en pMPOS579 digerido con las mismas

enzimas, de manera que el gen blaC quedaba a continuacion y en el mismo sentido que psal.

pMPO585: El gen blaC seguido de una pequeiia orf del clon ETN1 se obtuvo mediante PCR
utilizando la pareja de oligonucledtidos blactamETN1EcoRIfw y blactampepETN1HindIIIrv
(introduciendo los sitios de restriccion de ECORI y HindIII en los extremos del fragmento de
ADN amplificado). El producto de PCR, de 1,5 kb, se digirié con las enzimas de restriccion
EcoRI y HindIII y se clon6 en pMPO579 digerido con las mismas enzimas, de manera que el

gen blaC quedaba a continuacion y en el mismo sentido que psal.

pPMPO586: Los genes codificantes de los 3 componentes de la bomba de eflujo de los clones
TN3 y TN4 se obtuvieron por restriccion de TN4 con las enzimas Kpsl y Pstl, haciendo los
extremos romos con la ADN polimerasa de T4. El fragmento resultante, de 6.739 pb, se clond
en pMPO579 digerido con PmII (isoesquizomero de Ec0721, en el sitio de clonacion del ADN
metagendmico), de manera que los genes de la bomba quedaron tras los promotores

heter6logos, en su misma orientacion.

pPMPO587: Se obtuvo un fragmento de 5,7 kb que contenia los genes dszE, dszA, dszB y
dszC, flanqueados por unas 800 pb aguas arriba de la region codificante de dszE y unas 600
pb aguas abajo del tltimo de los genes, por restriccion del clon UPO21 con Celll. Los
extremos se hicieron romos con Klenow. Este fragmento se clon6 en el fosmido pMPO579

digerido con Pmll (isoesquizomero de Ec072I, en el sitio de clonacion del ADN
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metagendémico), de manera que los genes quedaron tras los promotores heterdlogos, en su

misma orientacion.

pPMPOS588: Se obtuvo por restriccion del clon UPO21 con Ncol y Kpnl un fragmento de 1,4
kb que contenia el gen dszR. Los extremos se hicieron romos con la ADN polimerasa de T4.
Este fragmento se clond en plZ1016 (Martinez-Pérez y col., 2004) digerido con HindIII y
hechos los extremos romos con Klenow. De este modo, el gen del regulador quedo tras el

promotor ptac del vector, en su misma orientacion.

pMPO1383: El gen upoedoll se obtuvo por PCR del clon UPO36 utilizando la pareja de
oligonucledtidos UPOEDOI11Ndelfw y UPOEDOI11BamHIrv (introduciendo los sitios de
restriccion de Ndel, acoplado con el codén de inicio, y BamHI en los extremos del fragmento
de ADN amplificado). El producto de PCR, de unas 930 pb, se digirid con las enzimas de
restriccion Ndel y BamHI y se clono en el vector de superproduccion pET-14b (Novagen)
digerido con las mismas enzimas, de manera que el gen codificante de la dioxigenasa

extradiolica quedaba a continuacion y en el mismo sentido que el promotor pT7.

5.3 Fusiones traduccionales a lacZ y transcripcionales a gfp
PMPO593: Se necesitd la construccion previa del plasmido pMPO592.

pMPO592: Un fragmento de unas 650 pb que contenia la ultima parte del gen dszC, dejando
fuera el codon de parada, se amplifico por PCR, empleando como molde pMPO587, con los
oligonucledtidos EcoKpndszCfw y BamdszCrv. El oligonucledtido EcoKpndszCfw llevaba
en el extremo 5’ la diana ECORI, a continuacion la diana Kpnl y después los nucleétidos
necesarios para que al final en la fusion quedara reconstituida la diana Sphl de dszC. El
oligonucle6tido BamdszCrv llevaba en el extremo 5° la diana BamHI. El producto de
amplificacion se cortd con ECORI y BamHI y se clono en el vector de fusiones traduccionales
pMPO200 (Garcia-Gonzalez y col., 2005) digerido con las mismas enzimas, de manera que el

fragmento final del gen dszC quedaba fusionado en fase al gen lacZ del vector.

pMPO593: El final del gen dszC seguido de lacZ se obtuvo por restriccion (fragmento de 4,1
kb) cortando pMPO592 con Kpnl y Sall y haciendo romos los extremos con la ADN
polimerasa de T4. Ese fragmento se clondo en pMPOS587 digerido con Sphl y hechos los
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extremos romos con la ADN polimerasa de T4, de manera que se elimina el final del
gen dszC y el resto del ADN del inserto metagendomico, sustituyéndolo por el final de ese

mismo gen sin incluir el codon de parada y con lacZ fusionado en fase.

pMPO594: Un fragmento de 3,5 kb con el gen lacZ se obtuvo de pMPO200 (Garcia-
Gonzalez y col., 2005) por restriccion con ECORI y Sall. Se hicieron los extremos romos con
Klenow, y se clon6 en pMPO587 digerido con Sphl y HindIIl, haciendo los extremos romos
con la ADN polimerasa de T4, de manera que se incluia hasta el tercer codon del gen

codificante de la reductasa (dszE), quedando este en fase con lacZ.

pPMPO596: Se necesitd la construccion previa del plasmido pMPO595.

pMPO595: Se obtuvo un fragmento de unas 3,3 kb que incluia desde 453 nucle6tidos aguas
arriba del dinucledtido GG del promotor dependiente de sigma 54 hasta el 267° codon del gen
dszB por restriccion con Smal de pMPO587, y se clond en el fésmido pMPOS579 linealizado

con PmlL.

pMPOS596: Por restriccion de pMPO593 con Nsil y Scal se obtuvo un fragmento de unas 9,1
kb que incluia los cuatro genes, dszE, dszA, dszB y dszC, pero dejaba fuera el promotor
dependiente de sigma 54, y llegaba por el otro extremo hasta el noveno codon del gen
codificante de la resistencia a cloranfenicol del vector. Se cloné en pMPOS595 cortado con las
mismas enzimas (fragmento de unas 8,8 kb), de manera que la resistencia a cloranfenicol
quedaba reconstituida, y el resto de la construccion exactamente igual que en pMPO593 salvo

que no tenia el terminador.

PMPO597: Se obtuvo un fragmento de 3,5 kb que contenia el gen lacZ de pMPO200 (Garcia-
Gonzalez y col., 2005) por restriccion con ECORI y Sall, se hicieron los extremos romos con
Klenow, y se cloné en pMPO587 digerido con Xhol y Sphl, tras hacer los extremos romos con
la ADN polimerasa de T4, de manera que se incluian los primeros 154 codones del gen dszA,

quedando este en fase con lacZ.
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6. CONSTRUCCION DE ESTIRPES

6.1 Introduccion de genes en el cromosoma utilizando productos de PCR

Para la construccion de estirpes de E. coli derivadas de EPI300-T1® se utilizo una
modificacién del método descrito por Datsenko y Wanner (2000). El método original permite
la inactivacion de genes cromosdmicos utilizando productos de PCR. La modificacion
empleada permite sustituir el gen inactivado por un fragmento que contiene un gen u otros

elementos de interés.

Este procedimiento esta basado en el sistema de recombinacion Red del fago A. Una de
las razones por las que E. coli no es transformable con ADN lineal es la presencia de
exonucleasas intracelulares que lo degradan. El sistema Red del fago A incluye los genes %
y exo que codifican las proteinas Gam, Bet y Exo, respectivamente. Gam inhibe la
exonucleasa V del hospedador permitiendo el acceso de Bet y Exo a los extremos de ADN

para promover la recombinacion.

La estrategia bésica consiste en reemplazar una secuencia cromosomica (el gen B en la
figura 5) por un fragmento que contiene un gen de resistencia a antibidtico seleccionable junto
a la secuencia de interés a introducir en el cromosoma (el gen I en la figura 5), que es
generado por PCR utilizando oligonucle6tidos que contienen 50 nucledtidos de homologia
con la secuencia que queremos reemplazar (H1 y H2 en la figura 5). Si las zonas de
homologia son contiguas se puede introducir el fragmento de interés en el cromosoma sin
delecionar ninguna secuencia. La recombinacion es llevada a cabo por el sistema Red del fago
A, expresado desde un promotor inducible en un plasmido de bajo nimero de copias y
termosensible (pKD46, Ap"). Tras la seleccion, el gen de resistencia puede eliminarse usando
otro plasmido (pCP20, Ap® y Cm®) que expresa la recombinasa FLP del plasmido de 2 u de
Saccharomyces cerevisiae, de manera que solo queda en ¢l cromosoma la secuencia de
interés. El sistema FLP actua en las repeticiones directas FRT (ELP recognition target) que
flanquean la secuencia del gen de resistencia (figura 5). Los plasmidos que contienen los
sistemas Red y FLP son termosensibles y pueden curarse facilmente mediante crecimiento a

37°C.
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Paso 1. Amplificacion por PCRdel gen de resistenciaa antibicdtico flanqueado
por lassecuenciasFRT y del gen de interés.

A
{p1
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Paso 2. Transformacion de |a estirpe que expresa la recombinasa Red de A.
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H2

Gen A
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Gen C

Paso 3.Seleccion de transformantes resistentes al antibidtico.
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Paso 4. Eliminacion del gen de resistencia a antibiotico usando el sistema FLP.
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Figura 5. Esquema del proceso de introduccion de genes en el cromosoma utilizando
productos de PCR. H1 y H2 indican regiones de homologia de las secuencias flanqueantes del
gen a delecionar. P1 y P2 son las regiones de homologia de las secuencias que flanquean el gen
de resistencia a antibiotico seguido del gen de interés. Modificado de Datsenko y Wanner, 2000.

6.1.1 Preparacion del ADN para la sustitucion

Los plasmidos usados como molde en las reacciones de PCR fueron construidos
previamente, ubicando los genes de resistencia a Cm de pKD3 o a Km de pKD4 junto a la
secuencia de interés a introducir en el cromosoma. Los oligonucleotidos utilizados como
cebadores se disefiaron de forma que el gen a introducir en el cromosoma quedara en sentido
contrario al gen objeto de la delecion. Estos oligonucledtidos contenian 20 nucledtidos de
homologia con los extremos de la secuencia a introducir (gen de resistencia mas secuencia de

interés) y en su extremo 5’ 50 nucledtidos de homologia con la region flanqueante del gen a

delecionar.
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Se llevo a cabo la PCR y el producto fue purificado de gel de agarosa. A continuacion,
para eliminar el ADN molde utilizado en la PCR que pudiera quedar, el ADN purificado se
digiri6 con Dpnl, que reconoce selectivamente el ADN metilado, y se purificé de nuevo

eluyendo en agua bidestilada.

6.1.2 Transformacion de los receptores

Se prepararon células electrocompetentes de la estirpe receptora EPI300-T1® portando
el plasmido pKD46, que expresa el sistema Red del fago A bajo el control del promotor de
araB inducible por arabinosa. Para la obtencion de células electrocompetentes, cultivos
saturados incubados a 30 °C en LB con ampicilina se diluyeron 100 veces en 50 ml de SOB
sin magnesio suplementado con ampicilina y L-arabinosa 1mM, y se incubaron a 30 °C hasta
alcanzar una D.O.¢ de 0,6-0,8. Las células se recogieron mediante centrifugacion durante 15
minutos a 4.000 r.p.m. a 4 °C y se resuspendieron en 20 ml de glicerol al 10 % frio.
Posteriormente se centrifugaron de nuevo 15 minutos a 4.000 rpm. a 4 °C y se
resuspendieron en 10 ml de glicerol al 10 % frio. Tras una nueva centrifugacion, se
resuspendieron en 5 ml de glicerol al 10 % frio. Y por ultimo, las células se volvieron a

centrifugar y se resuspendieron en 500 pl de glicerol al 10 % frio.

Se electroporaron alicuotas de 100 pl de células electrocompetentes con 10 ul (1-1,5 pg
totales) del ADN purificado tras la digestion con Dpnl. Tras el pulso con el electroporador, las
células se resuspendieron en 1 ml de LB y se incubaron a 37 °C durante 90 minutos. Tras la
incubacion, se sembro la mitad en placas con medio selectivo (LB con kanamicina o
cloranfenicol) a 37°C. El resto se dejo a temperatura ambiente y en caso de no obtener ningliin

transformante resistente a antibiotico, se sembro tras 24 horas de incubacion.

SOB sin magnesio: Medio SOB: Triptona 2 % (p/v), extracto de levadura 0,5 % (p/v), NaCl
8,5 mM, KCI 1,25 mM. Ajustar el pH a 7,0 con NaOH.

6.1.3 Comprobacion de candidatos

Las colonias obtenidas se cultivaron en medio sélido LB con Km o LB con Cm, y LB
con Ap y se incubaron a 37 °C. Tras 24 horas, se seleccionaron aquellas colonias sensibles a

Ap, que habian perdido pKD46, y resistentes al antibidtico Km o Cm. La insercién del nuevo
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fragmento que contiene ademas de la secuencia de interés el gen de resistencia sustituyendo el
gen a delecionar, se comprobd mediante PCR con distintas parejas de oligonucledtidos, y

posteriormente se comprobd el fenotipo de las distintas estirpes construidas.

6.1.4 Escision del gen de resistencia a antibiotico

La eliminacion del gen de resistencia al antibidtico introducido se realiz6 transformando
la estirpe con el pldsmido pCP20, cultivando las células tras la transformacion a 30 °C y
sembrandolas posteriormente en LB con Ap e incubando a 30 °C. Para eliminar el plasmido
pCP20, se segregd un transformante en placa de LB sin antibiotico a 37 °C. La pérdida del
plasmido y la escision de la resistencia (Cm" o Km") se comprobaron observando ausencia de
crecimiento en placas de LB con Ap y de LB con Cm/ Km respectivamente. La escision del

gen de resistencia se comprob6 ademas mediante PCR con los oligonucleotidos externos.

7. ESTIRPES CONSTRUIDAS EN ESTA TESIS

A continuacion se detalla la elaboracion de las estirpes de E. coli construidas en esta
tesis, mediante la técnica de introduccion de genes en el cromosoma utilizando productos de
PCR descrita en el apartado 6.1 de Materiales y Métodos. Para cada una de ellas, se explica la
construccion de los pladsmidos necesarios y a continuacion la integracion de la secuencia de

interés en el cromosoma.

MPOS553: Estirpe derivada de EPI300-T1" que tiene integrado en su genoma un fragmento de
ADN de ~3,3 kb con el promotor placUV5, atenuador de nasF y el gen 1 del fago T7, que
codifica la ARN polimerasa de este fago.

Construccion de plasmidos:

pMPOS556: El promotor placUV5 se obtuvo por restriccion como un fragmento ECORI-BamHI
de unas 95 pb a partir del plasmido pNK736 (Simons y col., 1983), haciendo los extremos de
EcoRI romos con Klenow, y se clon6 en pBluescript 11 SK+ digerido con Notl-Klenow y
BamHI.
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pMPO557: El atenuador de nasF se obtuvo por restriccion a partir de pMPO27 (Royo y col.,
2005b) flanqueado por dos sitios ECORI (fragmento de unas 120 pb) y se clon6 en pMPOS556
digerido con EcoRI, tras placUV5.

pMPOS558: El gen que proporciona resistencia a kanamicina de pKD4 (Datsenko y Wanner,
2000) se amplifico por PCR usando los oligonucleotidos Sac-P1 y Sac-P2. El fragmento
obtenido, de 1.477 pb, se cloné6 en pMPO557 digerido con ECORV, a continuacion del

atenuador de nasF.

pMPO559: El gen que proporciona resistencia a cloranfenicol de pKD3 (Datsenko y Wanner,
2000) se amplifico por PCR usando los oligonucleotidos Sac-P1 y Sac-P2. El fragmento
obtenido, de 1.014 pb, se clond en pGP1-2 (Tabor y Richardson, 1985) a continuacion del gen
1 (ARN polimerasa de T7), tras digerir el plasmido con BamHI y hacer los extremos romos

con Klenow.
Integracion en el cromosoma:

La construccion de interés se integro en el locus trg en dos partes porque la construccion
completa era demasiado grande para amplificarse mediante una tUnica reaccion de PCR y

obtener una cantidad suficiente de producto.

La primera parte de la construccion, en pMPOS558, se amplific6 mediante PCR usando
los oligonucledtidos trgEc-P12 y trgEc-BSK2. Los extremos 5’ de estos oligonucledtidos son
homologos a los limites de la secuencia gendémica que va a reemplazarse por la construccion
amplificada. Se llevaron a cabo 6 reacciones iguales de PCR en un volumen de 50 pl cada
una. El producto de PCR obtenido, de 1,8 kb, se digirié con Dpnl, obteniendo finalmente 2,7
ng de ADN totales. Se introdujo mediante electroporacion en la estirpe EPI300-T1® que
contenia pKD46, para integrar la primera parte de la construccion en el locus trg (Datsenko y

Wanner, 2000).

La segunda parte de la construccion, en pMPOS559, se amplifico mediante PCR usando
los oligonucledtidos trgEc-P12 y terSacP2-G1. Los extremos 5’ de estos cebadores son
homologos a los limites de la secuencia genomica que va a reemplazarse por la construccion
amplificada. Se llevaron a cabo 6 reacciones iguales de PCR en un volumen de 50 pl cada
una. El producto de PCR, de 3,7 kb, se digirié con Dpnl, obteniendo finalmente 2,4 ng de
ADN totales. Se introdujo mediante electroporacion en la estirpe EPI300-T1" con la primera

parte de la construccion ya en el genoma y con el plasmido pKD46, para integrar la segunda
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parte de la construccion tras la primera (reemplazando el gen que proporciona resistencia a

kanamicina de pKD4) (Datsenko y Wanner, 2000).

Finalmente, se elimind el gen que proporciona resistencia a cloranfenicol del genoma

usando pCP20 (Cherepanov y Wackernagel, 1995 y Datsenko y Wanner, 2000).

MPO554: Estirpe derivada de EPI300-T1R que tiene integrado en su genoma un fragmento de
ADN de ~1,9 kb que contiene el gen nahR, su promotor pnah, el promotor psal, cercano al
anterior y colocado de manera divergente, y el gen N del fago lambda, en el mismo sentido y

a continuacion de psal.
Construccion de plasmidos:

pMPO563: Un fragmento que contenia el gen nahR con su promotor pnah y el promotor psal,
de ~1,2 kb, se obtuvo por restriccion con Notl y BamHI a partir del vector pCNB4-S2
(Cebolla y col., 2001) y se clond en pBluescript II KS+ digerido con las mismas enzimas de

restriccion.

pMPOS564: El gen que proporciona resistencia a cloranfenicol de pKD3 (Datsenko y Wanner,
2000) se amplificé por PCR usando los oligonucledtidos Sac-P1 y Sac-P2. El fragmento
obtenido, de 1014 pb, se clondé en pMPOS563 digerido con ECORV, aguas abajo del gen nahR.

pMPOS565: El gen N se amplifico mediante PCR a partir de ADN de lambda usando los
oligonucledtidos NotN y KspN (introduciendo los sitios de restriccion de Notl y KsplI en los
extremos del fragmento de ADN amplificado). El producto de PCR, de unas 614 pb, se digirio
con las enzimas de restriccion Notl y Kspl y se cloné en pMPO564 parcialmente digerido con
Kspl y completamente digerido con Notl (de esta manera, el vector solo perdia un pequefio

fragmento fuera de la construccion de interés), aguas abajo de psal y en la misma orientacion.
Integracion en el cromosoma:

La construcciéon de interés se integrd en el locus trg. Dicha construccion, en pMPOS565, se
amplificé mediante PCR usando los oligonucledtidos trgEc-BKS y trgEc-P1. Los extremos 5’
de estos oligonucledtidos son homologos a los limites de la secuencia gendmica que va a
reemplazarse por la construccion amplificada. Se llevaron a cabo 6 reacciones iguales de PCR
en un volumen de 50 pl cada una. El producto de PCR obtenido, de 2,8 kb, se digiri6 con

Dpnl, obteniendo finalmente 1,3 pug de ADN totales. Se introdujo mediante electroporacion en
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la estirpe EPI300-T1® que contenia pKD46 para integrar la construccion en el locus trg

(Datsenko y Wanner, 2000).

Finalmente, se elimind el gen que proporciona resistencia a cloranfenicol del genoma

usando pCP20 (Cherepanov y Wackernagel, 1995 y Datsenko y Wanner, 2000).

MPO555: Estirpe derivada de EPI300-T1" igual que MPO554 pero con un desfase del marco
de lectura en el codon 60 del gen N, que la hace productora de una proteina N truncada Se

construy6 para validar el sistema.
Construccion de plasmidos:

pMPOS575: Se hibridé el oligonucledtido thnB-6-thnC consigo mismo y se rellenaron los
extremos 3’ con Klenow creando un inserto con extremos romos de 14 pb. Este inserto se
clon6 en pMPO565 digerido con Hpal, generando un cambio de la pauta de lectura en el

codon 60 del gen N.

Integracion en el cromosoma: Se realizo igual que para MPO554 pero empleando pMPOS575

en lugar de pMPOS565.

7.1 Seleccién de mutantes resistentes espontaneos a antibioticos

Se seleccionaron mutantes resistentes espontaneos a los antibidticos rifampicina y acido
nalidixico de EPI300-T1®, MPO553 y MPO554. Se empled rifampicina 20 ug/ml y écido
nalidixico 15 pg/ml, tras comprobar que a esas concentraciones esas estirpes no presentaban

crecimiento.

Se partid de cultivos saturados en LB de cada una de las tres estirpes indicadas. Para la
busqueda de resistentes espontaneos a rifampicina se sembraron 200 pl de cada una de ellas
en placas de LB con Rif 20 pug/ml, y se incubaron a 37 °C hasta el dia siguiente. Aparecieron
aproximadamente entre 50 y 100 colonias en cada placa, y se seleccion6 una que presentaba
buen aspecto para cada estirpe. Para la busqueda de resistentes espontaneos a acido nalidixico
se sembro 1 ml de cultivo centrifugado y resuspendido en menos volumen de cada una de
ellas en placas de LB con Nal 15 pug/ml, y se incubaron a 37 °C hasta el dia siguiente.
Aparecieron entre 2 y 8 colonias en cada placa, y se selecciond una que presentaba buen

aspecto para cada estirpe.
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8. CONSTRUCCION DE METAGENOTECAS

8.1 Recogida de muestras

Las muestras de suelo se tomaron de las zonas seleccionadas tras eliminar previamente
el suelo mas superficial. Se almacenaron en bolsas semicerradas a temperatura ambiente (por
considerarse una temperatura similar a la del lugar de procedencia de las muestras) y se

procesaron en el menor tiempo posible.

8.2 Separacion de la fraccion bacteriana

Antes de extraer el ADN, se separ6 de la muestra total una fracciéon concentrada de
bacterias, mediante un gradiente de densidades empleando la resina Nycodenz (Axis-Shield).
En primer lugar, se afiadieron 140 ml de disruption buffer por cada 40 g de suelo, y se batio la
mezcla mediante 3 ciclos de 10 segundos seguidos de 1 minuto en hielo. A continuacion, se
incubd la mezcla durante varias horas en agitacion a 4 °C para favorecer la separacion de las
células de las particulas del suelo. La suspension se centrifugd a baja velocidad (a 400 g
durante 3 minutos seguido de otra centrifugacion a 600 g durante 1 minuto al observarse el
sobrenadante atin muy turbio), y se transfirieron unos 25 ml del sobrenadante a un tubo que
contenia 10 ml de una solucion de la resina Nycondenz a 1,3 g/ml. A partir de ese momento
se trabajo tratando de mantener la muestra siempre en frio. El tubo se centrifugé 40 minutos a
10.000 g a4 ° C, y se observo la aparicion de una banda blanquecina enriquecida en bacterias
en la interfase entre el Nycodenz y la fase superior acuosa. Se elimin6 parte de la fase acuosa
y se continu6 afiadiendo sobrenadante y repitiendo el proceso hasta que este se hubo
terminado. Al final, se transfirid la banda blanquecina a un tubo limpio (5-10 ml) y se le
afiadieron 35 ml de tampdon PBS 1X. Las células se depositaron por centrifugacion a 10.000 g

durante 20 minutos. Los sedimentos de células se resuspendieron en 500 ul de tampon TE.

Tampon disruption buffer: NaCl 0,2 M, Tris-HCI 50 mM pHS.0. Se preparo6 en agua destilada

y se conservo a temperatura ambiente.

Nycodenz (1002424, Axis-Shield). Se prepard a una concentracion de 1,3 g/ml en disruption
buffer. Es muy dificil de disolver y puede completarse la disolucion con el autoclavado. Se

conservo a temperatura ambiente en oscuridad.
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Tampon PBS (phosphate buffered saline) 10 X: NaCl 80 g/L, KCI 2,01 g/L, Na,HPO, 14,2
g/L, KH,PO, 2,72 g/L. Ajustar a pH 7,4.

Tampon TE: Tris-HCI 10 mM pH 8, EDTA 1 mM.

8.3 Extracciéon del ADN

Partiendo de las células resuspendidas en tampon TE, se extrajo el ADN con el kit
GNOME DNA (MP Biomedicals), siguiendo las indicaciones del fabricante. La muestra se
mantuvo siempre que fue posible en frio, las mezclas se realizaron por inversion del tubo y se
tomaron los volimenes con la pipeta con suavidad, para evitar la degradacion del ADN. Al

final se resuspendio el ADN metagenomico en 500 pl de tampon TE.

Se comprobd que se habia obtenido suficiente ADN (se obtuvo >20 pg) midiendo la
concentracion en un espectrofotometro Nanodrop, y se visualizé en gel de agarosa al 0,7 %
(p/v) para comprobar el tamafio y estado de degradacion del mismo. Es muy importante que el
ADN no se encuentre degradado y que presente tamafios de 30-40 kb. Cuando fue necesario,
por haber obtenido fragmentos de mayor tamafio, se procedio a la rotura mecanica mediante
pipeteos. Se emplearon membranas Microcon Ultracel YM-100 (Millipore) o Amicon Ultra
100K (Millipore) para concentrar la muestra de ADN cuando fue necesario (lo ideal son
concentraciones de en torno a 100 ng/pul).

El ADN obtenido se almacend a 4 °C, el menor tiempo posible. Se siguieron las
indicaciones para la construccion de metagenotecas del protocolo del kit CopyControl™
Fosmid Library Production (Epicentre) con algunas modificaciones, entre las que destaca el

empleo de pMPO579 como vector en lugar de pCC1FOS.

8.4 Preparacion del ADN

En la preparacion del ADN se incluyen la reparacion de extremos, purificacion de gel

de las moléculas de ADN de tamano adecuado y lavado y concentracion del ADN.

La reparacion de extremos se llevd a cabo mediante una reaccion con la mezcla de
enzimas End-Repair (Epicentre), siguiendo las instrucciones del fabricante, empleando unos 5

ug de ADN por reaccion.
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A continuacion, se cargo la totalidad de la muestra en un gel de agarosa de bajo punto
de fusion al 1 % (p/v) de 20 cm de longitud, y migrdé junto a una pequefia alicuota de la
muestra cargada en otro pocillo y un marcador de peso molecular de gran tamaio, a 45-60 V
durante 14-12 horas a 4 °C. Se separo6 la parte del gel que contenia los carriles con la alicuota
y el marcador, se tild en una solucion de bromuro de etidio y se visualizd con un
transiluminador de radiacion ultravioleta, comprobando que la alicuota de la muestra tenia el
tamafno adecuado (30-40 kb) y se hizo una marca en el gel a la altura a la que esta se
encontraba. Posteriormente, con la ayuda de la marca realizada, se cort6 la banda de ADN
metagenomico de la otra parte del gel, de manera que este no fue expuesto a radiacion
ultravioleta. Una vez cortada la banda, se tifid y visualizo el resto del gel para comprobar que

se habia recuperado el ADN.

El ADN se extrajo del gel mediante un tratamiento con la enzima GELase (Epicentre),
sin emplear tampo6n, afiadiendo 2 pl de enzima por cada 300 pg de gel, e incubando 3 horas a
45 °C. Para el resto de aspectos relacionados con este tratamiento se siguieron las indicaciones
del fabricante. La purificacion se finalizé con una centrifugacion de 15 minutos a 15.000 g a 4

°C y la recuperacion del sobrenadante, siendo cuidadosos con no tomar nada del sedimento.

Por ultimo, se lavd y concentré el ADN con las membranas Microcon Ultracel YM-100
(Millipore) o Amicon Ultra 100K (Millipore). Para ello, se redujo el volumen de la muestra,
se afnadieron 250 pl de agua bidestilada, se volvi6 a reducir el volumen y a repetir el proceso,
y finalmente se concentr6 hasta un volumen final méximo de 20-30 pl. Se midi6 la
concentracion en el espectrofotdémetro Nanodrop y se volvid a comprobar el tamafio y estado

del ADN mediante su visualizacion tras migracion en gel de agarosa al 0,7 % (p/v).

Agarosa de bajo punto de fusion (8050, Conda Pronadisa).

8.5 Ligacién del ADN metagendmico con el vector pMPO579

Para la preparacion del vector, se extrajo una gran cantidad de ADN de pMPO579 y se
digiri6 con PmIl (New England Biolabs, isoesquizomero de Ec072I). A continuacién se
desfosforilaron los extremos con la fosfatasa SAP (Shrimp Alkaline Phosphatase, USB) y se
lavé y concentrd todo lo posible (300-600 ng/ul) con membranas Microcon Ultracel YM-100
(Millipore) o Amicon Ultra 100K (Millipore).
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Como inserto se empled el ADN metagendmico preparado como se indica en los

apartados anteriores, obteniéndose concentraciones aproximadas de 70-150 ng/ul.

Como se obtuvo ADN metagenomico suficiente, se realizaron varias reacciones de
ligacion con la enzima Fast-link DNA Ligase (Epicentre), siguiendo las indicaciones del
fabricante. El vector y el inserto tienen tamafios aproximados de 10 kb y 40 kb
respectivamente. Se probaron distintas proporciones vector:inserto, que variaron entre 10:1 y
3:1 aproximadamente (relacion referida a niumero de moléculas), no quedando claro que
alguna proporcion fuera ventajosa sobre las demas para la obtencion de un mayor nimero de

clones. Las ligaciones se pueden almacenar a -20 °C.

8.6 Titulacion de la metagenoteca

Mediante la titulacion se comprobo si con el material disponible se podia obtener una
metagenoteca con un numero de clones adecuado. Para ello, se empaquetaron 10 pl de
ligacién con extractos de empaquetamiento MaxPlax Lambda Packaging Extracts (Epicentre),
a lo que se afiadi6 tampon PD hasta un volumen final de 1 ml. Se tom6 una parte del
empaquetado para infectar células EPI300-T1%, cultivadas en LB con MgSO4 10 mM y
maltosa 0,2 %, segun se indica en el protocolo del kit CopyControl™ Fosmid Library
Production (Epicentre), conservando el resto a 4 °C el menor tiempo posible (unos dias). Para
la infeccion se mezclaron 100 ul de células EPI300-T1® preparadas a D.O.go de 0,8-1 y 10 pl
de diluciones del empaquetado con factores de dilucion 10, 101, 102, 103, 10* y 105, y se
incubaron 1 h a 37 °C. Las células infectadas se sembraron en placas de LB con Cm 12,5
ug/ml y se incubaron a 37 °C toda la noche, para seleccionar células con fosmido. Se contaron
las colonias crecidas y se estim6 el numero de clones que tendria la metagenoteca si se
realizara una infeccion con el resto del empaquetado, teniendo también en cuenta el resto de
ligaciones que se tuvieran que no se hubieran empaquetado atin. Cuando el nimero de clones
estimado fue suficiente (a partir de decenas de miles de clones), se procedi6 al empaquetado

del resto de ligaciones y a la infeccién en masa con todo el material.

Tampon PD (Phage Dilution): 10 mM Tris-CIH pH 8.3, 100 mM NacCl, 10 mM MgCl,

D-(+)-Maltosa monohidratada (M5885, Sigma-Aldrich). El stock (10 %) se prepar6d en agua

destilada y se conservo a temperatura ambiente.

79



MATERIALES Y METODOS

8.7 Empaquetado de las ligaciones

Se empaquetaron el resto de ligaciones que no se hubieran empleado para la titulacion,
que se habian mantenido a -20 °C, del mismo modo que se ha descrito para realizar dicha

titulacion.

8.8 Infeccién en masa y almacenamiento de la metagenoteca

Se unieron los empaquetados recién preparados con los almacenados a 4 °C y se
procedio a la infeccion en masa. Para ello, se mezclaron 100 pl de empaquetado y 1 ml de
células de EPI300-T1® cultivadas en LB con MgSO4 10 mM y maltosa 0,2 % a D.O.gp0 de
0,8-1, en tantos tubos como fue necesario para utilizar todo el volumen de empaquetado
disponible. Se incubaron 90 minutos a 37 °C y tras la incubacion se uni6 todo el volumen de
células infectadas en un matraz, se aumentd el volumen con medio LB y se afiadio Cm de
forma que quedara a una concentracién final de 12,5 ug/ml. El aumento de volumen dependio
de la cantidad de células sometidas a infeccion y del nimero de clones estimados, teniéndose
al final entre 50 y 100 ml de cultivo con la metagenoteca. Una vez aumentado el volumen, se
sembraron distintas cantidades en placas con LB y Cm 12,5 pg/ml y se incubaron a 37 °C,
para saber el nimero de clones de esa metagenoteca. A continuacion, se incubd el resto del
cultivo, para que las células infectadas con fésmido con ADN metagenémico (clones de la
metagenoteca) se multiplicaran, a 37 °C con agitacion, durante 10-12 h. Tras ese tiempo se
habia alcanzado una D.O.¢p de 1,5 aproximadamente (no interesa que crezca demasiado para
que no se enriquezca mucho en aquellos clones que presenten un crecimiento mas rapido y se
pierdan los de crecimiento lento). Se anadio glicerol a una concentracion final de 15 % y se
realizaron alicuotas de 250 ul y de 1 ml, que se congelaron a -80 °C. Las metagenotecas se
almacenaron de este modo en masa en la estirpe EPI300-T1%. Con el niimero de colonias de
las placas sembradas se realizd el céalculo del nimero de clones de la metagenoteca, que fue

del mismo orden que el estimado en las titulaciones previas, pero mas exacto.

A continuaciéon se indican algunos datos sobre las construcciones de metagenotecas

realizadas en esta tesis.

Metagenoteca de Punta de San Garcia: Se parti6é de 160 g de suelo, de los que, tras separar

la fraccion bacteriana por densidad con la resina Nycodenz, se obtuvieron 24 ug de ADN.
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Tras el tratamiento (reparacion de extremos, purificacion de gel, lavado y concentracion)
quedaron aproximadamente 1,5 pg de ADN (unos 20 pl a 72,8 ng/ul). Se llevaron a cabo 4
reacciones de ligacion. Con este material se obtuvo una metagenoteca de 54.000 clones
independientes. Siendo el tamafio medio de los insertos de 35 kb, esta metagenoteca contiene

alrededor de 1,89 Gb de ADN metagendmico.

Metagenoteca de pilas de refineria de la industria petroquimica: Se parti6 de 40 g de
suelo, de los que, tras separar la fraccion bacteriana por densidad con la resina Nycodenz, se
obtuvieron 25 ng de ADN. Tras el tratamiento (rotura mecanica mediante pipeteos, reparacion
de extremos, purificacion de gel, lavado y concentracion) quedaron aproximadamente 4 pg de
ADN (unos 27 pl a 150 ng/ul). Se llevaron a cabo 6 reacciones de ligacion. Con este material
se obtuvo una metagenoteca de 185.000 clones independientes. Siendo el tamafio medio de
los insertos de 35 kb, esta metagenoteca contiene alrededor de 6,5 Gb de ADN

metagendmico.

9. RASTREO DE ACTIVIDADES ENZIMATICAS

Las metagenotecas construidas se encuentran congeladas a -80 °C en masa en la estirpe
EPI300-T1X. Para realizar los rastreos de las distintas actividades, las metagenotecas se

transfirieron por conjugacion a otras estirpes.

A todos los clones positivos para cualquier actividad se les realizd un andlisis de

restriccion que permitia identificar los clones diferentes.

El calculo del numero de clones necesarios para poder asegurar con una probabilidad
determinada que se habian analizado todos los clones de la metagenoteca se realizé mediante

una adaptacion de la formula de Clarke y Carbon (1976). La formula empleada fue:

N= (In(1-P))/(In(1-f))

donde P es la probabilidad, N el nimero de clones a analizar y f el inverso del nimero de
clones de la metagenoteca. El nimero de clones analizados se estim6 mediante conteos de las

colonias crecidas en varias placas y extrapolacion al total.
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9.1 Rastreo de resistencias a antibidticos

Este rastreo se realizd en mutantes resistentes espontaneos a los antibioticos rifampicina
(Rif) y 4cido nalidixico (Nal) de EPI300-T1%, MPO553 y MPO554. La metagenoteca de
Punta de San Garcia se transfirid por conjugacion triparental a cada una de estas estirpes
como se describe en el apartado 4.2.1 de Materiales y Métodos. Se buscaron clones resistentes
a carbenicilina. Se selecciono la concentracion 100 pg/ml de Cb por ser la concentracion mas

baja de las probadas a la que la estirpe EPI300-T1" no fue capaz de crecer.

Se realizaron diluciones del parche de conjugacion resuspendido en 2 ml de tampon
fosfato y se sembraron en placas de 9 cm de diametro: 2-3 placas con factor de dilucion 5-10
y otras 2-3 placas con factor de dilucion 107, Estas placas contenian medio LB con arabinosa
1 mM (para aumentar el nimero de copias del fosmido), Rif 20 pg/ml o Nal 15 pg/ml (para
seleccionar la estirpe receptora) y Cb 100 pg/ml. No se aport6 Cm para seleccionar las
bacterias con fésmido porque con Cb es suficiente (solo creceran aquellas con fésmido que
contenga algiin gen que les aporte resistencia a este antibiotico). Cuando la estirpe receptora
era MPOS554, se realizaron ademas siembras en placas que también contenian salicilato 1 mM
(para permitir la expresion heterologa desde psal en el fosmido y la antiterminacion de la
transcripcion por la proteina N, apartado 1.1 de Resultados). Las placas se incubaron a 30 °C
durante 2 dias. Tras ese tiempo, se identificaron colonias de buen tamafo. Se comprobd que
los clones positivos tenian fosmido y que esos fosmidos aportaban resistencia a otra bacteria

al transferirselo (para descartar que fueran resistentes espontaneos).

Para esta actividad también se realizo una bisqueda directa en la estirpe EPI300-T1® en
la que esta almacenada la metagenoteca. Para ello, se cultivo una alicuota de la metagenoteca
de 250 pl como se indica para realizar la conjugacion, pero cuando alcanzé D.O.gp de
aproximadamente 0,5, se sembraron directamente diluciones en placas de 9 cm de didmetro:
10 placas con factor de dilucion 10° y 5 placas con factor de dilucién 10°. Estas placas
contenian medio LB con arabinosa 1 mM y carbenicilina 100 pg/ml, y se incubaron a 30 °C

durante 2 dias.

En todos los casos, también se realizaron siembras con distintos factores de dilucion
(10*-107) en placas con el mismo medio que el de los rastreos salvo que llevaban Cm en lugar
de Cb, con el objetivo de calcular el nimero de clones que se estaban analizando. Los
calculos indicaron que en cada placa de seleccion de resistencia a Cb se estaban sembrando

del orden de 10°-10° bacterias.
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9.2 Rastreo de dioxigenasas extradiolicas

Este rastreo se realizd en un mutante resistente espontaneo a acido nalidixico (Nal) de
MPOS554. La metagenoteca de pilas de refineria de la industria petroquimica se transfiri6 por
conjugacion triparental a esa estirpe como se describe en el apartado 4.2.1 de Materiales y

Métodos.

Se realizaron diluciones del parche de conjugacion resuspendido en 2 ml de tampon
fosfato y se sembraron en placas de 15 cm de didmetro: 185 placas en total, con factores de
dilucion 5-10* y 10*. Estas placas contenian medio LB con arabinosa 1 mM (para aumentar el
numero de copias del fosmido), salicilato 1 mM (para permitir la expresion heteréloga desde
psal en el fosmido y la antiterminacion de la transcripcion por la proteina N, apartado 1.1 de
Resultados), Cm 12,5 pg/ml (para seleccionar el fosmido) y Nal 15 pg/ml (para seleccionar la
estirpe receptora). Las placas se incubaron a 30 °C durante 2 dias y se aplico catecol 1 % con
un espray sobre las colonias crecidas. Tras unos minutos se identificaron colonias que habian
cambiado su color a amarillo, por la transformacion del catecol en 2-hidroximuconato

semialdehido.

Se repitieron los anélisis como se han descrito, sembrando aproximadamente 150 placas
con los mismos factores de dilucion. Pero esta vez, sobre las colonias crecidas se aplico 2,3-
dihidroxibifenilo 0,5 % con un espray. Tras unos minutos se identificaron colonias que habian
cambiado su color a amarillo, por la transformacion del 2,3-dihidroxibifenilo en 2-hidroxi-6-

0x0-6-fenil-hexa-2,4-dienoato.

En ambos casos se detecto el cambio de color de las colonias tras la adicion del sustrato

correspondiente pasados entre 1 y 30 minutos aproximadamente.

Sembrando diluciones del parche de conjugacion con los factores de dilucion indicados

se obtuvieron 1.000-2.000 y 2.500-4.000 colonias en cada placa respectivamente.

Catecol (135011, Sigma-Aldrich). El stock (1 % (p/v)) se preparé en agua bidestilada. Se

conservo en oscuridad a temperatura ambiente.

2,3-dihidroxibifenilo (17403, Sigma-Aldrich). El stock (0,5 % (p/v)) se prepar6 en etanol 96

%. Se conservo en oscuridad a temperatura ambiente.
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9.3 Rastreo de oxigenasas hidroxilantes de anillos aromaticos

Este rastreo se realizd en un mutante resistente espontaneo a acido nalidixico (Nal) de
MPOS554. La metagenoteca de pilas de refineria de la industria petroquimica se transfirid por
conjugacion triparental a esa estirpe como se describe en el apartado 4.2.1 de Materiales y

Métodos.

Se realizaron diluciones del parche de conjugacion resuspendido en 2 ml de tampdn
fosfato y se sembraron en placas de 15 cm de diametro: unas 200 placas en total, con factores
de dilucion 5-10* y 10*. Estas placas contenian medio LB con arabinosa 1 mM (para aumentar
el nimero de copias del fosmido), salicilato 1 mM (para permitir la expresion heterdloga
desde psal en el fosmido y la antiterminacion de la transcripcion por la proteina N, apartado
1.1 de Resultados), Cm 12,5 pg/ml (para seleccionar el fosmido) y Nal 15 pg/ml (para
seleccionar la estirpe receptora). Las placas se incubaron a 30 °C durante 2 dias y a
continuacion a temperatura ambiente hasta 7 dias. Se identificaron colonias azules desde el

segundo hasta el séptimo dia.

Sembrando diluciones del parche de conjugacion con los factores de dilucion indicados

se obtuvieron 1.000-2.000 y 2.500-4.000 colonias en cada placa respectivamente.

Para este rastreo se emplea como sustrato inicial el triptéfano presente en el medio LB,

a partir del cual, la triptofanasa enddgena de E. coli es capaz de producir indol.

9.4 Rastreo de endoglucanasas

Este rastreo se realizd en un mutante resistente espontaneo a acido nalidixico (Nal) de
MPOS554. La metagenoteca de pilas de refineria de la industria petroquimica se transfirié por
conjugacion triparental a esa estirpe como se describe en el apartado 4.2.1 de Materiales y
Métodos. Se empled carboximetilcelulosa (CMC) como sustrato, que puede ser degradada por

endoglucanasas, y rojo Congo como indicador.

Se realizaron diluciones del parche de conjugacion resuspendido en 2 ml de tampon
fosfato y se sembraron en placas de 15 cm de diametro: 278 placas en total, con factores de
dilucién 5-10% y 10*. Estas placas contenian medio LB con arabinosa 1 mM (para aumentar el
nimero de copias del fésmido), salicilato 1 mM (para permitir la expresion heteréloga desde
psal en el fosmido y la antiterminacion de la transcripcion por la proteina N, apartado 1.1 de

Resultados), Cm 12,5 pg/ml (para seleccionar el fosmido), Nal 15 pg/ml (para seleccionar la
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estirpe receptora) y CMC 1 %. Las placas se incubaron a 30 °C durante 2 dias. A
continuacion, se aplico una capa de LB-agar de cobertera (8 ml por placa) para inmovilizar las
colonias. Una vez solidificada se procedio a la tincion. Para ello, se anadieron sobre cada
placa 5 ml de rojo Congo 1 % y se incubaron a temperatura ambiente 30 minutos. Tras ese
tiempo, se retird el rojo Congo, se anadieron sobre cada placa 8 ml de NaCl 1 M y se
incubaron a temperatura ambiente 30 minutos. Por Ultimo, se retird el NaCl, y se observaron
las placas tefiidas en busca de halos alrededor de las colonias. Los halos se deben a que las
colonias con actividad endoglucanasa han degradado la CMC, por lo que no puede tefiirse con

rojo Congo.

Sembrando diluciones del parche de conjugacion con los factores de dilucion indicados

se obtuvieron 700-2.000 y 2.000-4.000 colonias en cada placa respectivamente.

LB-agar de cobertera: Bactotriptona 10 g/L, extracto de levadura 5 g/L., NaCl 5 g/LL y agar 7,5
g/L.

Rojo Congo (C6277, Sigma-Aldrich). El stock (1 % (p/v)) se prepard en agua destilada (es

necesario filtrarlo) y se conservo a temperatura ambiente.
NaCl 1 M. Se prepard en agua destilada y se conservo a temperatura ambiente.

Carboximetilcelulosa (21902, Sigma-Aldrich). Se prepar6 a 1 % (p/v) aportandola

directamente al medio de cultivo junto con los demas componentes.

9.5 Rastreo de p-glucosidasas

Este rastreo se realizd en un mutante resistente espontaneo a acido nalidixico (Nal) de
MPOS554. La metagenoteca de pilas de refineria de la industria petroquimica se transfiri6 por
conjugacion triparental a esa estirpe como se describe en el apartado 4.2.1 de Materiales y
M¢étodos. Se buscaron clones capaces de crecer con celobiosa 1 % como Unica fuente de

carbono.

Se realizaron diluciones del parche de conjugacion resuspendido en 2 ml de tampon
fosfato, tras lavarlo tres veces con ese mismo tampon para eliminar los restos del medio LB, y
se sembraron en placas de 9 cm de didmetro: 6 placas con factor de dilucion 5-10 y otras 6
placas con factor de dilucion 10°. Estas placas contenian la variante del medio minimo M9

descrita en el apartado 2.1 de Materiales y Métodos pero empleando celobiosa 1 % como
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unica fuente de carbono en lugar de glucosa 0,2 %, con arabinosa | mM (para aumentar el
numero de copias del fésmido), salicilato 1 mM (para permitir la expresion heteréloga desde
psal en el fosmido y la antiterminacion de la transcripcion por la proteina N, apartado 1.1 de
Resultados) y Nal 15 pg/ml (para seleccionar la estirpe receptora). No se aportdé Cm para
seleccionar las bacterias con fosmido porque el crecimiento a expensas de celobiosa
seleccionara aquellas con fésmido que contenga algun gen que les permita obtener glucosa a
partir de celobiosa. Las placas se incubaron a 30 °C y se observo la aparicion de colonias tras

unos 2-5 dias.

También se realizaron siembras con factores de dilucion 10* y 10° en placas con medio
LB con Cm 12,5 pg/ml, Nal 15 pg/ml, arabinosa 1 mM vy salicilato 1 mM, con el objetivo de
calcular el numero de clones que se estaban analizando. Los calculos indicaron que en cada
placa en la que se sembraron diluciones del parche de conjugacion con factores de dilucion

5-10 y 10* se estaban sembrando aproximadamente 3-10° y 6-10° clones respectivamente.

D-(+)-Celobiosa (22150, Sigma-Aldrich). El stock (10 % (p/v)) se prepard en agua

bidestilada, y se conservo a temperatura ambiente.

10. SECUENCIACION DE CLONES Y ANALISIS DE SECUENCIAS

La secuenciacion de los clones metagendémicos se llevo a cabo con un secuenciador
Roche 454 GS FLX Ti (454 Life Sciences, Branford, CT, USA) por la empresa
Lifesecuencing (Valencia), a partir de preparaciones de ADN de alta calidad de los fosmidos.
El ensamblaje de las secuencias se realizd6 mediante Newbler GS De Novo Assembler v.2.3
(Roche). Algunos clones se secuenciaron de manera individual y otros agrupados en pools.
Posteriormente, se unieron algunos contigs y se completd la secuencia de otros mediante

reacciones de secuenciacion llevadas a cabo por la empresa Secugen (Madrid).

De gran parte de las secuencias se obtuvieron anotaciones automaticas. Por otro lado, se
realizaron comparaciones con las de las bases de datos nucleotide collection, non-redundant
protein sequences y UniProtKB/Swiss-Prot empleando el paquete de herramientas BLAST
(Altschul y col., 1997) disponible en la pagina web del National Center for Biotechnology

Information (NCBI) (http://blast.ncbi.nlm.nih.gov). Se buscaron dominios conservados de las
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proteinas de interés en la base de datos Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk) (Bateman y col.,

2004).

Para el alineamiento de secuencias se empled el programa ClustalX (Thompson y col.,
1994) junto con el programa BioEdit (Hall, 1999). La construccion de arboles filogenéticos se
realiz6 con el programa ClustalX utilizando el método Neighbour-Joining y se editaron con el

programa TreeView.

11. ANALISIS DE PROTEINAS

11.1 Superproduccion de proteinas

Con el objetivo de superproducir la proteina UPOEDOI11 se usé la estirpe NCM631
transformada previamente con el plasmido pIZ227, que contiene un sistema de expresion
basado en la RNA polimerasa de T7 inducible con IPTG (Govantes y Santero, 1996). En esta
estirpe se introdujo el plasmido que contenia el gen de la proteina a superproducir clonado
bajo el promotor pT7 (pMPO1383). Como control se uso el vector original donde se habia
clonado (pET-14b).

Se diluyeron inoculos saturados de las estirpes transformadas a D.O.¢p0 de 0,1 en LB
con Cm y Ap. Se incubaron en agitacion a 37 °C hasta que la D.O.¢p0 alcanzd un valor
aproximado de 0,7 y se incubaron en hielo 15 minutos. En ese momento se anadié IPTG a los
cultivos a una concentracion final de 1 mM y se incubaron a 26 °C durante 12 h. Tras ese

tiempo se midio6 la D.O.¢ alcanzada.

11.2 Obtencidén de lisados totales de cultivos bacterianos

Para el andlisis de la proteina total de las células se tom6 1 ml de los cultivos de
superproduccion descritos en el apartado anterior, se centrifugaron 1 minuto a 16.100 g y se
congelo el sedimento a -80 °C hasta su utilizacion. Tras descongelar el sedimento, se
resuspendid en 25 pl de agua bidestilada por cada unidad de D.O.gp0 de cultivo y se le
afiadieron otros 25 ul de tampdn de carga 2X. La mezcla se hirviéo durante 10 minutos. Los
restos celulares se depositaron por centrifugacion durante 5 minutos a 16.100 g. Se utilizaron

5 ul del sobrenadante para visualizar las proteinas en gel.
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Tampon de carga 2X: Tris-HCI 160 mM pH 8, glicerol 20 % (v/v), SDS 4 %, azul de
bromofenol 0,1 %, B-mercaptoetanol 10 % (v/v). Afiadir el B-mercaptoetanol justo antes de

usar.

11.3 Electroforesis de proteinas

Para comprobar la superproducciéon de la proteina UPOEDOI11 se empled la
electroforesis desnaturalizante en gel de poliacrilamida-SDS. Para ello, se emplearon los

lisados totales preparados como se indica en el apartado anterior.

Las proteinas totales fueron analizadas mediante electroforesis en geles verticales
desnaturalizantes de poliacrilamida con SDS 0,1 % (p/v), basicamente segin el método
descrito por Laemmli (1970). La electroforesis de las muestras se llevdo a cabo en geles
discontinuos consistentes en una parte superior de empaquetamiento y una inferior de
separacion. La concentracion de acrilamida en estos geles fue del 12,5 % en el de separacion
y del 4,5 % en el gel de empaquetamiento. Como marcador de peso molecular se usé el
marcador B de Ready Gel Bands (Bio-Rad). La electroforesis se realizé en tank buffer 1X a

una intensidad de corriente de 30 mA.

Para su tincion, el gel se lavd 2 veces con agua destilada durante 10 minutos, se tifid con
EZBlue Gel Staining Reagent (Sigma-Aldrich) durante 20 minutos y después se lavd con
agua destilada hasta que las bandas correspondientes a las proteinas tefiidas se visualizaron
claramente. Para conservar el gel, tras escanearlo, se secd en un secador de geles Hoefer™

Slab Gel Dryer CD 2000 (GE Healthcare) durante 1 h a 80 °C.

Gel de empaquetamiento: Tris-HCI 125 mM pH 6,8, SDS 0,1 % (p/v),
acrilamida:bisacrilamida (37,5:1) 4,5 % (p/v), persulfato amonico 0,1 % (p/v), TEMED 0,1 %
(p/Vv).

Gel de separacion: Tris-HCI 375 mM pH 8,8, SDS 0,075 % (p/v), acrilamida:bisacrilamida
(37,5:1) 12,5 % (p/v), persulfato amonico 0,033 % (p/v), TEMED 0,067 % (p/v).

Tank buffer 1X: Trizma base 25 mM, glicina 19,2 mM y SDS 0,1 % (p/v).
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12. ANALISIS DE LA EXPRESION GENICA

12.1 Ensayos de medida del nivel de fluorescencia

Se realizaron medidas de fluorescencia para determinar los niveles de expresion del
fosmido para la construccion de metagenotecas pMPO579, pMPO578 y el control con
terminador pMPOS580 en distintas condiciones, utilizando como gen indicador el gen gfp sin
promotor presente en estos fosmidos aguas abajo y en el mismo sentido que los promotores
heterdlogos. Se utilizaron las estirpes EPI300-T1%, MPO553, MPO554 y MPO555. A
continuacion se indican las combinaciones de estirpes y fosmidos ensayadas y las condiciones
de induccién en cada caso: EPI300-T1® con pMPO578, sin ningiin inductor y con arabinosa 1
mM, y con pMPO579, ademas con arabinosa 1 mM mas salicilato 5 mM. MPO553 con cada
uno de los 3 fosmidos, sin ningin inductor y con arabinosa 1 mM. MPO554 con cada uno de
los 3 fosmidos, sin ningin inductor, con arabinosa 1 mM, con salicilato 1 mM y con
arabinosa 1 mM mas salicilato 1 mM. Y MPO555 con pMPO579 y con pMPOS580, sin ningin

inductor, con arabinosa 1 mM y con arabinosa 1 mM mas salicilato 1 mM.

Se parti6 de cultivos saturados, que se diluyeron a D.O.gp9 de 0,1 en LB con Cm 12,5
ug/ml, y con arabinosa 1 mM en su caso, y se incubaron a 37 °C en agitacion hasta que
alcanzaron una D.O.¢o9 aproximada de 0,3-0,4. En el caso de induccion con salicilato, este se
anadid en este momento a una concentracion 5 mM y los cultivos se volvieron a incubar a 37
°C en agitacion 6 h. Tras ese tiempo se tomaron 250 pl de los cultivos, se lavaron y
resuspendieron en 1 ml de tampén fosfato y de ahi se echaron 200 pl a pocillos de una placa
multipocillo Costal 96. Como blanco se empled tampon fosfato. Cada muestra se midié en 3
pocillos independientes. A las microplacas con las muestras se les mididé D.O.g0 ¥y
fluorescencia empleando los filtros de excitacion 485BP1 y de emision EM520, y con un
valor de ganancia de 1000, en un lector de microplacas multifuncional POLARstar Omega
(BMG LABTECH GmbH, Alemania). Los valores mostrados se corresponden a las unidades
de fluorescencia divididas entre la D.O.¢90 de la muestra. En todos los casos se realizaron al
menos tres réplicas independientes, mostrando los valores medios y las desviaciones estandar

entre dichas réplicas.

Por otro lado, también se realizaron medidas de fluorescencia emitida para determinar
los niveles de expresion de las fusiones a gfp. Se ensayaron las construcciones pMPO593,
pMPO594, pMPO596 y pMPO597 acompainadas todas ellas por un lado del plasmido
pMPO588 y por otro del plasmido vacio pIZ1016, en la estirpe EPI300-T1® y en MPO554
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Nal®. Se partio de cultivos saturados en medio LB con Cm 12,5 pg/ml y Gm 10 pg/ml
incubados a 37 °C. Se lavaron 2 veces con tampon fosfato y se diluyeron a una D.O.g00
aproximada de 0,01 en la variante del medio minimo M9 descrita en el apartado 2.1 de
Materiales y Métodos pero que llevaba ademas dibenzotiofeno (DBT) 0,2 mM. Se incubaron
en agitacion a 30 °C 24 h. Tras ese tiempo, se diluyeron a D.O.¢p9 de 0,1 en un medio igual
pero con MgSO, 0,2 mM (menos concentrado que en ese medio), DBT 0,2 mM, IPTG 1 mM
y en el caso de la estirpe MPO554 Nal® también salicilato 1 mM. Se incubaron en agitacion a
30 °C durante 6 h. Los fosmidos se mantuvieron en bajo niimero de copias (sin aportar

arabinosa).

Una vez transcurrido el tiempo de incubacion, se diluyeron a D.O.¢p9 de 0,10-0,15 en
tampon fosfato. Se echaron 150 pl de las muestras en placas multipocillo opacas (Microfluor)
y se midi6 la emision de fluorescencia como se indicd anteriormente. En todos los casos se
realizaron al menos tres réplicas independientes, mostrando los valores medios y las

desviaciones estandar entre dichas réplicas.

Tampon fosfato 50X: 302,5 g/L Na,HPO4-12H,0 y 50 g/L KH,PO,.

12.2 Ensayos de actividad p-galactosidasa

Los ensayos de actividad -galactosidasa de las fusiones a lacZ se realizaron siguiendo
el método descrito por Miller (Miller, 1972) con algunas modificaciones. Se ensayaron las
construcciones pMPO593, pMPO594, pMPO596 y pMPO597 acompaiiadas todas ellas por un
lado del plasmido pMPO3588 y por otro del plasmido vacio pIZ1016, en la estirpe EPI300-T1?
y en MPO554 Nal®. Se parti¢ de cultivos saturados en medio LB con Cm 12,5 pg/ml y Gm 10
pg/ml incubados a 37 °C. Se lavaron 2 veces con tampo6n fosfato y se diluyeron a una D.O.400
aproximada de 0,01 en la variante del medio minimo M9 descrita en el apartado 2.1 de
Materiales y Métodos pero que llevaba ademas dibenzotiofeno (DBT) 0,2 mM. Se incubaron
en agitacion a 30 °C 24 h. Tras ese tiempo, se diluyeron a D.O.¢00 de 0,1 en un medio igual
pero con MgSO4 0,2 mM (menos concentrado que en ese medio), DBT 0,2 mM, IPTG 1 mM
y en el caso de la estirpe MPO554 Nal® también salicilato 1 mM. Se incubaron en agitacién a
30 °C durante 6 h. Los féosmidos se mantuvieron en bajo nimero de copias (sin aportar

arabinosa).
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Una vez transcurrido el tiempo de incubacién, se diluyeron a D.O.g99 de 0,10-0,15 en
tampon fosfato. Se tomaron 100 pl de las muestras y se mezclaron en hielo con 655 ul de
tampon Z con P-mercaptoetanol recién afiadido, 30 pl de cloroformo y 15 ul de SDS 0,1 %
(p/v). Las mezclas se homogenizaron en el vortex y se incubaron 10 minutos a 30 °C. A
continuacion se les afiadieron 200 ul de ONPG 13 mM. Se volvieron a homogenizar en el
vortex y se incubaron a 30 °C hasta observar la aparicion de un color amarillo en las mezclas,
momento en el que se pard la reaccion afadiendo 500 pl de Na,COs 1 M, se volvio a
homogeneizar en el vortex y se colocaron en hielo. Se midi6 el tiempo de reaccion, es decir,
el tiempo transcurrido entre la adicion de ONPG y la de Na,CO;. Las mezclas se
centrifugaron 15 minutos a 9.300 g y se midi6 la absorbancia a 420 nm del sobrenadante en
un espectrofotometro UV -Visible Shimadzu (Kyoto, Japon). La actividad de cada muestra se
calcul6 segun la siguiente formula:

A
120 1000

Actividad B-galactosidasa (en Unidades Miller)zwﬂ)o.t

donde A4y es la absorbancia a 420 nm, V es el volumen de cultivo usado en el ensayo en ml
(normalmente 0,1 ml), D.O.¢0 es la densidad optica a 600 nm del cultivo en el momento de
empezar el ensayo y t es el tiempo de reaccion en minutos. En todos los casos se realizaron al
menos tres réplicas independientes, mostrando los valores medios y las desviaciones estandar

entre dichas réplicas.

Tampon fosfato 50X: 302,5 g/l Na,HPO4-12H,0 y 50 g/l KH,PO,.

Tampoén Z con B-mercaptoetanol: Na,HPO, 60 mM, NaH,PO4-H,O 40 mM, KCI 10 mM,
MgS0O4-7H,0 1 mM, B-mercaptoetanol 0,27% (v/v). Anadir el B-mercaptoetanol justo antes

de usar.

ONPG 13 mM: o-nitrofenil-p-D-galactosido, preparado en tampoén Z.

13. ENSAYOS DE ACTIVIDAD ENZIMATICA DIOXIGENASA
EXTRADIOLICA

Se determind la actividad dioxigenasa extradiolica sobre diferentes derivados

catecolicos midiendo la aparicion de los correspondientes productos de rotura del anillo
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bencénico (tipicamente de color amarillo). Los ensayos se realizaron con células enteras en
tampon fosfato Na/K 50 mM pH 6,8 a temperatura ambiente. Los sustratos empleados fueron

2,3-dihidroxibifenilo, catecol, 3-metilcatecol, 4-metilcatecol y 4-clorocatecol.

Se realizaron ensayos con los 58 clones identificados en los rastreos para esta actividad
y con pMPO1383, un vector de superproduccion en el que se clond el gen codificante de
dioxigenasa extradiolica upoedoll. Los ensayos de los 58 clones se llevaron a cabo en la
estirpe MPO554 Nal®. Se parti6 de cultivos saturados en medio LB con Cm 12,5 pg/ml,
arabinosa 1 mM vy salicilato 1 mM incubados a 30 °C. El subclon pMPO1383 se sometio a las
condiciones de superproduccion que se explican en el aparatado 11.1 de Materiales y

Métodos.

Una vez obtenidos los cultivos de los clones y del subclon, se recogié el volumen de
cultivo necesario para tener finalmente la D.O.¢00 deseada para cada caso (que varié de 3 a 10
en funcion del nivel de actividad que presentaba cada clon). Las células se recogieron por
centrifugacion durante 1 minuto a 16.100 g a 4 °C, se lavaron en tampon fosfato, se volvieron
a centrifugar y se resuspendieron en el volumen final deseado de tampon fosfato (1-2 ml). Se
midid la D.O.400 y se mantuvieron en hielo hasta que se continu6 con el ensayo. Se prepararon
placas multipocillo Costal 96 con 100 ul de blanco y de cada muestra. Como blanco se
empled el mismo tampdn fosfato. Cada muestra se repartio en 3 pocillos independientes. Una
vez que estaban las placas preparadas con las muestras, se fue afiadiendo el sustrato a cada
uno de los pocillos. Inmediatamente, se realizé una cinética de 20 minutos midiendo cada
minuto la absorbancia a la longitud de onda adecuada segun el sustrato. Esto se realizd con
cada uno de los 5 sustratos seleccionados, empleando para ello muestra procedente de la
misma preparacion. Las medidas se realizaron en un lector de microplacas multifuncional

POLARstar Omega (BMG LABTECH GmbH, Alemania).

La concentracion a la que se aportaron los distintos sustratos para el ensayo fue 2,3-
dihidroxibifenilo 0,5 mM, catecol 0,5 mM, 3-metilcatecol 0,4 mM, 4-metilcatecol 0,8 mM y
4-clorocatecol 1 mM. Se prepararon stocks de los 5 sustratos a 10 mM, por lo que a cada
pocillo con 100 pl de muestra se le afiadieron 5 ul, 5 pl, 4 pl, 8 pul o 10 pl del sustrato
respectivamente. A continuacion se indican la longitud de onda de maxima absorcion (Amsx) ¥
el coeficiente de extincion (g) del producto de rotura correspondiente para cada sustrato: 2,3-
dihidroxibifenilo, Ansx = 434 nm, € = 13,2 mM’! cm'l; catecol, Amax = 375 nm, € = 36 mM’!

cm'l; 3-metilcatecol, Ansx = 388 nm, € = 13,8 mM! cm'l; 4-metilcatecol, Amix = 382 nm, € =
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28,1 mM! cm'l; y 4-clorocatecol, Apsx = 379 nm, € = 39,6 mM"! ecm™ (Andgjar y col., 2000;
Heiss y col., 1995).

Para el calculo de actividad con cada sustrato se averigué el incremento en la
concentracion del producto generado por unidad de tiempo, segun la ecuacion de Lambert-
Beer: A = ¢C-L, donde A es la absorbancia, € es el coeficiente de extincion en unas
condiciones determinadas, C es la concentracion y L es el paso de luz en la medida de
absorbancia. A partir de ese incremento de concentracion, se calcul6 la cantidad de producto
generado por unidad de tiempo, y se refiri6 a una unidad de D.O.¢p. Al valor de actividad de
cada clon o subclon se le restd el valor obtenido con el vector vacio correspondiente. Esos
fueron considerados los valores de actividad absoluta. Los valores de actividad relativa de
cada clon con cada uno de los sustratos empleados se calcularon considerando 100 % el valor
de actividad con el sustrato con el que cada clon presentaba su méxima actividad. En todos los
casos se realizaron tres réplicas independientes, mostrando los valores medios y las

desviaciones estandar entre dichas réplicas.

Tampon fosfato Na/K: Na,HPO4 KH,PO,4 50 mM, pH 6,8

Catecol (135011, Sigma-Aldrich). El stock (10 mM) se preparar6 en agua bidestilada. Se

conservo en oscuridad a -20 °C.

2,3-dihidroxibifenilo (17403, Sigma-Aldrich). El stock (10 mM) se preparar6 en etanol 96 %.

Se conservo en oscuridad a -20 °C.

3-metilcatecol (M34006, Sigma-Aldrich). El stock (10 mM) se prepar6 en agua bidestilada.

Se conservo en oscuridad a -20 °C.

4-metilcatecol (M34200, Sigma-Aldrich). El stock (10 mM) se preparé en agua bidestilada.

Se conservo en oscuridad a -20 °C.

4-clorocatecol (148520, Sigma-Aldrich). El stock (10 mM) se prepar6 en etanol 96 %. Se

conservo en oscuridad a -20 °C.

14. CITOMETRIA DE FLUJO

Se realizaron ensayos de citometria de flujo y clasificacion de células activadas por

fluorescencia (FACS, Fluorescence-Activated Cell Sorting) para determinar si se podian
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distinguir y separar bacterias emitiendo distintos niveles de fluorescencia, con cultivos de la
estirpe MPO554 con el fosmido pMPO579, induciendo la expresion del gen gfp desde el

promotor heterélogo psal.

Se parti6 de cultivos saturados de la variante resistente a Nal y de la variante resistente a
Rif de la estirpe MPO554, ambas con pMPO579, crecidos a 37 °C en medio LB con Cm 12,5
pg/ml. Se diluyeron a D.O.gp de 0,1 y se incubaron a 37 °C hasta que llegaron a 0,3. En ese
momento se les afiadié arabinosa 1 mM, y al cultivo de MPO554 Nal® también salicilato 5
mM, y se incubaron 6 h a 37 °C. Los dos cultivos se diluyeron en tampdn PBS y se mezclaron
en distintas proporciones, quedando las bacterias de la poblacion inducida respecto a las de la
no inducida en proporcién 1:1, 1:10* y 1:10°. Las mezclas de los cultivos se sometieron a la
técnica de clasificacion de células activadas por fluorescencia y se trataron de obtener las
bacterias con alto nivel de fluorescencia, o sea, las que habian sido inducidas con salicilato.
Las bacterias obtenidas se sembraron en placas, y se comprobd la resistencia a acido
nalidixico o a rifampicina mediante la realizacion de estrias de las colonias resultantes en
placas con dichos antibioticos. De este modo se identificaron las que realmente provenian del
cultivo que habia sido inducido, y se calculd el porcentaje de bacterias inducidas entre las
bacterias seleccionadas por citometria. Los analisis se realizaron en el citometro de flujo

FACSC Calibur (Becton Dickinson). Se realizaron 2 réplicas independientes del ensayo.

Tampon PBS (tampodn fosfato salino, phosphate buffered saline) 10 X: NaCl 80 g/L, KCI 2,01
g/L, Na,HPO4 14,2 g/L, KH,PO4 2,72 g/L.. Ajustar a pH 7,4.

15. ENSAYO COLORIMETRICO PARA LA DETECCION DE
NAFTOLES

Se realizd un ensayo colorimétrico empleando el compuesto indicador Fast Blue B
(Sigma-Aldrich), adaptando el ensayo descrito por Canada y col. (2002) y Wackett y Gibson
(1983). Este indicador reacciona con 1-naftol, y en menor medida con 2-naftol, dando lugar a
un producto color violeta, que se puede cuantificar mediante medidas de absorbancia a 528
nm. Se ensayaron distintos clones con actividad oxigenasa hidroxilante frente al sustrato indol
y el vector vacio pMPO579 en la estirpe MPO554 Nal®. Se partio de dos cultivos de cada uno

saturados en 15 ml de medio LB con Cm 12,5 pg/ml, arabinosa 1 mM vy salicilato 1 mM
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incubados a 30 °C. Las células se recogieron por centrifugacion durante 1 minuto a 16.100 g,
se lavaron y se resuspendieron en 1,5 ml de la variante del medio minimo M9 descrita en el
apartado 2.1 de Materiales y Métodos con Cm 12,5 pg/ml, arabinosa 1 mM vy salicilato 1 mM,
y uno de cada también con naftaleno 1 mM. Se sellaron los tubos y se incubaron a 30 °C
durante una noche. Las muestras se centrifugaron durante 5 minutos a 16.100 g. Se tomaron
800 pl de cada sobrenadante y se les anadieron 40 pl de solucién Fast Blue B 10 mg/ml. Se
incubaron 15-20 segundos a temperatura ambiente y se les afiadieron 160 pl de acido acético
glaciar. A continuacion se midid la absorbancia a 528 nm en un espectrofotometro UV -
Visible Shimadzu (Kyoto, Japon). Se realizaron tres réplicas independientes, mostrando los

valores medios y las desviaciones estandar entre dichas réplicas.

Solucién Fast Blue B (D9805, Sigma-Aldrich): 10 mg/ml en agua. Usar recién preparada.

Naftaleno (184500, Sigma-Aldrich). El stock (3 M) se prepard N,N’-dimetilformamida (en

tubo de polipropileno) y se conservo a temperatura ambiente.

16. ENSAYOS MEDIANTE HPLC

Se realizaron ensayos mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC) para
detectar la produccion de naftoles a partir de naftaleno y de catecol a partir de fenol,
adaptando los ensayos descritos por Canada y col. (2002) y Tao y col. (2004). Se ensayaron
distintos clones con actividad oxigenasa hidroxilante frente al sustrato indol y el vector vacio
pMPO579 en la estirpe MPO554 Nal®. Se partié de dos cultivos de cada uno saturados en 20
ml de medio LB con Cm 12,5 pg/ml incubados a 30 °C. Se diluyeron a D.O.g09 de 0,05 en 200
ml de medio LB con Cm 12,5 pg/ml, arabinosa 1 mM vy salicilato 1 mM. Al dia siguiente, se
recogieron las células por centrifugacion durante 1 minuto a 16.100 ¢, se lavaron y se
resuspendieron en 2 ml de la variante del medio minimo M9 descrita en el apartado 2.1 de
Materiales y Métodos con Cm 12,5 pg/ml, arabinosa 1 mM Yy salicilato 1 mM, y uno de cada
también con naftaleno 5 mM / fenol 5 mM. Se sellaron los tubos y se incubaron a 30 °C
durante 20 h. A continuacidén, a cada muestra se le afiadieron 2 ml de cloroformo y se
centrifugaron durante 10 minutos a 4.000 r.p.m. Se recogi6 la fase superior y se dividio el
volumen en dos, se afiadié a cada uno 9 volimenes de etanol y se incub6 a -20 °C durante una

noche para que se produjera la precipitacion. Tras esa incubacion, se centrifugd durante 30
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minutos a 10.000 r.p.m. a 4 °C. El sobrenadante se traspasé a un tubo y se sometio a
liofilizacidon durante una noche. Por tltimo, las muestras con naftaleno se resuspendieron en
150 pl de metanol y las muestras con fenol en 150 ul de agua bidestilada, se centrifugd
durante 5 minutos a 10.000 r.p.m. a 4 ° C y se recogio el sobrenadante, que se almacen¢ a -80

°C hasta ser ensayado mediante HPLC.

Para los ensayo mediante HPLC se emple6 el equipo HP serie 1100 (Hewlett Packard,
Waldbronn, Alemania) con un detector de diodo-array utilizando una columna Microsorb-MV
100-5 C18 250 x 4,6 mm. Para los ensayos con naftaleno se empleé un método isocratico con
una fase movil consistente en 60 % de metanol y 40 % de agua bidestilada con 0,1 % de acido
férmico, con un flujo de 0,5 ml/minuto. La longitud de onda empleada fue 219 nm. Con
patrones de 1-naftol y 2-naftol se determiné el tiempo de retencion en esas condiciones para
cada uno, siendo de 18 y 16 minutos respectivamente. Para los ensayos con fenol se empled
un método con gradiente que fue de 30 % a 60 % de acetonitrilo en agua bidestilada con 0,1
% de acido férmico, durante 8 minutos, seguido de un descenso de 60 % a 30 % de
acetonitrilo en el minuto 22. El flujo empleado fue de 0,5 ml/minuto. La longitud de onda
empleada fue 276 nm. Con patréon de catecol se determind el tiempo de retencion en esas
condiciones, siendo de 8,4 minutos. La cantidad de producto generado se obtuvo a partir del
area del pico, empleando factores de conversion calculados con el patron correspondiente.
Para cada ensayo se realizaron tres réplicas independientes, mostrando los valores medios de
producto generado a partir de cada sustrato y uno de los cromatogramas obtenidos en cada

ensayo.

Naftaleno (184500, Sigma-Aldrich). El stock (3 M) se preparé N,N’-dimetilformamida (en

tubo de polipropileno) y se conservo a temperatura ambiente.
Fenol (A1153, Applichem).

I-naftol (N1992, Sigma-Aldrich).

2-naftol (185507, Sigma-Aldrich).

Catecol (135011, Sigma-Aldrich).
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1. CONSTRUCCION Y VALIDACION DE SISTEMAS DE EXPRESION
HETEROLOGA EN VECTORES PARA METAGENOTECAS

1.1 Construccion de los sistemas de expresion

1.1.1 Construccién de vectores para metagenotecas

Una de las principales limitaciones de la metagenomica funcional, es la dificultad de
expresion de los genes contenidos en el ADN metagendmico en las bacterias hospedadoras en
las que se realizan los ensayos de busqueda de actividades. Para aumentar las probabilidades
de expresion del ADN metagenémico, lo que incrementa a su vez las posibilidades de
descubrimiento de nuevas enzimas de interés, elaboramos nuevos vectores para la
construccion de bibliotecas metagendmicas que incorporaban sistemas de expresion

heterdloga basados tanto en elementos viricos como bacterianos.

Se partié del fésmido comercial para la construccion de metagenotecas pCC1FOS
(Epicentre), que es uno de los vectores de este tipo mas utilizados. Puede albergar fragmentos
de ADN metagendémico con un tamaino medio de unas 35 kb, y se empaqueta eficazmente en
particulas lambda. El vector original es replicativo en Escherichia coli y tiene un gen que
proporciona resistencia a cloranfenicol. Posee 2 origenes de replicacion. Por una parte, tiene
todo el sistema de replicacion proveniente del plasmido F de E. coli de forma que el fosmido
se replica desde un origen de replicacion (0ri2) de copia tnica, y un sistema de particion que
le confiere la gran estabilidad caracteristica del plasmido F original. El segundo origen de
replicacion presente en el fosmido es oriV proveniente de RK2 (Thomas y col., 1981), que
permite un alto nimero de copias. Para que haya replicacion desde este OriV es necesaria la
proteina de replicacion TrfA, codificada por trfA, gen que no esta presente en el fosmido sino
insertado en el cromosoma de la bacteria hospedadora E. coli EPI300-T1" (Epicentre). La
adicion de una solucion de induccion (arabinosa 1 mM) al cultivo de esta estirpe induce la
expresion de trfA, incrementando el nimero de copias del féosmido (Protocolo del kit
CopyControl™ Fosmid Library Production, Epicentre). Este doble origen de replicacion del
fosmido proporciona la ventaja de la estabilidad de la metagenoteca en E. coli, al estar como
copia Unica en condiciones normales, y del aumento de la probabilidad de deteccion de
actividades en los rastreos funcionales al aumentar la dosis génica con el alto numero de

copias del féosmido. Ademds, pCC1FOS contiene el promotor del gen 10 del fago T7 (en
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adelante pT7), previo al sitio de clonacion del ADN metagendémico, que aprovechamos para

su expresion en E. coli.

Al fésmido se le han incorporado una serie de elementos que le proporcionan varias

ventajas respecto al fosmido original:

- Origen de transferencia conjugativa oriT de un vector de amplio espectro de
hospedador, que permite que las metagenotecas construidas en este vector puedan ser
transferidas eficazmente entre diferentes estirpes de E. coli mediante conjugacion triparenteral

(Figurski y Helinski, 1979).

- Promotor inducible por salicilato (psal) seguido del sitio de utilizacion de la proteina
antiterminadora N del fago lambda (nut)), previo al sitio de clonaciéon del ADN
metagendmico. Esto constituye un sistema de expresion heterdloga que permite la
transcripcion del ADN metagenomico clonado en el vector desde uno de los extremos, desde
el promotor regulable psal. Este promotor esta sujeto a control positivo por parte de NahR, el
activador tipo LysR responsable de activar la transcripcion de los operones de degradacion de
naftaleno en respuesta a la presencia del inductor salicilato, un intermediario de la ruta de
degradacion (Yen y Gunsalus, 1982; Schell, 1985; Schell y Wender, 1986). Por otro lado, el
sitio nut colocado a continuacion de psal, permite el ensamblaje del complejo de
antiterminacion del fago lambda mediado por la proteina antiterminadora N sobre la molécula
de ARN polimerasa que ha generado el ARN mensajero (Nodwell y Greenblatt, 1991;
Greenblatt y col., 1998). Para que se produzca la expresion heterdloga desde psal y la
antiterminacion de esos transcritos es necesaria una estirpe que contenga tanto el sistema de
regulacion de este promotor como el gen codificante de la proteina N. De este modo, la
transcripcion iniciada desde psal puede continuar insensible a las posibles sefales
terminadoras que pueda encontrarse en el ADN metagenomico, gracias a la antiterminacion

mediada por la proteina N.

- Gen gfp carente de su propio promotor, colocado tras el sitio de clonacion del ADN
metagendmico. La presencia de un gen indicador, como es el codificante de la proteina
fluorescente verde (GFP), por una parte va a permitir estudiar el comportamiento del vector
para validar las mejoras en la expresion realizadas, y por otra va a permitir detectar sistemas
de regulacion presentes en las metagenotecas construidas que respondan a una molécula
determinada (tecnologia SIGEX, Uchiyama y col., 2005), lo que puede ser muy util para

desarrollar biosensores que detecten esa molécula.
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La incorporacién de estos elementos se produjo sobre una modificacion previa del
fosmido pCCI1FOS, denominada pCCIFOS-Ceul. Esta modificacion previa consistio en la
incorporacion de un sitio de reconocimiento de la endonucleasa Ceul a cada lado del sitio de
clonaciéon del ADN metagenémico (Eco721) (Manuel Ferrer, comunicacion personal). El
objetivo era poder separar el fragmento de ADN metagendémico completo del vector,
mediante la digestion con la enzima Ceul, debido a que su sitio de reconocimiento, de 26 pb,

se iba a encontrar con muy baja frecuencia en el ADN metagenomico.

Partiendo de pCC1FOS-Ceul se construyeron tres fosmidos, uno con el origen de
transferencia conjugativa y el promotor psal seguido del sitio nut (pMPO571) y otros dos que

ademas llevan el gen gfp sin promotor (pMPO578 y pMPOS579).

Para la construccion del vector pMPOS571, en primer lugar se incorpor6 el origen de
transferencia conjugativa oriT. El oriT se amplificé mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) a partir del plasmido RP4 (Holloway, 1979) y se clon6 en pCC1FOS-Ceul,
generando pMPOS561. Posteriormente, se introdujo un promotor psal seguido por el sitio nut,
del fago lambda. La secuencia que contenia estos dos elementos se sintetizd6 mediante PCR
recurrente (Prodromou y Pearl, 1992) y se clondé en pBluescript II SK+ (Stratagene). A
continuacion se obtuvo el fragmento de interés psal-nut. por restriccion y se clond en
pMPO561, de manera que quedd aguas arriba y en la orientacion adecuada en relacion con el
sitio de clonacion de ADN metagendémico, dando lugar a pMPOS571 (figura 6). El fésmido
pMPOS571 tiene un tamafio de 8.827 pb, cerca de 700 pb mas que el foésmido original
pCCIFOS (8.139 pb). Estas construcciones se explican en detalle en el apartado 5.1 de
Materiales y Métodos.

Para la construccion de los vectores pMPO578 y pMPO579 se realizaron
modificaciones adicionales al fosmido pMPO571, consistentes en la incorporacion del gen gfp
carente de su propio promotor. Se construyeron dos variantes de esta modificacion: una que
mantenia el sitio de unioén del ribosoma del propio gen gfp (pMPOS578) y otra en la que se
sustituyo el sitio de union del ribosoma del gen gfp por el del gen 10 del fago T7 (pMPO579),
por ser este Ultimo mas eficiente, lo que podria incrementar la sensibilidad de la deteccion de

fluorescencia.

Para la construccion de pMPOS578, en primer lugar se amplifico por PCR parte del
fosmido pCCI1FOS-Ceul que contenia el gen que proporciona resistencia a cloranfenicol y

parte de redF, y se clond este fragmento en pBluescript II SK+ (plasmido intermedio 1). A
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continuacion, se obtuvo la region codificante de una variante del gen gfp de Aequorea victoria
(Cormack y col.,, 1996) precedida por su propia Shine-Dalgarno a partir del plasmido
pMPO634 (Tomas-Gallardo y col., 2009). Ese gen gfp tiene un sitio EC0721 (el mismo que el
sitio de clonacion para el ADN metagendmico en el fésmido), que se elimind mediante PCR
solapante (Ho y col., 1989), generando un sitio MIul pero sin cambiar la secuencia de
aminoacidos codificados por el gen. El gen gfp con el sitio EC072] mutado se clond en el
plasmido intermedio 1, antes del gen que proporciona resistencia a cloranfenicol, generando
de este modo el pldsmido intermedio 2. Por tltimo, se extrajo la construccion de interés del
plasmido intermedio 2 por restriccion (gfp con su Shine-Dalgarno sin sitio EC0721 y parte del
gen de resistencia a cloranfenicol) y se clon6 en el fosmido pMPOS571, sustituyendo una parte
tras el sitio de clonacion de ADN metagendmico, de manera que el gen que proporciona
resistencia a cloranfenicol qued6 regenerado. El fosmido resultante pMPOS578 tiene un
tamafio de 9.609 pb, cerca de 1,5 kb mas que el fosmido original pCC1FOS (8.139 pb). Estas

construcciones se explican en detalle en el apartado 5.1 de Materiales y Métodos.

Eco72l

pMPO571
(8,8 kb)

pMPO579
(9,6 kb)

Figura 6. Fésmidos derivados de pCC1FOS-Ceul: pMPO571 y pMPO579. Se resaltan los
elementos incorporados en pCC1FOS-Ceul durante esta tesis, incluyendo oriT, psal, sitio nut, y
gfp sin promotor.

La construccion de pMPO579 se realizoé de forma similar a la de pMPOS578, pero uno

de los oligonucleodtidos empleados para la amplificacion del gen gfp contenia en el extremo 5’
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la secuencia Shine-Dalgarno del gen 10 del fago T7 de tal manera que esa secuencia quedo a
la distancia adecuada antes de la region codificante del gen gfp amplificada. La estructura del
fosmido final, denominado pMPO579, se representa en la figura 6. Estas construcciones se
explican en detalle en el apartado 5.1 de Materiales y Métodos. El fosmido pMPO579 tiene un
tamafio de 9.621 pb, frente a las 8.139 pb del féosmido original pCC1FOS. Con ese incremento
de tamafio de solo cerca de 1,5 kb se le han introducido un origen de transferencia
conjugativa, un promotor psal seguido del sitio de utilizacion de la proteina antiterminadora N

y un gen gfp sin promotor.

1.1.2 Construccién de estirpes hospedadoras

Para el aprovechamiento tanto del promotor pT7, ya presente en pCCI1FOS, como del
promotor psal seguido por el sitio de reconocimiento de la proteina antiterminadora N, fue
necesaria la construccion de dos estirpes derivadas de EPI300-T1%, que mantuviesen la
capacidad de aumentar el nimero de copias del fésmido en condiciones de induccion pero en
las que estos promotores heterdlogos pudieran ser utilizados para dirigir la transcripcion del
ADN metagenomico. Estas estirpes son MPO553, productora de la ARN polimerasa del fago
T7; y MPO554, productora del activador NahR, necesario para la transcripcion desde psal, y
de la proteina antiterminadora N del fago lambda. Estos sistemas de expresion heterologa se

esquematizan en la figura 7.

La estirpe MPO553 tiene integrado en su genoma un fragmento de ADN que contiene el
promotor placUV5, el atenuador de nasF y el gen 1 del fago T7, que codifica la ARN
polimerasa de este fago. Esta estirpe carece del represor transcripcional Lacl por lo que la
transcripcion a partir de placUV5 es constitutiva. Sin embargo, la mayor parte de la
transcripcion iniciada en placUV5 termina en el atenuador de nasF, una estructura
terminadora de la transcripcion procedente del operon de asimilacion de nitrato de Klebsiella
pneumoniae (Chai y Stewart, 1999) que ha sido utilizada en nuestro laboratorio para reducir
los niveles basales de expresion de diversos vectores de expresion regulada (Royo y col.,
2005b; Medina y col., 2011) y solo una pequena fraccion llega a transcribir el gen 1,
expresandose este en bajos niveles. De este modo, MPOS553 tiene la ARN polimerasa del fago
T7 ademas de su ARN polimerasa y, por tanto, se puede transcribir el ADN metagendmico
desde el promotor pT7 presente en el fésmido. La ARN polimerasa de T7 es mucho mas

rapida que la ARN polimerasa bacteriana y es insensible a muchos de los terminadores de la
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transcripcion bacterianos (Studier y Moffatt, 1986; Jeng y col., 1990), incrementando asi la

posibilidad de transcribir el ADN metagenomico.

Para la construccion de esta estirpe se integré en el genoma de la estirpe EPI300-T1" un
fragmento de ADN de aproximadamente 3,3 kb que contenia el promotor placUV5, atenuador
de nasF y el gen 1 del fago T7. Dicha construccion se realizo en dos partes, que se integraron
una tras otra en el cromosoma como se indica mas adelante, al ser la construccién completa

demasiado grande para realizarlo en un tnico paso.

Para la primera parte de la construccion, el promotor placUV5 se obtuvo por restriccion
a partir del plasmido pNK736 (Simons y col., 1983), y se clond en pBluescript II SK+, dando
lugar a pMPOS556. A continuacion, el atenuador de nasF se obtuvo por restriccion a partir de
pMPO27 (Royo y col., 2005b) y se cloné en pMPO556, tras placUV5, generando de ese
modo pMPO557. El gen que proporciona resistencia a kanamicina de pKD4 (Datsenko y
Wanner, 2000) se amplificé por PCR y se clon6 en pMPO557, a continuacion del atenuador
de nasF, produciendo asi pMPO558. Para la segunda parte de la construccion, se amplifico
por PCR el gen que proporciona resistencia a cloranfenicol a partir de pKD3 (Datsenko y
Wanner, 2000) y se clondé en pGP1-2 (Tabor y Richardson, 1985), tras el gen 1 (ARN
polimerasa de T7), generando pMPO559.

La construccion se integro en el locus trg de la estirpe EPI300-T1® (en orientacion
opuesta a la de este gen), reemplazando practicamente toda su secuencia codificante,
utilizando una modificaciéon del método descrito por Datsenko y Wanner, 2000. En primer
lugar, se integré la parte de la construccion presente en pMPOS558 en el locus trg de la estirpe
EPI300-T1X. A continuacién, se integro el resto de la construccidn, presente en pMPO559, en
la estirpe EPI300-T1® con la primera parte de la construccion ya en el genoma, reemplazando
el gen que proporciona resistencia a kanamicina de pKD4. Finalmente, se elimind el gen que
proporciona resistencia a cloranfenicol de pKD3 del genoma. Los detalles de la construccion
se indican en el apartado 7 de Materiales y Métodos. En la figura 7 se muestra un esquema de

la integracion gendmica en la estirpe MPO553.

La estirpe MPO554 tiene integrado en su genoma un fragmento de ADN que contiene el
gen nahR, su promotor pnah, el promotor psal, cercano al anterior y colocado de manera
divergente, y el gen N del fago lambda, en el mismo sentido y a continuacion de psal. NahR
es el activador que, en presencia del inductor salicilato, activa la transcripcion a partir del

promotor psal, induciéndose asi la produccion de la proteina antiterminadora N. A su vez,
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NahR activa en presencia de salicilato la transcripcion a partir del promotor psal presente en
el foésmido pMPOS579 y la proteina N impide la terminacion de la transcripcion que discurre a

través del sitio nut hacia el ADN metagenomico.

Para la elaboracién de esta estirpe se integro en el genoma de la estirpe EPI300-T1" un
fragmento de ADN de aproximadamente 1,9 kb que contenia el gen nahR, su promotor pnah,
el promotor psal y el gen N del fago lambda. Para obtener dicha construccion, el fragmento
que contenia el gen nahR con su promotor pnah y el promotor psal se obtuvo por restriccion a
partir del vector pCNB4-S2 (Cebolla y col., 2001) y se clon6 en pBluescript II KS+
(Stratagene), generando asi pMPOS563. A continuacion, se amplifico por PCR el gen que
proporciona resistencia a cloranfenicol a partir de pKD3 (Datsenko y Wanner, 2000) y se
clond6 en pMPOS563, aguas abajo del gen nahR, produciendo asi pMPO564. Entonces, se
amplifico por PCR el gen N a partir de ADN de lambda y se cloné en pMPO564, aguas abajo

de psal y en la misma orientacion, dando lugar de este modo a pMPOS565.

MPO553 MPO554
atenuador de
placuvs nasF p pnah psal
> 99 e’ .
—-— l //#
/ NahR f /
© ARN polimerasa ooo proteina
deT7 salicia?oo ' antiterminadora N de A
! .
psal ";_7, Eco72l psal PTT  Ecor2l
Ut t E
nut,
pMPO579 pMPO579

Figura 7. Estirpes especializadas derivadas de la estirpe de E. coli EP1300-T1%: MPO553 y
MPO554, y esquema del sistema de induccion heter6loga que permite cada una de ellas. Se
indican los elementos del fragmento de ADN que ha sido integrado en el locus trg y el modo en
el que se produciria la expresion heterdloga en el fosmido en cada una de las estirpes. MPO553
es la estirpe productora de la ARN polimerasa de T7. MPO554 es la estirpe productora de la
proteina antiterminadora N y de NahR (el activador necesario para la transcripcion desde el
promotor psal en presencia de salicilato por parte de la ARN polimerasa bacteriana). El sitio
Eco72I indicado en el fosmido es el sitio de clonacion del ADN metagenomico.
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De forma similar a la construccion de la estirpe MPOS553, el inserto en pMPO565 se
integro en el locus trg de la estirpe EPI300-T1® (en orientacion opuesta a la de este gen),
reemplazando practicamente toda su secuencia codificante. Finalmente, se elimin6 el gen que
proporciona resistencia a cloranfenicol de pKD3 del genoma. Los detalles de la construccion
se indican en el apartado 7 de Materiales y Métodos. En la figura 7 se muestra un esquema de

la integracion genodmica en la estirpe MPO554.

Con el objetivo de poder transferir los fosmidos de una estirpe a otra por conjugacion,
se seleccionaron mutantes resistentes espontaneos a los antibioticos rifampicina (Rif) y acido

nalidixico (Nal) de EPI300-T1%, MPO553, MPO554.

A continuacion se recopilan las ventajas tedricamente aportadas con el nuevo sistema de
expresion (combinacion de fosmido pMPOS79 y estirpes especializadas MPO553 o
MPO554):

v’ Transferencia de metagenotecas de una estirpe de E. coli a otra mediante conjugacion.
v Expresion heterdloga de los genes metagendmicos:

e desde el promotor del gen 10 del fago T7, por la ARN polimerasa del fago T7,
en la estirpe MPOS553.

e desde el promotor inducible por salicilato, por la ARN polimerasa bacteriana,
cuya terminacion en terminadores potenciales de la transcripcion del ADN
metagendmico estara reducida por la proteina antiterminadora N del fago
lambda, en la estirpe MPO554.

v Deteccion de la expresion génica justo detrds del ADN metagendémico mediante GFP,
que permite la identificacion de sistemas reguladores a través de la tecnologia SIGEX

(Uchiyama y col., 2005).

1.2 Validacion de los fosmidos de expresion

1.2.1 Analisis de la capacidad de conjugacion del fésmido

La presencia de oriT en los nuevos fosmidos deberia permitirles ser transferidos

eficazmente por conjugacion de una estirpe a otra. Para comprobarlo, se realizaron
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conjugaciones triparentales (Figurski y Helinski, 1979) utilizando EPI300-T1® portando
pMPOS579 como estirpe donadora, mutantes espontaneos resistentes a rifampicina y a acido
nalidixico de EPI300-T1® como estirpes receptoras y DH5a portando el plasmido auxiliar
pRK2013 como la estirpe auxiliar de conjugacion. Como control, se intentd transferir del
mismo modo el féosmido pCC1FOS-Ceul, que no posee oriT. Y por ultimo, se transfirio un
plasmido movilizable por conjugacion bien conocido, como es pBBR1IMCS-3 (Kovach y col.,
1995). En este caso, se transfirio el plasmido desde la estirpe DHS5a. Se calcul6 la frecuencia
de conjugacion en cada caso (estimada como la relacion entre transconjugantes de la estirpe
receptora y el total de viables de la estirpe receptora). El fosmido pMPOS579 se transfirio de
manera muy eficaz a las distintas estirpes receptoras (con una frecuencia de conjugacion en
torno a 10™), siendo los resultados similares a los obtenidos con pPBBR1MCS-3, mientras que
el plasmido pCCIFOS-Ceul no pudo transferirse mediante conjugacion (frecuencia de

conjugacion de <107).

1.2.2 Medida de niveles de expresion desde el vector

Como ya se ha comentado, el nuevo sistema permitiria la expresion heterdloga del ADN
presente en el fosmido desde el promotor pT7 en la estirpe MPO553, y desde el promotor psal
junto con la antiterminacién de la transcripcion proporcionada por la proteina antiterminadora
N en la estirpe MPOS554. Para comprobar que el sistema funcionaba, se midieron los niveles
de expresion en distintas condiciones, utilizando como gen indicador el gen gfp sin promotor
presente en el fosmido aguas abajo y en el mismo sentido que los promotores heterdlogos.
Los niveles de fluorescencia detectados en las distintas condiciones, indicarian la magnitud de

la transcripcion que discurre por el sitio de clonacion de ADN metagendmico al gen gfp.

En primer lugar, se compararon los niveles de fluorescencia de los fésmidos pMPOS578
(que mantenia el sitio de union del ribosoma del propio gen gfp) y pMPO579 (en ¢l que se
sustituyo el sitio de union del ribosoma del gen gfp por el del gen 10 del fago T7). Como se
observa en la figura 8, en condiciones de induccidn, ya fuera aumentando el nimero de copias
del fosmido anadiendo la solucién de induccion de Epicentre (arabinosa) en la estirpe
MPQO553, o aportando ademas salicilato 5 mM, que induce la transcripcion desde el promotor
heter6logo psal en la estirpe MPOS554, los niveles de fluorescencia alcanzados fueron

alrededor de 3 veces mayores con pMPO579 que con pMPOS578. Por ese motivo, se decidio
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trabajar a partir de ese momento con pMPO579. La respuesta a las distintas condiciones de

induccion se trata con mas detalle a continuacion.
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Figura 8. Expresion del gen gfp en los fosmidos pMPO578 y pMPO579 en las estirpes
EP1300-T1%, MPO553 y MPO554. Se comparan los niveles de expresion de GFP en ambos
fésmidos, sin induccion y en las condiciones de induccion posibles en las distintas estirpes: con
arabinosa (que aumenta el nimero de copias del féosmido) y salicilato (que permite la induccion
heterdloga desde psal en la estirpe MPO554). Los valores representados son la media de al
menos 3 réplicas. Las barras de error se corresponden con la desviacion estandar de los datos.

Previamente a la realizacion de las siguientes pruebas, se llevaron a cabo dos nuevas
construcciones que permitirian comprobar si la transcripcidon iniciada en los promotores
heter6logos podria realizarse a través de terminadores de la transcripcion, y si la proteina N

realmente produce antiterminacién de la transcripcion.

Por un lado, se construyé el plasmido pMPOS580, derivado de pMPOS579 con un
fragmento de ADN que contiene un terminador de la transcripcion introducido en el sitio de
clonacioén del ADN metagenomico (Eco72I). Para ello se obtuvo un fragmento de unas 2,5 kb
correspondientes a la region intergénica entre los genes thnL y thnM de la estirpe TFA de
Sphingomonas macrogolitabida (que contiene el terminador de thnL) por restriccion del
plasmido pIZ1110 (Andujar, 2001). Ese fragmento se clon6 en pMPO579 en el sitio Eco721.
El terminador qued6 ubicado aproximadamente a 2,3 kb aguas abajo de psal y a 2 kb del

promotor pT7 en la orientacion adecuada.
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Y por otro lado, se construyo la estirpe MPOS555, que es igual a MPO554, salvo por la
diferencia de que MPOS555 tiene un desfase del marco de lectura en el codon 60 del gen N,
que la hace productora de una proteina N truncada (aunque la activacion transcripcional
mediante NahR se mantendria). Para la creacion de esta estirpe se integro en el genoma de la
estirpe EPI300-T1® un fragmento de ADN que contenia la misma construccion que se integro
para MPO554 pero con el gen N truncado: el gen nahR, su promotor pnah, el promotor psal,
cercano al anterior y colocado de manera divergente, y el gen N del fago lambda truncado, en

el mismo sentido y a continuacion de psal.

Para obtener dicha construccion, se le introdujo al gen N en el plasmido pMPOS565
descrito anteriormente un pequeio fragmento de ADN de 14 pb, como se describe en el
apartado 7 de Materiales y Métodos, generando un cambio de la pauta de lectura en el codon
60 (de un total de 133 aminodcidos que posee la proteina) de dicho gen. El plasmido
resultante fue pMPOS575. A partir de aqui la estirpe se construyo igual que MPOS554 pero
empleando pMPO575 en lugar de pMPOS565.

Como se coment6 anteriormente, los niveles de transcripcion desde los promotores
heterdlogos presentes en el vector modificado pMPO579 fueron medidos aprovechando el gen
indicador gfp sin promotor localizado en ese fosmido aguas abajo del sitio de clonacion del

ADN metagendmico.

La expresion del gen gfp en la estirpe EPI300-T1%/ pMPO579 fue baja (similar a la
fluorescencia intrinseca de EPI300-T1%) y el aumento del numero de copias del plasmido
anadiendo arabinosa 1 mM no dio como resultado un aumento sustancial de la expresion
(figura 9). En la estirpe especializada MPOS553, que produce de manera constitutiva niveles
bajos de ARN polimerasa de T7, los niveles de expresion también fueron muy bajos cuando el
numero de copias del plasmido era bajo (en ausencia de arabinosa). Sin embargo, los niveles
de expresion incrementaron drasticamente (35 veces) cuando se aumento6 el nimero de copias
del plasmido mediante la adicion de arabinosa. Este resultado muestra claramente que el
promotor pT7 en pMPOS579 es funcional y puede dirigir la transcripcion del ADN
metagendémico clonado en este vector, y que la estirpe especializada MPO553 produce ARN
polimerasa de T7, aunque a niveles lo suficientemente bajos como para ser casi indetectable
cuando el namero de copias del plasmido es bajo, lo que permite suponer que esta expresion
heter6loga en ausencia de arabinosa no va a ser deletérea para la bacteria hospedadora. El
nivel de expresion de gfp desde el plasmido pMPOS580, que contenia un terminador de la

transcripcion, fue incluso superior que el de pMPO579, lo que indica que este terminador no
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puede terminar la transcripcion realizada por la ARN polimerasa de T7 desde el promotor pT7

(figura 9).
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Figura 9. Expresién del gen gfp en el fésmido sin terminador y cuando lo precede un
terminador de la transcripcion, en la estirpe MPO553. Por un lado se comparan los niveles
de expresion de GFP en el fosmido pMPOS579 en la estirpe MPOS553 (productora de la ARN
polimerasa de T7) y en la original EPI300-T1%. Y por otro, se muestra el efecto de un
terminador entre el promotor pT7 y el gen gfp (pMPO580) en MPO553. Todo esto en ausencia
y presencia de arabinosa (que aumenta el nimero de copias del fosmido). Los valores
representados son la media de al menos 3 réplicas. Las barras de error se corresponden con la
desviacion estandar de los datos.

En la estirpe especializada MPOS554, que produce el activador transcripcional NahR
para la expresion desde el promotor psal, tanto el del fosmido para transcribir gfp como el del
cromosoma para dirigir la sintesis de la proteina antiterminadora N, el nivel basal de
expresion de gfp a partir de pMPO579 fue también bajo. El aumento del numero de copias del
plasmido por adicion de arabinosa ImM aumento6 los niveles de expresion solo 2 veces. La
induccion de la transcripcion desde psal por adicion de salicilato 5 mM resulté en un aumento
moderado similar en los niveles de expresion. Sin embargo, cuando se afiadid tanto arabinosa
como salicilato al medio de cultivo se obtuvieron niveles de expresion altos (20 veces
superiores a los niveles alcanzados sin afadir ninguno de los inductores) (figura 10). Este
resultado indica que el promotor psal en pMPO579 es funcional y puede dirigir la

transcripcion del ADN metagendmico clonado en este vector, y que la estirpe especializada
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MPOS554 produce el activador transcripcional NahR requerido para la transcripcion a partir de

psal.
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Figura 10. Expresion del gen gfp en la estirpe MPO554 en distintas condiciones de
induccion. Se muestra la respuesta de la expresion de GFP en la estirpe MPO554 (productora
de NahR, necesaria para la transcripcion desde psal) a arabinosa (que aumenta el nimero de
copias del fosmido) y a salicilato (que permite la induccion heterdloga desde psal). Los valores
representados son la media de al menos 3 réplicas. Las barras de error se corresponden con la
desviacion estandar de los datos.

Los niveles de expresion de gfp a partir de pMPOS579 en la estirpe MPOS555 en
presencia de salicilato fueron algo menores que los de la estirpe MPO554 (figura 11), pero
indican claramente que la transcripcion a partir de psal puede inducirse también en esta
estirpe. Sin embargo, esta expresion a partir de pMPOS580, que tiene el terminador
transcripcional de thnL, no pudo inducirse en la estirpe MPOS555, que carece de la proteina N
(figura 11), lo cual demuestra que el terminador de la transcripcion introducido es funcional.
Por el contrario, en la estirpe MPO554, que produce la proteina N, la expresion a partir de
pMPOS580 fue alta. Este resultado indica claramente que la transcripcion a partir de psal en
pMPOS580 se termina en su mayoria antes de alcanzar el gen gfp, en el terminador
transcripcional clonado, pero que la transcripcion puede continuar hasta el gen gfp si también
se induce la produccién de la proteina antiterminadora N mediante la adicion de salicilato (en
la estirpe MPO554). Es interesante el hecho de que la transcripcion de gfp desde pMPO580 en
MPOS554, que expresa tanto el gen nahR como el gen N, es casi tan alta como la obtenida con

pMPOS579 en esa estirpe, y que esta transcripcion desde pMPO579 en MPO554 es incluso
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algo superior a la obtenida por este foésmido en la estirpe MPOS555 carente de proteina N, lo
que sugiere que la proteina N pueda estar mejorando ligeramente la procesividad de la ARN

polimerasa incluso en ausencia de un terminador definido.

30 -
Mmsin inducir _:[_
254
g m+arabinosa
o < 20 . o+arabinosa +salicilato .
([OIT
85
cS 15 e
S5
e
(=8
5 § 10
o
B
ol | | j |_‘___

EPI300-T1%/ MPOS555/ MPO555/ MPO554/ MPO554/
pMPO579 pMPO579 pMPO580 pMPO579 pMPO580

Figura 11. Expresion del gen gfp en el fésmido sin terminador y cuando lo precede un
terminador de la transcripcion, en presencia y ausencia de la proteina antitermiadora N.
Se muestra el efecto de un terminador entre el promotor psal y el gen gfp (pMPO580) en
comparacion con el fosmido sin terminador (pMPO579) en la estirpe MPO554 (productora de
NahR, necesaria para la transcripcion desde psal, y de la proteina antiterminadora N), en
comparacion con el efecto en la estirpe MPO555 (productora de NahR y de una proteina
antiterminadora N truncada). Todo esto con el fésmido en bajo niumero de copias (sin arabinosa)
y en alto numero de copias sin y con salicilato. Los valores representados son la media de al
menos 3 réplicas. Las barras de error se corresponden con la desviacion estandar de los datos.

1.2.3 Identificacion de distintos niveles de fluorescencia y enriquecimiento de
clones mediante la tecnologia SIGEX

Para averiguar si el fosmido permitiria detectar sistemas inducibles por algin sustrato
gracias al gen gfp sin promotor, se realizé una simulacion mediante ensayos de citometria de
la tecnologia SIGEX (Uchiyama y col., 2005), en la que se utiliz6 el promotor psal del
fosmido como si fuera un posible promotor que pudiera estar presente en algiin clon con ADN
metagenomico y que fuera inducible por algln sustrato. Para ello, se prepararon dos cultivos

con el fosmido pMPO579, uno inducido con salicilato 5 mM y otro no (ambos con arabinosa
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1 mM, para que el fésmido se encontrara en alto nimero de copias), y se mezclaron en
distintas proporciones, quedando las bacterias de la poblacion inducida respecto a las de la no
inducida en proporcion 1:1, 1:10* y 1:10°. En el cultivo inducido, el fosmido se encontraba en
la variante resistente a 4cido nalidixico (Nal®) de la estirpe MPO554 mientras que en el no
inducido en la variante resistente a rifampicina (Rif%), de manera que posteriormente se
podrian distinguir las bacterias procedentes de cada cultivo mediante comprobacion de la
resistencia a esos antibidticos. A continuacion, las mezclas de los cultivos se sometieron a la
técnica de clasificacion de células activadas por fluorescencia (FACS, Fluorescence-Activated
Cell Sorting) y se trataron de obtener las bacterias con alto nivel de fluorescencia, o sea, las
que habian sido inducidas con salicilato. Las bacterias obtenidas se sembraron en placas, y se
comprobo la resistencia a 4cido nalidixico o a rifampicina de las colonias resultantes para
identificar las que realmente provenian del cultivo que habia sido inducido. Como era de
esperar, todas las colonias seleccionadas por citometria fueron resistentes a uno u otro
antibiotico. Los resultados del ensayo mostraron que de la mezcla inicial 1:1 el 100 % de las
bacterias seleccionadas por citometria eran inducidas (Nal®), de la mezcla 1:10% el 30 %
resultaron ser de la poblacion inducida y de la mezcla 1:10° el 15 %, habiéndose enriquecido
la mezcla unas 10* veces en este ultimo caso (tabla 4). Por tanto, extrapolado a lo que
ocurriria con una metagenoteca, estos resultados indicarian que la tecnologia SIGEX podria
usarse para identificar sistemas reguladores que respondan a un inductor particular en las

bibliotecas metagendémicas construidas en el fosmido pMPO579.

MPO554 Nal® / pMPO579 : Porcentaje antes de la  Porcentaje después de

MPO554 Rif? / pMPO579 separacion celular la separacion celular
1:1 50 % 100 %
1:10.000 0,01 % 30 %
1:100.000 0,001 % 15 %

Tabla 4. Porcentaje de bacterias inducidas en una poblacién antes y después de FACS.
Incremento de la proporcion de bacterias inducidas analizadas por citometria de flujo,
comenzando con un cultivo en el que se mezclan MPO554 Nal®/ pMPO579 inducida y MPO554
Rif'/ pMPO579 no inducida en cocientes diferentes (1:1, 1:10.000 y 1:100.000, siendo siempre
la poblacion inducida la minoritaria).
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1.2.4 Construccion de una metagenoteca de suelo de Punta de San Garcia

Ya se habia comprobado que los sistemas de expresion heterdloga incorporados al
nuevo fosmido y estirpes especializadas funcionaban, pero era interesante demostrar que al
realizar un rastreo de una determinada actividad, estos nuevos sistemas permitian la deteccion

de un mayor nimero de clones que el sistema original.

Se construyd una metagenoteca con una muestra de suelo de una zona costera que habia
sido contaminada en repetidas ocasiones con vertidos de hidrocarburos, en Punta de San
Garcia, Algeciras (Cadiz), segin se explica en el apartado 8 de Materiales y Métodos. En la
figura 12 se muestran imagenes de la zona y del suelo recogido. Se parti6 de 160 g de suelo,
de los que se separd la fraccion bacteriana por densidad con la resina Nycodenz, y se purifico
el ADN, obteniéndose 24 pg de ADN. Ese ADN se tratd convenientemente, quedando
finalmente alrededor de 1,5 pug de ADN. Con ese material se construyé una metagenoteca
usando el fosmido pMPOS579. Mediante siembras en placas de LB con Cm 12,5 mg/L,
antibidtico al que aporta resistencia el fosmido, se calculd que esta contenia aproximadamente
54.000 clones independientes. Se realizd un andlisis de restriccion a una serie de clones
seleccionados al azar, comprobando que tenian inserto y que su tamafio superaba las 20 kb. El
tamafio medio de los fragmentos de ADN metagendmico clonados se estimé en 35 kb
aproximadamente, de manera que la metagenoteca contenia alrededor de 1,89 Gb de ADN
metagenomico. La metagenoteca se mantuvo en la estirpe EPI300-T1® congelada a -80 °C en

masa.

Figura 12. Imagenes de la zona costera de la que se tomé la muestra de suelo para la
construccion de la metagenoteca.
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1.2.5 Rastreos comparativos de resistencias a antibidticos con y sin la

utilizacion de los sistemas de expresion heterologa

Para comprobar si el nuevo fosmido y las estirpes especializadas permitirian la
deteccion de un mayor nimero de clones que el sistema original, se empled la metagenoteca
de Punta de San Garcia, construida en el fosmido pMPOS579. Se realizaron rastreos
comparativos en la estirpe original EPI300-T1%, en la que no se podrian aprovechar los
sistemas de expresion heterdloga; en MPOS553, en la que se daria expresion heterologa desde
el promotor pT7 por la ARN polimerasa de T7; y en MPO554, en la que se daria expresion
desde psal y esa transcripcion seria capaz de superar los terminadores gracias a la proteina

antiterminadora N del fago lambda.

Los suelos son ricos en microorganismos que producen antibidticos betalactamicos,
incluso en ausencia de presion antropogénica (Demaneche y col., 2008; Allen y col., 2009).
Por eso, y por ser un rastreo sencillo (mediante seleccion directa en placas con el antibiotico),
lo que nos permitiria realizar las repeticiones necesarias, se eligio la resistencia a antibidticos,
concretamente a carbenicilina (Cb), como la actividad de interés para ser identificada en los
clones de la metagenoteca transferidos a las distintas estirpes. Resultaba interesante estimar la
abundancia de genes que proporcionaban esta resistencia en una muestra de suelo y cuantos
de estos genes no podrian haberse detectado en bibliotecas metagendmicas convencionales sin

los sistemas de expresion heterdloga.

En primer lugar, se realizé6 una busqueda directa con el cultivo de EPI300-T1® que
contenia la metagenoteca de clones resistentes a carbenicilina (Cb"), sembrando en placas de
LB que contenian 100 mg/L de carbenicilina y arabinosa 1 mM (para que el fosmido estuviera
en alto numero de copias). Esto resultdé en el aislamiento de solo unas pocas colonias
diminutas tras 2 dias de incubacion con una frecuencia mucho menor que 1/54.000. Esto
indica que ninguno de los clones de la metagenoteca confiere eficientemente resistencia a Cb

100 mg/L a EPI300-T1R,

Por otro lado, se transfiri6 la biblioteca metagendmica mediante conjugacion triparental
desde EPI300-T1® a los resistentes espontineos a acido nalidixico y a rifampicina de las
estirpes EPI300-T1®, MPO553 y MPO554, empleando DH5a/ pRK2013 como estirpe
auxiliar. Se obtuvieron unas frecuencias de conjugacion altas, siempre superiores al 6 %,
independientemente de la estirpe receptora. Estos datos indican que los clones metagendmicos

pueden transferirse a otras estirpes con una frecuencia similar a la del vector pMPO579, a
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pesar de las aproximadamente 35 kb de ADN metagendmico que porta cada clon. Se
sembraron diluciones del parche de la conjugacion directamente en placas de LB que
contenian 100 mg/L de carbenicilina, el antibidtico al que proporciona resistencia la estirpe
receptora (acido nalidixico o rifampicina) y arabinosa 1 mM. Cuando la estirpe era MPO554,

se realizaron ademas siembras en placas que también contenian salicilato 1 mM.

La tabla 5 muestra el nimero de clones resistentes a carbenicilina (Cb") detectados por
cada millon de transconjugantes que habian recibido un clon metagenémico, para cada una de
las estirpes. Se obtuvo un numero aproximadamente 6 veces mayor de transconjugantes
resistentes a carbenicilina con las estirpes especializadas, que permitian la expresion
heterdloga bien a partir del promotor pT7 o bien a partir del promotor psal con la
antiterminacion de la proteina N, en comparacion con la estirpe EPI300-TI® original.
Ademas, en el caso de MPO554, este aumento dependia de la adicion de salicilato 1 mM, que
inducia la activacion de la transcripcion a partir de psal por NahR y la antiterminacion por

parte de la proteina N.

EPI300-T1R  MPO553 MPO554

- Salicilato + Salicilato

Receptores Rif® - 64 - 28

Receptores Nal® 12 60 15 67

Tabla 5. Namero de clones resistentes a carbenicilina detectados en las diferentes estirpes
por cada millén de transconjungantes.

Para cada estirpe receptora se analizaron mas de un millon de transconjugantes, por lo
que la probabilidad de que en cada una hayamos analizado todos los clones de la
metagenoteca es practicamente del 100 % (segin adaptacion de la formula de Clarke y

Carbon, 1976).

Por lo general, se detectaron mas clones en las estirpes resistentes a Nal que en las

resistentes a Rif, sobre todo en ausencia de expresion heterdloga.

Una vez comprobado que con las estirpes especializadas aparecen clones resistentes a
Cb con mayor frecuencia, lo siguiente era saber si ademas, las estirpes especializadas
permiten detectar mas clones distintos que la original, es decir, si hay clones que expresen la

actividad de interés en las estirpes especializadas y no en la original. Para ello, se analizo el
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patron de restriccion de los fosmidos que conferian resistencia a carbenicilina presentes en
100 transconjugantes: 10 de EPI300-T1%, 40 de MPO553 y 50 de MPO554. El resultado
indicd que en estos rastreos se aislaron un total de 6 clones diferentes (figura 13). Todos los
transconjugantes de EPI300-T1® Cb" tenian el mismo fésmido, ETNI, cuyo patrén de
restriccion coincidia con el de los clones aislados directamente desde la metagenoteca (en
EPI300-T1%, sin conjugacion). Este fosmido también se encontré entre los transconjugantes
derivados de las estirpes especializadas. El uso de MPO553, la estirpe que produce ARN
polimerasa de T7, permitié la identificacion de 3 féosmidos adicionales, TN2, TN3 y TN4.
Estos fosmidos también se identificaron entre los transconjugantes derivados de MPO554, la
estirpe especializada que permitia la expresion desde psal y la antiterminacion de N. Y esta
estirpe permitié la identificacion de otros 2 fosmidos adicionales, N5 y N6, que no se
identificaron usando las demas estirpes. Por tanto, de estos resultados se extrae la conclusion
de que las estirpes especializadas permiten detectar un nimero mayor de clones distintos

resistentes a Cb.

AHind ETN1TN2 TN3 TN4 N5 N6 AHind Kb

23,1kb

9.4kb

6,6 kb

44%b

Figura 13. Patrones de restriccion de los 6 clones que confieren resistencia a carbenicilina.
Los fosmidos se digirieron con BamHI, que realiza cortes en el fésmido a ambos extremos del
inserto (la banda de aproximadamente 9,3 kb es fosmido sin inserto). Los marcadores de peso
molecular de ADN empleados son ADN de lambda digerido con HindIIl (indicado como
AHind) y Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen) (indicado como Kb).
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Para confirmar la capacidad de cada fésmido de conferir Cb" a cada una de las estirpes
receptoras, y descartar asi que la ausencia de algunos de los clones en algunas de las estirpes
fuera casualidad, se transfirieron los 6 fosmidos de vuelta a las estirpes EPI300-T1® Rif® y
Nal®. Desde ahi, se volvieron a pasar por conjugacion triparental a las 3 estirpes resistentes

espontaneas a Nal y a Rif, empleando la estirpe auxiliar DH5a/ pRK2013.

Receptores
EPI1300-T1IR Rif*  MPO553 Rif? MPO554 Rif?
-Salicilato +Salicilato
Donador: ~ ETNI 10° 1 10° 0,8
EPI300-T1®  TN2 <10” 0,8 <10 1
Nal® TN3 10° 0,8 <10’ 1
TN4 <10” 1 <107 0,9
N5 <107 <107 10 1
N6 <107 10° <107 0,9
Receptores
EP1300-T1® Nal®  MPO553 Nal® MPO554 Nal®
-Salicilato +Salicilato
Donador: ETN1 0,1 0,07 0,3 0,5
EPI;??,QHR N2 <10° 0,05 <10° 1
TN3 <107 0,2 <107 1
TN4 <107 0,2 <107 0,9
N5 <107 <10” 0,2 1
N6 <107 <107 0,1 1

Tabla 6. Transferencia por conjugacién de los clones resistentes a carbenicilina a las
distintas estirpes. Los valores representan la frecuencia de transconjugantes resistentes a
carbenicilina respecto a los transconjugantes que han recibido el fosmido.

Los 6 féosmidos se transfirieron eficazmente a cada una de las 3 estirpes receptoras, con
frecuencias siempre superiores al 5 %. Tal como se muestra en la tabla 6, solo el fosmido
ETNI1 fue capaz de conferir Cb" a la estirpe EPI300-T1® y solo a la variante Nal®. Ademés, la
expresion del gen que confiere resistencia a carbenicilina en ese fosmido estd aparentemente
limitada, ya que solo una fraccion minoritaria de los transconjugantes mostrd resistencia y
pudo generar una colonia. En las variantes Nal® de las estirpes especializadas también se

detectd que la expresion de la Cb® desde este fosmido no era lo suficientemente buena como
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para que la mayoria de los transconjugantes fuesen Cb® aunque en la estirpe MPO554 este
fosmido aporto resistencia a Cb mas eficientemente en presencia de salicilato. La ventaja del
uso de los sistemas de expresion heterdloga en este clon se puso mucho mas claramente de
manifiesto con el uso de las variantes Rif* en las que se observd que la expresion propia no
confiri6 Cb" mientras que la expresion heteréloga con cualquiera de los dos sistemas permitio
conferir Cb® a la mayoria de los transconjugantes. La expresion heterologa basada en la ARN
polimerasa de T7 permitié que los fésmidos ETN1, TN2, TN3 y TN4 proporcionaran Cb" a la
estirpe MPO553. A su vez, la expresion heterdloga basada en psal y la antiterminacion N
permiti6 que ademas de estos, los clones N5 y N6 confiriesen también Cb® a la estirpe
MPO554 en presencia de salicilato. Estos resultados, usando los fésmidos aislados,
concuerdan completamente con los obtenidos usando toda la biblioteca metagenomica e
indican claramente que al menos 6 clones de la biblioteca contienen genes que aportan
resistencia a carbenicilina, y que solo uno de estos 6 fosmidos expresa el gen de resistencia

por si mismo lo suficiente para conferir Cb* en la estirpe EPI300-T1%,

Por tanto, estos resultados muestran el potencial de la utilizacion de estos sistemas de

expresion heterdloga para detectar clones que contienen genes con funciones de interés.
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2. CARACTERIZACION DE CLONES CON RESISTENCIAS A
CARBENICILINA

En la metagenoteca de San Garcia se identificaron 6 clones distintos con capacidad de
resistir 100 mg/L de carbenicilina, denominados ETN1, TN2, TN3, TN4, N5 y N6. Estos
clones presentaron distinto patron de restriccion (figura 13), lo que indica que su secuencia de

ADN metagendémico no es la misma.

Recapitulando, el clon ETN1 es el (inico que aporta resistencia a la estirpe EPI300-T 1",
es decir, el Unico en el que el gen que proporciona la resistencia a Cb es capaz de expresarse
por si mismo. Los otros 5 clones requieren expresion heterdloga para dar resistencia a Cb. Los
clones TN2, TN3 y TN4 expresan la resistencia tanto desde el promotor pT7 (en la estirpe
MPO553) como desde el promotor psal asociado a la antiterminacion de la proteina N (en la
estirpe MPO554 en presencia de salicilato). Y los clones N5 y N6 requieren que la expresion
se dé desde el promotor psal con la antiterminacion de la proteina N. Con objeto de establecer
los determinantes genéticos que conferian esta resistencia asi como su organizacion en el
contexto genomico de cada clon para entender la forma en que se habia producido su

expresion heterdloga, se procedi6 a la caracterizacion de todos los clones.

2.1 Secuenciacion de los clones con resistencias a carbenicilina

Los 6 clones con resistencias a Cb se secuenciaron individualmente por el sistema de
secuenciacion masiva de Roche (454). En dos de ellos posteriormente hubo que unir contigs o
completar la secuencia mediante algunas reacciones de secuenciacion, pero finalmente se
obtuvo la secuencia metagenémica completa de todos ellos. Esas secuencias se depositaron en
la base de datos GenBank con los cddigos de acceso: JX406851 (ETN1), JX406852 (TN2),
JX406853 (TN3), 1X406854 (NS5) y IX406855 (N6).

El andlisis de secuencia de cada fosmido reveld varios genes que podrian conferir
resistencia a carbenicilina, cuya localizacion y orientaciéon se muestran en la figura 14.
Resultd que, por un lado, los clones TN3 y TN4 comparten secuencia, de hecho el inserto de
TN4 estaria incluido en el de TN3, en la misma orientacion. Y por otro lado, los clones N5 y
N6 también comparten parte del inserto, pero en sentido contrario. Estas parejas de clones

comparten los genes identificados como posibles responsables de la resistencia a Cb.
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Las secuencias de las posibles proteinas relacionadas con la resistencia a carbenicilina

de estos clones se recogen en el Anexo.

2.2 Betalactamasa de clase C y bomba de eflujo del clon ETN1

En el clon ETNI1 se identific6 un gen codificante de una betalactamasa de clase C
(blaC) que se encuentra en orientacion opuesta a los promotores heterdlogos. Las proteinas
homologas a las que mas se parece esta betalactamasa pertenecen a diferentes especies de
Pseudomonas, presentando valores de identidad de 70-89 % con decenas de proteinas. Al
menos las anotaciones de las proteinas mas similares se han realizado por homologia de
secuencia, sin que conste que se haya confirmado la actividad. Inmediatamente aguas abajo
del gen blaC se encuentra una pauta abierta de lectura (orf, open reading frame) que
codificaria una proteina de 103 aminodcidos y que contiene 4 nucledtidos solapados con el
extremo 3’ del gen de la betalactamasa. Ese solapamiento podria ser indicativo de
acoplamiento traduccional, sugiriendo que la pequena orf podria estar relacionada con la
funcion de la betalactamasa. Ademas, esa orf esta conservada, sobre todo en distintas especies
de Pseudomonas, asociada también a genes codificantes de betalactamasas de clase C. Sin
embargo, hasta el momento no se ha descrito la existencia de proteinas asociadas a las

betalactamasas que puedan contribuir a su funcion de resistencia al antibiotico.

Para tratar de averiguar si la pequefia orf que sigue al gen codificante de la
betalactamasa estaba implicada en la resistencia, se subclono el gen blaC sin y con la pequena
orf en pMPO579, de manera que quedaba a continuacion y en el mismo sentido que psal. Los
insertos se obtuvieron mediante amplificacion por PCR como se indica en el apartado 5.2 de
Materiales y Métodos. El subclon con el gen blaC sin la pequena orf se denominé pMPO584
y el subclén con el gen blaC seguido de la pequena orf pMPOS585.

Se compar6 el crecimiento de ambos subclones, junto con el de ETN1 y pMPO579
(como controles positivo y negativo respectivamente), en la estipe MPO554 Nal®, en
presencia de Cb 100 mg/L y arabinosa 1 mM, y en las mismas condiciones pero afiadiendo
también salicilato 1 mM. Aunque algo mas tolerantes que la estirpe con el vector vacio
(pMPO579), los subclones pMPO584 y pMPOS585 no proporcionan un buen crecimiento en
Cb 100 mg/L, lo que indica que la betalactamasa de clase C no es capaz por si sola de conferir

toda la resistencia a Cb proporcionada por el fésmido original (ETN1 permite crecer en
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presencia de carbenicilina bastante mejor que los subclones). No se observé diferencia entre
los 2 subclones, por lo que no se aclaré nada en cuanto a la pequeiia orf conservada que sigue
al gen blaC. Sin embargo, parece que en el fosmido ETN1 hay algo que falta en los subclones

que proporciona resistencia a Cb, o que al menos participa en ella.

En ETNI también se identificaron los genes que codifican los 3 componentes de una
bomba de eflujo de la familia de permeasas de resistencia-nodulacién-division celular (RND)
en la misma direccion que los promotores heterdlogos, posiblemente formando un operon:
una proteina transportadora de membrana interna, una proteina periplasmica o de fusion de
membrana y una proteina de membrana externa o porina. Ese fésmido también contiene un
cuarto componente que codifica una proteina adicional de membrana externa. Las 4 proteinas
mencionadas cuentan con decenas de secuencias homologas pertenecientes al género
Pseudomonas, con identidades superiores al 80 % (hasta 96-99 %). Se ha descrito que las
bombas de eflujo contribuyen a la tolerancia de bacterias a diferentes compuestos toxicos
tales como compuestos aromaticos o antibidticos (Nikaido, 2011), y més concretamente
antibiodticos betalactdmicos (Poole, 2005), por lo que es posible que esta bomba de eflujo de
ETNI pueda contribuir también a la resistencia a Cb, sobre todo si se tienen en cuenta los
resultados obtenidos con los clones TN3 y TN4 (ver més adelante). La expresion heterdloga
de los genes de esta bomba, localizados a unas 14 kb de los promotores heter6logos, es lo que
explicaria que este clon confiera una mejor resistencia a Cb cuando los sistemas de expresion

heterdlogos estan activos.

2.3 Betalactamasa de clase B del clon TN2

En el clon TN2 se localizo el gen codificante de una betalactamasa de clase B (blaB) 6
kb aguas abajo de los promotores heterologos, en la misma orientacion. La secuencia con la
que esta proteina presenta una mayor identidad (67 %) esta anotada como proteina hipotética,
seguida de muchas otras betalactamasas de clase B con identidades de en torno al 50 %. Estas
proteinas pertenecen a distintas especies, pero son mayoritarias las del género Acinetobacter.
Con menor identidad, también se encuentran proteinas homologas de organismos no
cultivados: LRA-8, Amol y LRA-2 (con identidades del 38 al 32 % y E values todavia
significativos). En los 3 casos se trata de betalactamasas de clase B identificadas en analisis

funcionales con antibidticos betalactamicos de metagenotecas de un suelo de Alaska (Allen y
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col.,
(Donato y col., 2010), en el caso de Amol. También se identifico el gen codificante de un
regulador de betalactamasa (blaR), concretamente de un activador transcripcional tipo LysR,
justo aguas arriba de blaB, en orientacion opuesta, lo que sugiere que este es un sistema
inducible de resistencia a antibioticos betalactdmicos. A pesar de la existencia del activador
blaR en el clon, este gen blaB no puede inducirse y expresarse de manera autonoma en E. coli
en las condiciones de crecimiento, ya que el antibidtico betalactdimico utilizado es
carbenicilina, un antibiotico disefiado para ser eficaz incluso frente a bacterias con resistencias
inducibles, que se caracteriza por no atravesar la membrana interna, (Li y col., 1994) evitando

asi su reconocimiento por parte del regulador intracitoplasmico. Sin embargo, blaB si parece

2009), en el caso de LRA-8 y LRA-2, y de un suelo de un manzanar de Wisconsin

poder ser transcrito desde cualquiera de los promotores heterdlogos presentes en el vector.

psal pI7 blaC bomba de flujo de la familia RND
ETN1 (27 kb) LEW«WM@W%

14 kb ABC C2
al pI7  blaR blaB
TN2 (38 kb)
6 kb
al pl7 bomba de flujo de la familia RND
TN3 (35 kb) ﬁE—a—o—mmwmwxmm—a—m«a—o——
16 kb ABC
psal pI7 bomba de flujo de la familia RND
TN4 (26 kb) S LV LR BN R R G W NS b

13 kb ABC

psal pI7 blaB R
N5 (31 kb) LEWW

27 kb

blaB R P al
N6 (30 kb)

11 kb

Figura 14. Esquema de los clones que confieren resistencia a carbenicilina. Se indican las
pautas abiertas de lectura y sus orientaciones, resaltandose aquellas que podrian estar
involucradas en la resistencia a carbenicilina. Las abreviaturas de la figura significan lo
siguiente: blaC: gen codificante de betalactamasa de clase C; blaB: gen codificante de
betalactamasa de clase B; blaR: gen codificante de regulador de betalactamasa; R: gen
codificante de regulador transcripcional putativo. Los genes no estan representados a escala.

124



RESULTADOS

2.4 Bomba de eflujo de los clones TN3 'y TN4

La secuencia metagenémica del clon TN4 estd incluida en la del clon TN3, y se
encuentran en la misma orientacion. Ninguno de estos fosmidos contenia genes que
parecieran codificar una enzima betalactamasa. Los unicos genes que parecia que pudieran
estar involucrados en la resistencia a Cb en estos fosmidos eran los codificantes de los
componentes de una bomba de eflujo tipo RND y se localizaban de forma contigua y
posiblemente formando un oper6on en la misma orientacion de los promotores heterdlogos, a
16 kb o 13 kb, en los clones TN3 y TN4 respectivamente. Esas proteinas cuentan con
bastantes secuencias homologas con identidades superiores al 80 % (hasta 96-99 %),
pertenecientes al género Achromobacter, las mas cercanas, seguidas de Bordetella y algunas

otras.

Para determinar si la bomba era realmente la responsable por si misma de la resistencia
a Cb se subclonaron exclusivamente los genes codificantes de la bomba de eflujo en el mismo
fosmido pMPOS579. El fragmento de interés con los genes de los 3 componentes de la bomba
se obtuvo por restriccion del fosmido TN4 como se indica en el apartado 5.2 de Materiales y
M¢étodos, clonandose en la misma diana en la que se inserta el ADN metagendmico, de
manera que los genes de la bomba quedaron tras los promotores heterdlogos, en su misma

orientacion. El subclon resultante se denomind pMPOS586.

Se compard el crecimiento del subclon con el de TN3, TN4 y pMPO579 (como
controles positivos y negativo respectivamente), en la estirpe MPO554 Nal®, en presencia de
Cb 100 mg/L y arabinosa 1 mM, y en las mismas condiciones pero afiadiendo también
salicilato 1 mM. El subclén es capaz de proporcionar resistencia a Cb 100 mg/L en presencia
de salicilato pero no en su ausencia, tal y como ocurre con los fésmidos originales, creciendo
incluso algo mejor que con TN3 y TN4. Esto indica que esta bomba de eflujo es capaz de
proporcionar por si misma resistencia a 100 mg/L de carbenicilina si se expresa de manera

adecuada desde un promotor heterélogo en E. coli.

2.5 Betalactamasa de clase B de los clones N5y N6

Los clones N5 y N6 comparten la mayor parte de sus insertos de ADN metagendmico,

que se encuentran en orientaciones opuestas en cada fosmido. Los 2 clones permiten a la
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estirpe MPO554 Nal® crecer con Cb 100 mg/L en presencia de arabinosa y salicilato, aunque
también se da algo de crecimiento sin salicilato, sobre todo con N5. Esto cuadra con lo que se
observa en la tabla 6. Es decir, con salicilato crecen mejor, pero sin salicilato también pueden
acabar creciendo. Parece que la expresion autonoma del gen responsable de la resistencia no
es suficientemente eficiente, y la transcripcion heterdloga desde el promotor psal ayuda a
proporcionar la resistencia completa a Cb 100 mg/L en E. coli. En ambos clones de identifico
un gen codificante de una betalactamasa de clase B, denominado blaB en la figura 14. La
proteina codificada por este gen presenta una identidad <50 % con otras proteinas de las bases
de datos, entre las que se encuentran varias betalactamasas de clase B identificadas en
metagenotecas de un suelo de Alaska (Allen y col., 2009), que se comprobd que conferian
resistencia a antibioticos betalactamicos en E. coli: LRA-19, LRA-12, LRA-17, LRA-3, LRA-
7 y LRA-9 (con identidades entre el 43 y 45 %). Estas 6 proteinas junto con las 2 que
presentan homologia con la betalactamasa del clon TN2, constituyen el total de

betalactamasas de clase B identificadas por Allen y col. en ese trabajo.

En N6, el gen codificante de la betalactamasa de clase B comentado, se localiza a 11 kb
aguas abajo de los promotores heterdlogos y se transcribe en la misma orientacion, lo que
explicaria la mayor resistencia que confiere el fésmido cuando el sistema heter6élogo de
antiterminacion esta activo. Curiosamente, en N5 ese gen se encuentra localizado en la
orientacién opuesta, aunque N5 también requiere induccion con salicilato para conferir o, al
menos, mejorar bastante la resistencia a Cb. La unica explicacion posible es que la
transcripcion heteréloga desde psal en N5 tenga como resultado la expresion de un gen
distinto a blaB y en orientacion contraria a este, que también pudiera participar en la
resistencia a Cb en N5. Solo hay otras 6 orfs predichas en este clon que cumplan estos
requisitos, es decir, que estén en la misma orientacion que psal. Los analisis BLAST de las
secuencias predichas de aminoacidos de 5 de ellas indicaron similitud a proteinas no
caracterizadas o hipotéticas por lo que no proporcionaron pista alguna en relacion con su
potencial funcion. Sin embargo, existe una pauta abierta de lectura, denominada R en la figura
14, cuyo andlisis BLAST mostrd similitud a reguladores transcripcionales putativos. Esta
proteina tiene un dominio similar a dominios HTH (helix-turn-helix, hélice-giro-hélice),
capaces de unirse a ADN, que estdn presentes en muchas proteinas involucradas en la
regulacion de la expresion génica. Este candidato a gen activador, que podria a su vez activar
la transcripcion de blaB, se encuentra localizado 27 kb aguas abajo del promotor psal de

manera que la resistencia a carbenicilina conferida por el clon N5 podria estar indicando una
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expresion heteréloga a gran distancia y a través de al menos 5 terminadores de la
transcripcion, lo que pondria de manifiesto el gran potencial que el sistema de expresion
inducible por salicilato tiene para expresar genes de bibliotecas metagenomicas.
Alternativamente, podria haber un gen de algin pequefio ARN regulador no detectado en
nuestro analisis de secuencia, que pudiera ser procesado adecuadamente a partir del transcrito
primario heterélogo generado desde psal y que su funcion fuese promover la expresion

postranscripcional de blaB.
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3. IDENTIFICACION DE ACTIVIDADES DE INTERES

3.1 Construccibn de una metagenoteca de suelo con historia de

contaminacion

Debido al interés del grupo de investigacion en actividades relacionadas con la
degradacion de contaminantes organicos, para la construccion de una metagenoteca se eligid
un suelo con historia reciente de contaminacioén. Se tomo una muestra de suelo de una pila de
refineria de la industria petroquimica (Palos de la Frontera, Huelva). En la figura 15 se
muestran imagenes de la zona y del suelo recogido. Ese suelo habia sido contaminado con
hidrocarburos procedentes de dicha industria, y sometido a un proceso de descontaminacion
(consistente en una adicion inicial de carbono y posteriores volteos mensuales con palas
durante 6 meses) que se considero finalizado aproximadamente un mes antes de la toma de la
muestra. En ese momento se esperaba que el suelo estuviera enriquecido en bacterias con
capacidad de degradacion de contaminantes. Se cogid la muestra de suelo cribado eliminando
previamente el suelo mas superficial. La metagenoteca de pila de refineria de la industria
petroquimica se construyd usando como vector el fosmido pMPO579, segun se explica en el
apartado 8 de Materiales y Métodos. Se parti6 de 40 g de suelo, de los que se separd la
fraccion bacteriana por densidad con la resina Nycodenz, y se purifico el ADN, obteniéndose
aproximadamente 25 ng de ADN metagenomico. Ese ADN se tratd convenientemente,
quedando finalmente unos 4 pg de ADN. Con ese material se construyd una metagenoteca de
unos 185.000 clones independientes, calculo que se realiz6 a partir de siembras en placas de
LB con Cm 12,5 mg/L, antibiotico al que aporta resistencia el fésmido. Se realizé un analisis

de restriccion a una serie de clones seleccionados al azar, comprobando que tenian inserto y

Figura 15. Imagenes de la pila de la refineria de la industria petroquimica de la que se
tomo la muestra de suelo para la construccion de la metagenoteca.
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que su tamafio superaba las 20 kb. El tamafio medio de los fragmentos de ADN
metagenomico clonados fue aproximadamente de 35 kb, de manera que contenia unas 6,5 Gb
de ADN metagenémico. La metagenoteca se mantuvo en la estirpe EPI300-T1® congelada a

-80 °C en masa.

3.2 Rastreo de dioxigenasas extradiolicas

Se buscaron clones con actividad dioxigenasa extradiolica en la metagenoteca
procedente de la pila de refineria de la industria petroquimica. Se decidid realizar los rastreos
utilizando la estirpe MPO554 NalR, con objeto de maximizar la identificacion de estos clones,
ya que en esa estirpe se daria expresion heterdloga desde el promotor psal del fosmido y esa
transcripcion podria superar los posibles terminadores que eventualmente pudiera encontrarse
gracias a la proteina antiterminadora N del fago lambda. Ademas, fue la estirpe que permitid
aislar un mayor numero de clones resistentes a carbenicilina (apartado 1.2.5 de Resultados).
Como la metagenoteca se mantenia en la estirpe EPI300-T1X, previo a la busqueda de clones
con la actividad se realizo una conjugacion triparental con la estirpe EPI300-T1® con la
metagenoteca como donadora, MPO554 Nal® como receptora y DH50/ pRK2013 como la
estirpe auxiliar de conjugacion. Se sembraron diluciones del parche de conjugacion en placas
de LB con los antibidticos necesarios para seleccionar transconjugantes (cloranfenicol y acido
nalidixico), arabinosa 1 mM (para aumentar el niimero de copias del fosmido) y salicilato 1
mM (para permitir la expresion heterologa desde psal en el fésmido y la antiterminacion de la
transcripcion por la proteina N). El parche de conjugacion, resuspendido en 2 ml de tampon
fosfato, se sembro en placas de 15 cm de diametro con factores de dilucién de 5-10* y de 107,
de manera que se obtuvieron 1.000-2.000 y 2.500-4.000 colonias en cada placa,
respectivamente. Las variaciones en el nimero de colonias de una conjugacion a otra se deben
a diferencias en las frecuencias de conjugacion, que se encontraron en torno a 7-10 % en las
distintas repeticiones realizadas. Conviene que las colonias queden separadas unas de otras,
de manera que se pueda identificar y recuperar la colonia que presente la caracteristica de

intereés.

El procedimiento de rastreo de la actividad entre las colonias transconjugantes ya
crecidas consistid en aplicarles por encima con un espray catecol al 1 % o 2,3-

dihibroxibifenilo al 0,5 %. Estos compuestos son dos sustratos distintos, uno con un solo
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anillo aromatico y el otro con dos, cuyos anillos aromaticos dihidroxilados son susceptibles de
ser abiertos por una enzima con actividad dioxigenasa extradiolica (figura 16A). Los clones
que expresaran genes codificantes de esta actividad y que ademds fueran capaces de
transformar el sustrato correspondiente producirian 2-hidroximuconico semialdehido o 2-
hidroxi-6-ox0-6-fenil-hexa-2,4-dienoato. Estos productos de rotura extradiolica son amarillos,
y darian este color a las colonias que los produjeran, haciendo por tanto a los clones con esta
actividad distinguibles del resto (figura 16B). El catecol ha sido utilizado previamente para
detectar este tipo de actividad en colonias de bacterias con genes procedentes de organismos
degradadores (Kulakov y col., 1998) y en bibliotecas metagendémicas (Brennerova y col.,

2009).

A
OH OH
OH
/ COOM
—_—
A cHO
Catecol 2-hidroximuconico
semiaidehido
OH oH
HO
f) Hooe -~
l S I s
2, 3-dihidroxibifenilo 2-hidroxi-6-0x0-6-fenil-

hexa-2 4-dienoato

Figura 16. A. Esquema de las reacciones de dioxigenacion extradidlica sobre catecol y 2,3-
dihidroxibifenilo, generando los correspondientes productos de rotura. B. Colonia capaz
de producir 2-hidroximucénico semialdehido a partir de catecol junto a otras sin la
actividad en el rastreo de dioxigenasas extradiolicas.

Se analizaron unas 260.000 colonias distribuidas en 185 placas mediante la deteccion de
color amarillo en colonias, pasados unos minutos tras la adicién de catecol. Se identificaron
28 colonias amarillas, que se analizaron posteriormente por restriccion, encontrandose 17
patrones de restriccion distintos. Los clones que mantenian fésmidos distintos identificados

usando catecol como sustrato se denominaron UPO33-UPO49.

Se analizaron otras 260.000 colonias distribuidas en unas 150 placas del mismo modo,

pero en este caso se utilizd 2,3-dihidroxibifenilo en lugar de catecol. Con este sustrato se
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identificaron 67 colonias amarillas, entre las cuales se detectaron 44 patrones de restriccion
distintos. Tres de estos clones tenian patrones de restriccion iguales a los clones UPO35,
UPO42 y UPOA48 previamente identificados utilizando catecol, pero el resto eran diferentes.
Estos ultimos se denominaron UPO50-UPO72 y UPO74-UPO91. Por tanto, con los dos
sustratos en su conjunto, se obtuvieron 58 clones distintos con actividad dioxigenasa

extradiolica.

A pesar de que el catecol es el sustrato que ha sido utilizado previamente con mas
frecuencia en distintos laboratorios para identificar y caracterizar colonias con actividad
dioxigenasa extradidlica, tras analizar el mismo niimero de clones con cada sustrato, nuestros
datos indican que se obtuvieron mas clones con actividad dioxigenasa extradidlica usando

2,3-dihidroxibifenilo como sustrato indicador.

Para asegurar con una probabilidad del 90 % que se habian analizado todos los clones
de esta metagenoteca (que tenia 185.000 clones) habria que analizar unos 426.000 clones
(segun adaptacion de la formula de Clarke y Carbon, 1976). En estos rastreos se analizaron
unos 260.000 clones con cada sustrato, por lo que es muy probable que en la metagenoteca
hubiera bastantes mas clones independientes con actividad dioxigenasa extradidlica. De
hecho, el poco grado de repeticion de los patrones de restriccion, 58 distintos entre 95
colonias amarillas, indica que el rastreo no fue saturante y que hubieran podido aparecer

clones distintos si se hubieran rastreado mas colonias transconjugantes.

3.3 Rastreo de oxigenasas hidroxilantes de anillos aromaticos

Con la misma metagenoteca de la pila de refineria de la industria petroquimica se
realizaron también rastreos para identificar clones con actividad oxigenasa hidroxilante de
anillos aromaticos (también llamada oxigenasa inicial). De forma similar, los rastreos también
se realizaron en este caso en la estipe MPO554 Nal¥, ya que es la que permite la
antiterminacion mediada por la proteina N y fue la que permitid aislar un mayor numero de
clones resistentes a carbenicilina. Como la metagenoteca se mantenia en la estirpe EPI300-
T1®, de nuevo se realizé una conjugacion triparental antes de la busqueda de clones con la
actividad oxigenasa hidroxilante, tal y como se describe en el apartado anterior, sembrando
diluciones del parche de conjugacion en el mismo medio y con los mismos factores de

dilucién, obteniendo densidades de colonias por placa y frecuencias de conjugacion similares.
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La produccion de indigo a partir de indol permite la deteccion de bacterias E. coli con
actividad oxigenasa hidroxilante por su coloracion azul (Ensley y col., 1983; O’Connor y col.,
1997). Para ello, basta con cultivar las bacterias en medio rico LB, del que se emplea el
triptéfano como sustrato inicial. A partir del triptofano, la triptofanasa endoégena de E. coli
produce indol, incoloro, que pueden emplear como sustrato muchas oxigenasas hidroxilantes.
Estas oxigenasas producen una doble hidroxilacién del anillo heterociclico del indol, dando
lugar a un dihidrodiol inestable, que es quimicamente deshidratado para formar indoxil. Sobre
el indoxil se produce una oxidacién espontdnea y una dimerizacion a indigo (Royo y col.,
2005a), siendo también posible la formacion del heterodimero indirrubina, de color rojizo

(Lim y col., 2005). Estas reacciones se esquematizan en la figura 17.
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isatina
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Figura 17. Esquema de las reacciones que tienen lugar para la produccion de indigo a
partir de triptéfano. Se indica el nombre de algunos de los intermediarios, asi como las
reacciones catalizadas por la triptofanasa y la oxigenasa hidroxilante (representada en el
esquema por una dioxigenasa, aunque la transformacion hasta indoxil también se puede llevar a
cabo de forma directa por una monooxigenasa). El resto de reacciones ocurren de manera
espontanea (modificado de Royo y col., 2005a, y Kim y col., 2003).

Este ensayo no puede llevarse a cabo en cualquier estirpe, al requerirse la produccion de
una triptofanasa como la que se encuentra en E. coli, ausente en otras especies. Ademas, la
produccion de indigo requiere que las bacterias E. coli con los genes codificantes de
oxigenasas hidroxilantes crezcan en medio rico LB, no siendo valido el empleo de medio

minimo a menos que este se suplemente con L-triptéfano o indol (Hart y col., 1992). Es un
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rastreo sencillo que ha permitido la identificacion de diversas monooxigenasas y dioxigenasas
hidroxilantes capaces de emplear el indol como sustrato, debido a que la oxigenacion del
indol hasta indoxil se puede llevar a cabo tanto por una dioxigenacion seguida de una
deshidratacion como por una monooxigenacion de forma directa (Figura 17), tanto en
genotecas procedentes de bacterias degradadoras (Kasai y col., 2003) como en bibliotecas

metagendmicas (van Hellemond y col., 2007).

De este modo, los clones que expresaran genes codificantes de oxigenasas iniciales
capaces de emplear indol como sustrato darian colonias de color azul, distinguibles por esta

caracteristica del resto (figura 18).

Figura 18. Colonia productora de indigo junto a otras sin la actividad en el rastreo de
oxigenasas iniciales.

Se analizaron unas 300.000 colonias distribuidas en aproximadamente 200 placas en la
busqueda de colonias azules por la produccion de indigo. Las placas, en las que se cultivaron
las bacterias en medio LB, se incubaron 2 dias a 30 °C y a continuaciéon a temperatura
ambiente. Se observaron las placas diariamente durante una semana, detectando la aparicion
de colonias azules desde el segundo hasta el séptimo dia. En total se identificaron 46 colonias
azules. El analisis de restriccion de los fésmidos contenidos en estos transconjugantes, revelod
la existencia de 34 clones distintos (con distinto patron de restriccion). Estos se denominaron
UPO07-UPO31, UPO92-UP0O9%4 y UPO106-UPOI111. A esos 34 clones se les afiadieron otros
2 clones con actividad oxigenasa inicial, que habian sido identificados en el rastreo de
dioxigenasas extradidlicas pero que presentaban las dos actividades. Estos son UPO41 y
UPQOS55. Por tanto, al final se disponia de 36 clones distintos con aparente actividad oxigenasa
inicial. La mayoria de estos clones producian un color azul evidente, mientras que en algunos
se observaba un color oscuro mas parecido a marron, pero fueron también seleccionados. Se
ha descrito que bacterias con actividad oxigenasa inicial pueden dan lugar a colonias color

morado o marrén en lugar de azul, por la produccion conjunta de indigo (azul) y de su
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isomero estructural indirrubina (rojo-rosa), que se pueden producir en distinta proporcion

(Hart y col., 1992; Lim y col., 2005).

Para asegurar con una probabilidad del 90 % que se habian analizado todos los clones
de esta metagenoteca (que tenia 185.000 clones) habria que analizar unos 426.000 clones
(segun adaptacion de la formula de Clarke y Carbon, 1976). En estos rastreos se analizaron
unos 300.000 clones, por lo que es muy probable que en la metagenoteca hubiera mas clones
con actividad oxigenasa inicial. De nuevo, la poca repeticion de los patrones de restriccion en
los clones, 34 patrones distintos de 46 colonias independientes, puso de manifiesto que el

rastreo no fue saturante.

3.4 Rastreo de endoglucanasas

A través de una colaboracion con la empresa Abengoa Research se realizd una
busqueda de clones con actividad endoglucanasa. Aunque no se trata de una actividad
implicada en la degradacion de contaminantes, se empled la metagenoteca de la pila de
refineria de la industria petroquimica, por ser una metagenoteca construida a partir de suelo
con un buen niumero de clones que en principio podria ser valida también para la bisqueda de
otras actividades. Para este rastreo se utilizo de nuevo la estirpe MPO554 Nal®, que habia
dado buenos resultados anteriormente en la busqueda de clones con otras actividades. Como
la metagenoteca se mantenia en la estirpe EPI300-T1®, se realizé una conjugacion triparental
antes de la busqueda de clones con la actividad de interés, tal y como se describe en apartados
anteriores, con la diferencia de que al medio LB se le aportd carboximetilcelulosa (CMC) 1
%, como sustrato para el rastreo. El parche de conjugacion, resuspendido en 2 ml de tampon
fosfato, se sembr6 en placas de 15 cm de didmetro con factores de dilucion de 5-10* y de 10°,
de manera que se obtuvieron 700-2.000 y 2.000-4.000 colonias en cada placa,
respectivamente, y frecuencias de conjugaciéon en torno a 4-9 % en las distintas repeticiones
realizadas. En este caso, que las colonias queden lo suficientemente separadas unas de otras es
incluso mas importante que en los rastreos anteriores, de manera que se pueda identificar un
halo alrededor de las colonias positivas y recuperar la colonia que presente dicha

caracteristica.

El procedimiento de rastreo consistié en la tincién con rojo Congo de placas con las

colonias transconjugantes crecidas que habian sido incubadas a 30 °C durante 2 dias en medio
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LB con CMC. El rojo Congo se une a la CMC (Teather y Wood, 1982), de manera que se
distinguird un halo por falta de tincion sobre el fondo rojo alrededor de aquellas colonias
capaces de degradar este compuesto por la produccion de endoglucanasas, haciendo por tanto
a los clones con esta actividad distinguibles del resto (figura 19). Antes de la tincion de las
placas se incluyd un paso adicional consistente en la inmovilizacion de las colonias aplicando
una capa de agar de cobertera. Esto facilita por una parte la visualizacion de los halos, al no
quedar el medio cubierto por la biomasa disgregada de las colonias, y por otra la recuperacion
de biomasa de los clones positivos. Un procedimiento similar ha sido empleado con

anterioridad para detectar esta actividad en metagenotecas (Rees y col., 2003).

Figura 19. Colonia formadora de un halo en la tincién con rojo Congo por la degradacion
de la CMC junto a otras sin la actividad en el rastreo de endoglucanasas.

Se analizaron unas 550.000 colonias distribuidas en 278 placas. Mediante el rastreo
descrito, se identificaron 15 colonias con halo. El halo detectado en ocasiones era bastante
grande y nitido, mientras que en otros casos era mas pequefio y presentaba menos contraste
con el fondo. Ademas, a veces la existencia de colonias muy juntas hacia dudar sobre cual era
la colonia positiva. Estos clones dudosos se aislaron y se comprob6 su actividad de manera
independiente. Posteriormente, se analizaron todos los clones productores de halo por
restriccion, encontrandose 8 clones con distinto patron, que se denominaron UPO95-UPO102.

Estos clones estan siendo caracterizados por la empresa.

Como se ha comentado en apartados anteriores, para asegurar con una probabilidad del
90 % que se habian analizado todos los clones de esta metagenoteca (que tenia 185.000
clones) habria que analizar unos 426.000 clones. En estos rastreos se analizaron unos 550.000
clones, por lo que la probabilidad de que se hayan analizado todos seria mayor del 90 %. Sin
embargo, solo se observo repeticion de dos de los patrones de restriccion, correspondiéndose
a dos de los tres clones que producen un halo de mayor tamafio. Por tanto, no se puede
descartar que entre los clones analizados haya pasado desapercibido algin otro clon positivo

que diera lugar a un halo menos evidente.
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3.5 Rastreo de p-glucosidasas

Este rastreo se realizd en el mismo marco de colaboracion con la empresa Abengoa
Research comentado en el apartado anterior. Se empled del mismo modo la metagenoteca de
la pila de refineria de la industria petroquimica y la estirpe MPO554 Nal®, por lo que el
primer paso fue conjugar la metagenoteca a esta estirpe. Los clones productores de [3-
glucosidasas seran capaces de obtener glucosa a partir de celobiosa, por lo que podran crecer
en un medio que contenga celobiosa como Unica fuente de carbono. Se sembraron diluciones
del parche de conjugacion en placas de la variante del medio minimo M9 descrita en el
apartado 2.1 de Materiales y Métodos, pero empleando celobiosa 1 % como Unica fuente de
carbono en lugar de glucosa 0,2 %, con acido nalidixico para seleccionar la estirpe receptora,
arabinosa 1 mM y salicilato 1 mM. El empleo de celobiosa como Unica fuente de carbono es
suficiente para seleccionar transconjugantes (solo aquellos que presenten la actividad de
interés). El parche de conjugacion, resuspendido en 2 ml de tampon fosfato, se lavo para
eliminar los restos de LB y se sembr6 en placas de 9 cm de didmetro con factores de dilucion
de 5-10 y de 107, estimandose posteriormente que en cada placa se estaban analizando del
orden de 3-10° y 6-10° clones respectivamente, obteniéndose una frecuencia de conjugacion
de en torno al 4 %. Las placas con medio minimo indicado se incubaron a 30 °C y se observo

la aparicion de colonias tras unos 2-5 dias.

Se analizaron mas de 5 millones de transconjugantes en un total de 6 placas. Se
detectaron 48 colonias, que tras ser analizadas por restriccion resultd que se correspondian
con 3 patrones distintos. De los 3 patrones, un patron aparecié 45 veces, otro 2 y otro solo 1
vez, lo que indica un clarisimo sesgo que no se observo en los patrones de restriccion de los
clones positivos para las otras actividades. Muy posiblemente esto se deba al proceso
selectivo de identificacion y estard relacionado con la distinta probabilidad de que un
transconjugante con un fosmido de cada tipo sea capaz de crecer y generar una colonia en
esas condiciones. Esos 3 clones distintos se denominaron UPO103-UPO105. Habiendo
analizado tal cantidad de transconjugantes, la probabilidad de que hayamos analizado todos

los clones de la metagenoteca es practicamente del 100 %.
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4. CARACTERIZACION DE CLONES CON ACTIVIDAD
DIOXIGENASA EXTRADIOLICA

En la metagenoteca de pilas de refineria de la industria petroquimica se identificaron
58 clones distintos con actividad dioxigenasa extradidlica (EDO), denominados UPO33-

UPO72 y UPO74-UPOO91.

Esos clones se identificaron al presentar la actividad en la estirpe MPO554 Nal® en
presencia de arabinosa y salicilato, es decir, con el fosmido en alto niimero de copias, con
expresion heterdloga del ADN metagenomico desde el promotor psal del fosmido y con la
antiterminacioén de la transcripcion proporcionada por la proteina N. Se realizd una prueba
con algunos de los clones tratando de establecer si también se hubieran detectado como
positivos, mostrando color amarillo, durante el rastreo de actividad dioxigenasa extradiolica
en ausencia de salicilato, para lo cual los genes codificantes tendrian que estar expresandose
desde sus propios promotores o desde la expresion basal del promotor psal. De este analisis
resultd que aproximadamente una tercera parte de ellos solo present6 actividad en presencia
de salicilato, otro tercio present6 actividad en ambos casos pero las colonias daban un color
amarillo bastante mds intenso en presencia de salicilato y el resto no presentd diferencia
aparente con y sin el inductor. De esta informacion se concluye que de haber realizado los
rastreos con el sistema original (Gnicamente con la expresion propia de los genes
metagendmicos), muy probablemente se habrian identificado bastantes menos clones con la

actividad de interés.

4.1 Secuenciacién de los clones con actividad dioxigenasa extradiolica

53 de los 58 clones con actividad dioxigenasa extradidlica se enviaron a un servicio de
secuenciacion masiva, en 3 pools diferentes, junto con otros 7 clones portadores de otras
actividades, obteniendo las secuencias metagenomicas en contigs a priori no asignados a
ningun clon concreto. En la tabla 7 se recopila informacion sobre cada una de estas tandas de

secuenciacion.

En cada tanda se enviaron unos 20 clones, con tamafio medio de inserto de 35 kb, por lo
que se esperarian aproximadamente 700 kb de secuencia de inserto en cada tanda. Teniendo
en cuenta la informacion de la tabla 7, se dispondria de la mayor parte de la secuencia de los

insertos.

139



RESULTADOS

) . ] ) n° genes
n° contigs tamario contigs  total secuencia ] o
identificados
tanda 1 53 611-38.849 nt 551 kb 522
tanda 2 105 552-40.901 nt 684 kb 707
tanda 3 93 619-39.546 nt 710 kb 735

Tabla 7. Informacién asociada a cada tanda de secuenciacion por pools.

4.1.1. ldentificacion de genes de dioxigenasas extradidlicas y asignacion a

clones

Del analisis de las secuencias de los contigs de las 3 tandas de secuenciacion, en
principio se obtuvieron 22 secuencias homologas a genes completos codificantes de
dioxigenasas extradidlicas. A esos 22 genes se los nombréo como upoedol-upoedo2l y
upoedo23. Ademas, se identificO otra secuencia homoéloga a genes codificantes de
dioxigenasas extradiolicas que no estaba completa (se encontraba en un extremo del inserto de
ADN metagenomico, faltandole el final), a la que se denominé upoedo22. En el fosmido, la
secuencia codificante empalmaria con la secuencia del vector a continuacioén, generandose
una proteina con 265 aminodcidos originales seguidos de 32 aminoacidos codificados por la
secuencia del vector. De acuerdo con los alineamientos con las proteinas mas parecidas de las
bases de datos se estim6 que a upoedo22 le faltarian aproximadamente los 10 aminoacidos

finales propios de la proteina y que podria dar lugar a una EDO funcional.

Al haber sido secuenciados por grupos, fue necesario asignar a clones concretos cada
una de esas secuencias homologas a genes codificantes de EDOs. Para ello, se diseharon
oligonucledtidos que hibridaran en esos genes y se realizaron reacciones de PCR con todos
los clones de la tanda de secuenciacion correspondiente. Aquellos clones con los que se
obtuvo amplificacion, se confirmaron mediante secuenciacion con uno de los oligonucleotidos
empleados en la PCR. De este modo, esos 22 genes codificantes de dioxigenasas
extradidlicas, se asignaron a 27 clones, y la secuencia del gen incompleto a otro clon (tabla 8),
teniendo asi esos 28 clones no solo la secuencia del gen en cuestion asignada sino la de todo
el contig correspondiente. Varios de los genes no estaban completos en sus contigs, y hubo

que obtener el resto de la secuencia mediante posteriores reacciones de secuenciacion. Se

140



RESULTADOS

observd que esto ocurrid cuando varios genes pertenecientes a la misma tanda de
secuenciacion eran muy parecidos, y que por tanto probablemente se debia a la incapacidad

del programa de ensamblaje de contigs de determinar cuales eran las uniones adecuadas.

clon gen clon gen clon gen clon gen

UPO33  upoedo20 | UPO47  upoedold | UPO62 UPO77

UPO34 UPO48 UPO63 UPO78  upoedo8

UPO35 upoedol2 | UPO49 upoedo3 UPO64  upoedol | UPO79

UPO36  upoedoll | UPOS50 upoedo3 upoedo2 | UPOS0O

UPO37 upoedo? UPO51  upoedo22* | UPO65 UPOSI

UPQO38  upoedol6é | UPO52 upoedo5 UPO66 UPO82

UPO39 UPOS53 UPO67 upoedo6 | UPOS&3

UPO40 UPO54 UPO68  upoedo23 | UPO8&4

UPO41  upoedol9 | UPOS55 upoedo5 UPO69 UPO85

UPQO42  upoedol0 | UPO36 UPO70 UPO86

UPO43  upoedol5 | UPOS57 upoedo4 UPO71 UPO87  upoedo23

UPO44 UPO58 upoedo5 UPO72  upoedo5 | UPOSS8

UPO45  upoedol7? | UPO59 UPO74 UPO89  upoedo7
upoedol8 | UPO60 upoedo? UPO75 UPO90  upoedo9

UPO46  upoedol3 | UPO61  upoedo2l | UPO76 UPO91

Tabla 8. Relacion de clones con actividad dioxigenasa extradidlica y gen o genes posibles
responsables de dicha actividad identificados en cada uno de ellos. Los clones que no fueron
enviados a secuenciar se indican en gris. Los clones de los que se conocia la secuencia completa
se indican en negrita. *El gen denominado como upoedo22 no estd completo en el inserto
metagenomico, acabando su orf con secuencia del vector.

Por tanto, se asignd una secuencia a 28 de los 58 clones con actividad dioxigenasa
extradidlica. Todos ellos tienen asignado al menos un gen codificante de enzimas con ese tipo
de actividad (tabla 8) mientras que quedan 30 clones sin tener asignado un posible gen
codificante de actividad EDO. A dos de esos clones (UPO45 y UPO64) se les asignaron 2
genes a cada uno; y por otro lado, 4 de los genes (upoedo3, upoedo5, upoedo7 y upoedo23)

fueron asignados a varios clones cada uno (tabla 8). Los clones que comparten genes, en
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algunos casos comparten parte del inserto, aunque no completo, y en otros casos presentan
secuencia metagenomica distinta, coincidiendo solo en algunos fragmentos que incluyen el
gen en cuestion. De 8 de los clones con secuencia asignada conocemos la secuencia completa
(tabla 8), pero de otros 20 solo parte, que en algunos casos serd la mayor parte del inserto pero
en otros son solo algunas kb, pudiendo tener mdas genes codificantes de dioxigenasas

extradiolicas no identificados.

Algunas de las proteinas metagendmicas se pueden clasificar claramente en algun tipo
concreto de dioxigenasa extradidlica, mientras que otras presentan una identidad baja con
alguna proteina previamente catalogada en uno de esos tipos. Pero en principio parece que
entre las dioxigenasas extradiolicas de la metagenoteca de las pilas de refineria de la industria
petroquimica se encuentran una mayoria de catecol-2,3-dioxigenasas (UPOEDO3,
UPOEDO4, UPOEDOS, UPOEDOS, UPOEDO11, UPOEDO12, UPOEDO13, UPOEDO14,
UPOEDOI15, UPOEDO16, UPOEDO19, UPOEDO20 y UPOEDO23), 2,3-dihidroxibifenil-
1,2-dioxigenasas (UPOEDO7, UPOEDO9, UPOEDO10, UPOEDOI18 y UPOEDO21),
protocatecuato-4,5-dioxigenasas (UPOEDO1, UPOEDO2, UPOEDO6 y UPOEDO22) y una
2,3-dihidroxifenilpropionato-1,2-dioxigenasa (UPOEDO17).

Las secuencias de las proteinas de estos clones, homologas a dioxigenasas extradiolicas

de las bases de datos, se recogen en el Anexo.

Posteriormente, se identificaron otros 12 genes completos codificantes de proteinas
homologas a EDOs y otras 3 secuencias parciales que no se ha confirmado si estan completas
en el inserto correspondiente. En esta tesis no se trabajé con esas secuencias, pero su futura
asignacion a clones del mismo modo que se hizo con las demas, probablemente permita
conocer la secuencia de la EDO producida por gran parte de los 25 clones con esta actividad

enviados a secuenciar a los que atin no se les ha asignado ningtin gen.

4.1.2. Andlisis filogeneético de las dioxigenasas extradiolicas identificadas

Se realizé un estudio filogenético con las secuencias de las 22 proteinas dioxigenasas
extradidlicas identificadas mas la codificada por el gen incompleto que acaba con secuencia
acoplada del vector, todas ellas asignadas a clones. Se adscribieron secuencias a los dos tipos
generales de enzimas dioxigenasas extradiolicas descritos por Eltis y Bolin (1996): tipo 1y

tipo II.
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Dentro del tipo I, hay descritas seis familias, 1.1-6 (Eltis y Bolin, 1996; Sakai y col.,
2002). Las nuevas proteinas se encuentran distribuidas en tres de esas seis familias distintas
(L2, 1.3 y L4) (figuras 20 y 21). Varias de las secuencias metagenomicas son lo
suficientemente diferentes a las demds como para catalogarlas en nuevas subfamilias,

teniendo en cuenta que las secuencias de aminoacidos dentro de una misma subfamilia deben

tener >54 % de identidad unas con otras (Eltis y Bolin, 1996).

Ninguna de las nuevas proteinas pertenece a la familia 1.1, que incluye las EDOs

descritas de un solo dominio. En las demds categorias se encuentran enzimas con dos

dominios.

Dioxigenasas extradiolicas tipo I, familia 1.2
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Figura 20. Analisis filogenético de las secuencias metagendémicas de dioxigenasas
extradiolicas tipo I, subfamilia 1.2. Arbol filogenético resultante del alineamiento de las
secuencias de las proteinas de dioxigenasas extradiolicas identificadas en la metagenoteca de
pilas de refineria de la industria petroquimica con otras secuencias del mismo tipo previamente
identificadas. La escala representa la distancia expresada como diferencia en aminoacidos por
posicion. Los simbolos en las ramas indican lo siguiente: por ejemplo 1.2.A, tipo (I), familia (2)
y subfamilia (A). Las secuencias metagendmicas identificadas en este trabajo se muestran en
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negrita, acompafiadas del clon en el que se encuentran. El resto de secuencias empleadas en el
dendrograma y sus codigos de acceso en las bases de datos GenBank, NCBI Reference
Sequence o UniProtKB/Swiss-Prot se indican a continuacion: BPHC BACPJ: Manganese-
dependent 2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase, Bacillus sp. (Q8GR45); Q59770 RHORH:
Catechol  2,3-dioxygenase, Rhodococcus rhodochrous (Q59770); HEB GEOSE:
Metapyrocatechase, ~ Geobacillus  stearothermophilus  (P31003); Q89INL9 BRAJA:
Metapyrocatechase, Bradyrhizobium diazoefficiens (Q89NL9); Q59693 PSEPU: Catechol 2,3-
dioxygenase II, Pseudomonas putida (Q59693); Q9ZANS5 9BURK: Catechol 2,3-dioxygenase,
Comamonas sp. (Q9ZANS); Q52264 PSEPU: 3-methylcatechol 2,3-dioxygenase, Pseudomonas
putida (Q52264); Q52444 9SPHN: Catechol 2,3-dioxygenase, Sphingomonas agrestis
(Q52444); Q45459 SPHYA: Catechol 2,3-dioxygenase, Sphingobium yanoikuyae (Q45459);
XYLE2 PSEPU: Metapyrocatechase, Pseudomonas putida (Q04285); Q59708 PSEPU:
Catechol 2,3-dioxygenase, Pseudomonas putida (Q59708); DMPB PSEUF: Metapyrocatechase,
Pseudomonas sp. (P17262); Q59709 PSEPU: Catechol 2,3-dioxygenase, Pseudomonas putida
(Q59709); NAHH PSEPU: Metapyrocatechase, Pseudomonas putida (P08127); Q59720
PSESP: Catechol 2,3-dioxygenase, Pseudomonas sp. (Q59720); Q7MOR7 ALCXZX: Catechol
2,3-dioxygenase, Alcaligenes xylosoxydans (Q7MOR7); XYLE1 PSEPU: Metapyrocatechase,
Pseudomonas putida (P06622); Q83U22 9PSED: Catechol 2,3 dioxygenase, Pseudomonas sp.
(Q83U22); C6KUF6 9BACT: Catechol 2,3-dioxygenase, uncultured bacterium CLON2H2
(C6KUF6).

Diez de las nuevas proteinas estarian incluidas en la familia 1.2 (figura 20). De esas
diez, nueve estarian distribuidas en 3 de las 7 subfamilias descritas hasta el momento, que son
[.2.A-G (Eltis y Bolin, 1996; Hatta y col., 2003; Suenaga, y col., 2007). De este modo,
UPOEDOL11, UPOEDO14 y UPOEDOI1S5 pertenecerian a la subfamilia 1.2.A; UPOEDO4 a la
subfamilia 1.2.B; y UPOEDO3, UPOEDO12, UPOEDO13, UPOEDO16 y UPOEDO20 a la
subfamilia 1.2.C. Por otro lado, UPOEDO19 presenta una identidad <47 % con cualquiera de
las secuencias de las bases de datos adscritas a alguna subfamilia (incluyendo secuencias de
las subfamilias 1.2.F-G, no incluidas en el arbol filogenético), por lo que se encontraria en una
subfamilia nueva denominada I.2.H. Habria que comentar que no seria el Gnico representante
de esa nueva subfamilia, al presentar valores de identidad altos con otras proteinas de la base
de datos non-redundant protein sequences no adscritas a ninguna familia. Se trata de varias
catecol-2,3-dioxigenasas, destacando una de Methyloversatilis universalis con la que presenta
un 84 % de identidad.
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Dioxigenasas extradiolicas tipo I, familias 1.3, 1.4, 1.5 y L6
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Figura 21. Analisis filogenético de las secuencias metagendmicas de dioxigenasas
extradidlicas tipo 1, subfamilias 1.3, 1.4, 1.5 y 1.6. Arbol filogenético resultante del
alineamiento de las secuencias de las proteinas de dioxigenasas extradidlicas identificadas en la
metagenoteca de pilas de refineria de la industria petroquimica con otras secuencias del mismo
tipo previamente identificadas. La escala representa la distancia expresada como diferencia en
aminoacidos por posicion. Los simbolos en las ramas indican lo siguiente: por ejemplo [.3.A,
tipo (1), familia (3) y subfamilia (A). Las secuencias metagenomicas identificadas en este
trabajo se muestran en negrita, acompafiadas del clon en el que se encuentran. El resto de
secuencias empleadas en el dendrograma y sus codigos de acceso en las bases de datos
GenBank, NCBI Reference Sequence o UniProtKB/Swiss-Prot se indican a continuacion:
Q9RPJ7 SPHMC: 1,2-dihydroxynaphthalene dioxygenase ThnC, Sphingopyxis macrogoltabida
(AAD52962.1); 085990 SPHAR: Dihydroxy naphthalene/biphenyl dioxygenase,
Sphingomonas aromaticivorans (AAD04006.1); Q9Z3X2 9SPHN: 2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-
dioxygenase, Sphingobium  chungbukense (AAC95319.1); 085032 9RALS: 1,2-
dihydroxynaphthalene dioxygenase, Ralstonia sp. (AAD12614.1); Q9ZI169 PSEST: 1, 2-
dihydroxynaphthalene dioxygenase, Pseudomonas stutzeri (AAD02140.1); 085288 9SPHN:
Extradiol dioxygenase, Sphingomonas sp. (AAC38621.1); BPHC SPHPI: Biphenyl-2,3-diol 1,2-
dioxygenase, Sphingomonas paucimobilis (AAA25678.1); P72325 RHOSO: 2,3-
dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase, Rhodococcus sp. (BAA18940.1); NSAC SPHXE: 1,2-
dihydroxynaphthalene dioxygenase, Sphingobium xenophagum (AAB06725.2); NAHC PSEUS:
1,2-dihydroxynaphthalene dioxygenase, Pseudomonas sp. (AAA16130.1); NAHC1 PSEPU:
1,2-dihydroxynaphthalene dioxygenase, Pseudomonas putida (AAA91577.1); P95571 9PSED:
3-isopropylcatechol-2,3-dioxygenase, Pseudomonas sp. (AAB36672.1); BPHC BURXL:
Biphenyl-2,3-diol 1,2-dioxygenase, Burkholderia xenovorans (CAA46910.1); Q53088 9NOCA:
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2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase, Rhodococcus sp. (AAB07755.1); TODE PSEP1: 3-
methylcatechol 2,3-dioxygenase, Pseudomonas putida (AAA26010.1); Q52035 PSEPU: 2,3-
dihydroxybiphenyl dioxygenase, Pseudomonas putida (AAA25756.1); Q53126 RHOSR: 2,3-
dihydroxybiphenyl dioxygenase, Rhodococcus sp. (BAA06872.1); BPHC PSESI: Biphenyl-2,3-
diol 1,2-dioxygenase, Pseudomonas sp. (AAA25750.1); Q51749 PSEFL: 3-isopropylcatechol
dioxygenase, Pseudomonas fluorescens (BAA07080.1); CATA RHORH: Metapyrocatechase,
Rhodococcus rhodochrous (Q53034); Q8VV92 9MICO: 2,2'3-trihydroxybiphenyl 1,2-
dioxygenase, Terrabacter sp. (Q8VV92); 069355 RHOER: 2,3-dihydroxybiphnyl 1,2-
dioxygenase, Rhodococcus erythropolis (069355); Q762H4 RHORH: 2, 3-dihydroxybiphenyl
1, 2-dioxygenase, Rhodococcus rhodochrous (Q762H4); 069362 RHOER: 2.3-
dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase, Rhodococcus erythropolis (069362); 069359 RHOER:
2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase, Rhodococcus erythropolis (069359); HSAC RHOSR:
Iron-dependent extradiol dioxygenase, Rhodococcus sp. (QIKWQS5); Q9LC87 NOCSK:
Extradiol dioxygenase, Nocardioides sp. (QILC87); 069358 RHOER: 2,3-dihydroxybiphenyl
1,2-dioxygenase, Rhodococcus  erythropolis  (069358); Q84EP0 9BURK: 2.3-
dihydroxybiphenyl dioxygenase, Cupriavidus oxalaticus (Q84EP0); Q93CN9 9BURK:
Extradiol dioxygenase DbtC, Burkholderia sp. (AAK96189.1); MPC2 CUPNE:
Metapyrocatechase 2, Cupriavidus necator (P17296); Q6W1MS5 RHISN: Metapyrocatechase,
Rhizobium sp. (Q6WIMS5); QIKWQ8 RHOSR: 2,3-dihydroxybiphenyl 1,2-dioxygenase,
Rhodococcus sp. (QIKWQS8); Q8L185 INOCA: Extradiol dioxygenase, Rhodococcus sp.
(Q8L185); DBFB SPHPI: 2,2'3-trihydroxybiphenyl dioxygenase, Sphingomonas paucimobilis
(CAA51364.1); Q6N3D3 RHOPA: Putative catechol 2,3-dioxygenase, Rhodopseudomonas
palustris (Q6N3D3); Q44048 ARTGO: 3,4-dihydroxyphenylacetate 2,3-dioxygenase,
Arthrobacter globiformis (Q440438).

Otras 5 de las nuevas EDOs pertenecerian a la familia 1.3 (figura 21). Aunque por
claridad no se encuentran todas incluidas en el arbol filogenético, hasta el momento de han
descrito 14 subfamilias en 1.3, .3.A-N (Eltis y Bolin, 1996; Kulakov y col., 1998; Taguchi y
col., 2004; Suenaga y col., 2007). UPOEDO10 perteneceria a la subfamilia 1.3.E. UPOEDO9
formaria una nueva subfamilia, denominada 1.3.0, al presentar una identidad <44 % con
cualquiera de las proteinas de las bases de datos. Por otro lado, UPOEDOI18 también
perteneceria a una nueva subfamilia, que se denominaria 1.3.P, ya que el mayor valor de
identidad que presenta con alguna proteina de las bases de datos es del 51 %. Lo mismo
ocurriria con UPOEDO7, que seria el tnico componente hasta el momento de la nueva
subfamilia 1.3.Q, ya que no se observan valores de identidad con proteinas de las bases de
datos >53 %. Y por ultimo, UPOEDO21 inauguraria la nueva subfamilia 1.3.R, siguiendo los

mimos criterios.

También habria nuevas proteinas en la familia 1.4 (figura 21). Se trataria de UPOEDOS,
UPOEDOS y probablemente también de UPOEDO23. UPOEDO23 se encuentra bastante

alejada filogenéticamente de las secuencias adscritas a esta familia (<28 % de identidad), por
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lo que constituiria una subfamilia nueva dentro de 1.4, en la que hasta la fecha no se han

establecido subfamilias.

Dioxigenasas extradiolicas tipo II
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Figura 22. Analisis filogenético de las secuencias metagendmicas de dioxigenasas
extradiolicas tipo 11. Arbol filogenético resultante del alineamiento de las secuencias de las
proteinas de dioxigenasas extradiolicas identificadas en la metagenoteca de pilas de refineria de
la industria petroquimica con otras secuencias del mismo tipo previamente identificadas. La
escala representa la distancia expresada como diferencia en aminoacidos por posicidon. Las
secuencias metagendmicas identificadas en este trabajo se muestran en negrita, acompanadas
del clon en el que se encuentran. El resto de secuencias empleadas en el dendrograma y sus
codigos de acceso en las bases de datos GenBank, NCBI Reference Sequence o
UniProtKB/Swiss-Prot se indican a continuacion: Q9ZHHS 9BURK: Extradiol dioxygenase
PhnC, Burkholderia sartisoli (AAD09870); F5Z5S4 ALTSS: Protocatechuate 4,5-dioxygenase
subunit beta, Alteromonas sp. (YP_004468881.1); C8XHUO NAKMY: Extradiol ring-cleavage
dioxygenase class III protein subunit B, Nakamurella multipartita (YP_003203382.1); WP
007184425.1: Protocatechuate 4,5-dioxygenase subunit beta, Hydrocarboniphaga effusa
(WP_007184425.1); WP 007014338.1: Protocatechuate 4,5-dioxygenase subunit beta,
Novosphingobium  pentaromativorans (WP _007014338.1); MHPB  KLEP7: 2,3-
dihydroxyphenylpropionate 1,2-dioxygenase, Klebsiella pneumoniae (A6TACS.1); MHPB2
PSEPU: 2,3-dihydroxyphenylpropionate 1,2-dioxygenase 2, Pseudomonas putida (Q9F9US5.1);
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MHPB RHOSR: 2,3-dihydroxyphenylpropionate  1,2-dioxygenase, Rhodococcus  sp.
(Q0SJD2.1); MHPB RHOGO: Dihydroxyphenylpropionate 1,2-dioxygenase, Rhodococcus
globerulus (AAB81314); MHPB COMTE: Dihydroxyphenylpropionate 1,2-dioxygenase,
Comamonas testosteroni (BAA82879); F6AH36 PSEF1: Extradiol ring-cleavage dioxygenase
class IIT protein subunit B, Pseudomonas fulva (YP_004474756.1); LOFGE4 PSEPU: Extradiol
ring-cleavage dioxygenase class III protein subunit B, Pseudomonas putida (YP_007228315.1);
WP 003424770.1: Catalytic LigB subunit of aromatic ring-opening dioxygenase, Pseudomonas
syringae (WP_003424770.1); WP 009623430.1: Catalytic LigB subunit of aromatic ring-
opening dioxygenase, Pseudomonas sp. (WP_009623430.1); YGID ECOLI: Uncharacterized
protein YgiD, Escherichia coli (P24197.3); DIOXL ARATH: 4,5-DOPA dioxygenase extradiol-
like protein, Arabidopsis thaliana (Q949R4.1); DODA PORGR: 4,5-DOPA dioxygenase
extradiol, Portulaca grandiflora (Q7XA48.1); DIOXL SCHPO: 4,5-DOPA dioxygenase
extradiol-like protein, Schizosaccharomyces pombe (074741.2); AMNA COMTE: 2-
aminophenol 1,6-dioxygenase alpha subunit, Comamonas testosteroni (AAT35227.1); AMNB
COMTE: 2-aminophenol 1,6-dioxygenase beta subunit, Comamonas testosteroni
(AAT35226.1); 034137 PSEPS: 2-aminophenol-1,6-dioxygenase alpha subunit, Pseudomonas
pseudoalcaligenes (AAB71525.1); 024680 PSEPS: 2-aminophenol-1,6-dioxygenase beta
subunit, Pseudomonas pseudoalcaligenes (AAB71524.1); 032474 PSESP: CarBb catalytic
subunit of meta-cleavage enzyme, Pseudomonas sp. (BAA21731.1); Q7WYUS SPHPI: 3-O-
methylgallate 3,4-dioxygenase, Sphingomonas paucimobilis (BAC79261); 069791 9NOCA:
Extradiol dioxygenase, Rhodococcus sp. (CAA06875.1); Q9L3A6 9SPHN: FIdU protein,
Sphingomonas sp. (CAB87561.1); GALA PSEPK: GalA Gallate dioxygenase, Pseudomonas
putida (Q88JX5); Q46980 ECOLX: Homoprotocatechuate dyoxygenase, Escherichia coli
(CAA86042); MHPB ECOLI: MhpB 3-(2,3-dihydroxyphenylpropionate)l, 2-dioxygenase,
Escherichia coli (CAA70748); Q7DHS56 SPHPI: Beta subunit of protocatechuate 4,5-
dioxygenase, Sphingomonas paucimobilis (BAB88743); 082834 SPHPI: OH-DDVA
oxygenase,  Sphingomonas  paucimobilis (BAA75884); MHPB  CUPNE: 2.3-
dihydroxyphenylpropionate/2,3-dihydroxicinnamic acid 1,2-dioxygenase, Cupriavidus necator
(P17295); Q9AGL8 O9MICC: Protocatechuate 4,5-dioxygenase, Arthrobacter keyseri
(AAK16524.1); QSRNX9 COMTE: protocatechuate 4,5-dioxygenase beta subunit, Comamonas
testosteroni (AAMO09637).

Por tultimo, cuatro de las nuevas proteinas mas la codificada por el gen incompleto
resultan ubicarse en el grupo de enzimas tipo II (figura 22), que son menos abundantes y
estudiadas que las de tipo I (Eltis y Bolin, 1996; Suenaga y col., 2007). Se trata de
UPOEDO1, UPOEDO2, UPOEDO6, UPOEDO17 y UPOEDO22. Eltis y Bolin (1996)
establecieron 2 familias en este grupo (II.1 y II.2), a partir de solo 3 secuencias. Aunque
posteriormente se ha incorporado alguna secuencia mas siguiendo este criterio (Kulakov y
col., 1998), los estudios filogenéticos que agrupan un mayor nimero de enzimas de este tipo
no parecen atender a estas categorias (por ejemplo Nogales y col., 2005), y en el presente
trabajo no se ha tratado de asignar las nuevas secuencias a dichas familias. UPOEDOI y
UPOEDO?2 se parecen mas entre si que a ninguna de las bases de datos, con las que presentan

identidades <57 y 56 %, respectivamente. Lo mismo ocurre con UPOEDO6 y UPOEDO17,
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que presentan identidades con las secuencias de las bases de datos <57 % en ambos casos. La
enzima de este tipo mas novedosa seria UPOEDO17, ya que no se encuentra en las bases de
datos ninguna secuencia con la que presente una identidad >39 %. UPOEDO17 parece ser una

2,3-dihidroxifenilpropionato-1,2-dioxigenasa, y las otras 4 protocatecuato-4,5-dioxigenasas.

4.2 Ensayos de actividad dioxigenasa extradiolica con distintos sustratos

Los 58 clones con actividad dioxigenasa extradidlica se ensayaron para determinar la
actividad relativa que poseen con distintos sustratos: 2,3-dihidroxibifenilo, catecol, 3-

metilcatecol, 4-metilcatecol y 4-clorocatecol.

Los ensayos se llevaron a cabo en la estipe MPO554 Nal®, donde se indujo la
expresion heterologa desde el promotor psal del fosmido que precede al ADN metagenomico
(en presencia de salicilato 1 mM) y con el fésmido en alto numero de copias (en presencia de
arabinosa 1 mM), ya que en muchos de estos clones no se detecta actividad de otro modo. En
algunos clones, los genes codificantes de dioxigenasas extradiolicas se expresarian desde sus
propios promotores, pero en otros se daria expresion, por completo o en parte, desde el
promotor heterdlogo psal. Por tanto, como los niveles de expresion de estos genes en los
distintos clones pueden variar significativamente en funcioén de su orientacion y posicion en el
inserto, debido a la expresion heterdloga desde psal, los valores de actividad absoluta no
tienen mucho significado y en lugar de representar estos se calcularon y representaron los
valores de actividad relativa de cada clon con cada uno de los sustratos empleados
(considerando la actividad con el sustrato con el que cada clon presenta su maxima actividad

como el 100 %). Los resultados se muestran en la figura 23.

Como ya se ha comentado anteriormente, el gen asignado al clon UPO51 (upoedo22) no
esta completo, de manera que los Gltimos aminoacidos de la proteina se encuentran sustituidos
por otros codificados por secuencia del vector, aunque probablemente no le falte mucho de su
secuencia original, por lo que puede que sea activa. Los valores de actividad absoluta de ese
clon fueron bajos (datos no mostrados), pero del mismo nivel que otros clones. Por otro lado,
a ese clon solo se le habian asignado 2 kb de secuencia, por lo que también puede que la

actividad se deba a otro gen que se encuentre en el resto del ADN metagendomico.
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Figura 23. Actividad dioxigenasa extradiolica en los clones metagendmicos. Representacion
de la actividad dioxigenasa extradidlica de los 58 clones con 5 sustratos: 2,3-dihidroxibifenilo
(2,3DHBP), catecol (CAT), 3-metilcatecol (3MCAT), 4-metilcatecol (4MCAT) y 4-clorocatecol
(4CICAT). Se muestran los valores de actividad relativa con cada sustrato, considerando 100 %
para cada clon el valor con el sustrato con el que presenta su maxima actividad. Los valores
representados son la media de 3 réplicas. Las barras de error se corresponden con la desviacion
estandar de los datos.
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Se tienen los valores de actividades relativas de los 58 clones con 5 sustratos (figura
23), y también las secuencias de las enzimas producidas por algunos de esos clones y las
relaciones filogenéticas entre ellas y con otras de las bases de datos (figuras 20, 21 y 22). Se
intentaron establecer relaciones entre estos datos, pero con las limitaciones de que se
desconoce la secuencia de los genes codificantes de dioxigenasas extradidlicas de muchos de
los clones y ademas al menos en algunos clones se identificaron dos genes (tabla 8), pudiendo
ser el responsable de la actividad detectada alguno de los dos o una mezcla de ambos. A esto
hay que afadir, al haber realizado los ensayos con los clones, en lugar de con subclones de los
genes, que no se puede asegurar que la actividad se deba tnicamente al gen detectado, sobre

todo con los clones de los que no se conoce la secuencia completa, aunque es lo mas probable.

Se ha descrito que las EDOs de la familia 1.2 muestran preferencias por sustratos
monociclicos, mientras que las de la 1.3 lo hacen por sustratos biciclicos (Eltis y Bolin, 1996).
Se comprob¢ si las nuevas proteinas incluidas en esas familias compartian esa caracteristica.
Por un lado, los 11 clones que contienen las 10 EDOs pertenecientes a la familia 1.2 (uno de
los genes se repite en 2 clones) presentaron los valores mas altos de actividad con catecol o
con 4-metilcatecol, ambos sustratos monociclicos, mostrando con 2,3-dihibroxibifenilo (el
unico sustrato biciclico utilizado) el valor minimo en casi todos los casos (en el clon con
UPOEDOI13 fue el segundo menor valor), pudiendo por tanto decir que se cumple la
tendencia descrita anteriormente. El gen repetido es el codificante de UPOEDO3, que se

encuentra en los clones UPO49 y UPOS50, compartiendo estos el mismo patron de actividades.

Por otro lado, de los 7 clones que contienen las 5 EDOs pertenecientes a la familia 1.3
(uno de los genes se repite en 3 clones), 6 de ellos presentaron valores altos con 2,3-
dihidroxibifenilo (siendo su maxima actividad o la segunda mayor, siempre superior al 75 %
respecto a la maxima), pero en casi todos los clones se mostraron también valores bastante
altos con al menos otro de los sustratos (monociclicos). La excepcion fue el clon UPO37, que
produce la enzima UPOEDO7 y que sin embargo mostré su segundo menor valor con 2,3-
dihidroxibifenilo (34 % respecto a la maxima). Sin embargo, los clones UPO60 y UPO89, que
producen la misma enzima UPOEDO7, mostraron su maximo valor con este sustrato. Estas
diferencias se podrian explicar por la posibilidad de que los clones UPO60 y UPO89
contengan otro gen codificante de una EDO con distinta especificidad de sustrato no
identificado, al no conocerse gran parte de la secuencia de sus insertos metagendmicos (de
UPO37 si se conoce la secuencia completa). También habria que indicar, que uno de los

clones que produce una de las EDOs de la familia 1.3, produce también otra proteina

151



RESULTADOS

catalogada como de tipo II. Se trata del clon UPO45, que contiene los genes codificantes de
UPOEDOI18 (familia 3 del tipo I) y de UPOEDOI17 (tipo II), por lo que no se podria atribuir

el patron de actividad detectado a ninguna de ellas, pudiendo deberse a una mezcla de ambas.

Al observar los patrones de actividad de los 7 clones que producen las 3 EDOs de la
familia 1.4 (uno de los genes se repite en 4 clones y otro en 2) se encontraron patrones
significativamente distintos entre clones que producen diferentes EDOs. Uno de los genes
repetidos es el codificante de UPOEDOS, que se encuentra en los clones UPO52, UPOSS,
UPO58 y UPO72, siendo los patrones de actividad de estos cuatro clones muy similares. Y el
otro es el gen codificante de UPOEDO23, que se encuentra en los clones UPO68 y UPOS87,
teniendo en este caso estos clones patrones de actividad diferentes, lo que podria deberse a la
existencia de algn otro gen codificante de una EDO con distinta especificidad de sustrato no
identificado en alguno de los clones, al no conocerse la secuencia completa de ninguno de

ellos.

Por ultimo, habria que indicar que los 4 clones que producen las 5 EDOs pertenecientes
al tipo II (dos de los genes se encuentra en el mismo clon) presentaron patrones de actividad
muy diferentes. El clon UPO64 produce dos de estas proteinas (UPOEDO1 y UPOEDQ?2),
por lo que no se podria atribuir el patron de actividad detectado a ninguna de ellas, ya que
puede deberse a una mezcla de ambas. Lo mismo ocurre con el clon UPO45 comentado
anteriormente, que contiene los genes codificantes de UPOEDO17 (tipo II) y de UPOEDO18
(familia 3 del tipo I).

Comparando el perfil de actividad con los sustratos que se utilizaron para los rastreos,
catecol y 2,3-dihidroxibifenilo, se encontr6 que la mayoria (12 de 17) de los clones
identificados con catecol (UPO33-UPO49), presentdé mas actividad con catecol que con 2,3-
dihidroxibifenilo, lo que indica que el catecol utilizado como sustrato para el rastreo puede
sesgar la especificidad relativa de las EDOs que puedan encontrarse de esta manera. Sin
embargo, entre los detectados con 2,3-dihidroxibifenilo (UPO35, UPO42, UPO48, UPO50-
UPO72 y UPO74-UPO91) no se aprecié un sesgo similar (24 clones presentaron mayor
actividad con 2,3-dihidroxibifenilo y 20 con catecol). De hecho, la mayoria de los clones
presenté su maxima actividad con un sustrato distinto a catecol y a 2,3-dihidroxibifenilo.
Como se muestra en la figura 24, el 3-metilcatecol fue el mejor sustrato para la mayoria de
clones (24 clones), seguido por el 4-metilcatecol (13 clones), mientras que el catecol y el 2,3-
dihidroxibifenilo estaban practicamente igualados (10 y 11 clones, respectivamente), y

ninguno de los clones presentd su méaxima actividad con 4-clorocatecol. De todas formas, la
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mayoria de estos clones (31 del total de 58) mostraron una actividad frente a 2,3-
dihidroxibifenilo muy significativa, por encima del 50 %, del mismo modo que ocurre con
casi la mitad de los clones (26 del total de 58) frente a catecol. Teniendo en cuenta que no se
ha apreciado un sesgo significativo y que analizando un mismo numero de colonias se
identificaron mas clones con actividad dioxigenasa extradiolica utilizando 2,3-
dihidroxibifenilo que catecol (44 frente a 17), la incorporacion del 2,3-dihidroxibifenilo como
sustrato en este tipo de rastreos se plantea como una buena opcioén. A su vez, otros sustratos
como el 3-metilcatecol, que es el mejor sustrato para la mayor parte de los clones, podria ser
una molécula adecuada para realizar este tipo de rastreos funcionales. Quiza, la utilizacion de

una mezcla de sustratos podria ser la mejor alternativa.

Figura 24. Representacion del namero de clones que presenta su maxima actividad
dioxigenasa extradidlica con cada sustrato. Los ensayos se realizaron con 5 sustratos: 2,3-
dihidroxibifenilo (2,3DHBP), catecol (CAT), 3-metilcatecol (3MCAT), 4-metilcatecol
(4MCAT) y 4-clorocatecol (4CICAT), con 58 clones.

Trabajos previos en los que se ha comparado la actividad de distintas enzimas EDO con
diferentes sustratos, han mostrado una baja preferencia por el sustrato 4-clorocatecol (por
ejemplo, Hatta y col., 2003; Suenaga, y col., 2007). Por su escasez entre las bacterias
degradadoras conocidas y entre las actividades EDO identificadas por aproximacion
metagenomica, consideramos la actividad frente a 4-clorocatecol una actividad interesante ya
que puede ser importante para la degradacion eficaz de hidrocarburos aromaticos clorados. En
nuestro caso, ninguno de los clones en estudio presentd su maxima actividad con 4-
clorocatecol (figura 24). Sin embargo, 2 de ellos mostraron mas del 80 % de su maxima
actividad con este sustrato. Uno es UPO80 (96 %), del que no se conoce nada de su secuencia;

y el otro es UPO36 (81 %), que si tiene asignada secuencia. Aunque no se conoce la secuencia
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completa del inserto en UPO36, se tienen 35,7 kb, por lo que debe de faltarle poco, siendo
improbable que contenga dos genes codificantes de la actividad EDO. Por ello, el gen
codificante de EDO asignado (upoedoll) seria probablemente ¢l responsable de la actividad.
Se decidié comprobar si efectivamente ese gen presenta un alto porcentaje de actividad con 4-

clorocatecol respecto a su maximo.

4.3 Subclonacién del gen upoedoll

El gen upoedoll se subclond para confirmar que es el responsable del patrén de
actividades con distintos sustratos visto en el clon UPO36. Ademas de saber si la proteina
codificada por ese gen presentaba una preferencia de sustrato alta por 4-clorocatecol, se
pretendia averiguar si en términos absolutos esa actividad era alta en condiciones de
superproduccion, ya que la actividad detectada en general y en particular con 4-clorocatecol
fue muy baja: 0,685 nmol/(min-D.O.s0). El gen upoedoll se obtuvo por PCR y se cloné en el
vector de superproduccion pET-14b (Novagen) como se indica en el apartado 5.2 de
Materiales y Métodos, de manera que el gen codificante de la dioxigenasa extradidlica
quedaba a continuacion y en el mismo sentido que el promotor pT7. El subclon resultante se

denomin6 pMPO1383.

El subclon pMPO1383 se transfirié a la estirpe superproductora de E. coli NCM631/
plZ227 (Govantes y Santero, 1996), y en condiciones de superproduccion de la proteina (con
una induccion de los cultivos a D.O.gp en torno a 0,7 con IPTG 1 mM a 26 °C y 12 h en
agitacion a 180 r.p.m., como se indica en el apartado 11.1 de Materiales y Métodos), se
ensayd con los mismos 5 sustratos que los 58 clones (2,3-dihidroxibifenilo, catecol, 3-
metilcatecol, 4-metilcatecol y 4-clorocatecol). Los resultados del ensayo de 3 réplicas
indicaron que el gen upoedoll codifica una proteina que, al ser ensayada con estos 5
sustratos, presenta su maxima actividad con 4-metilcatecol, y un 80 % del valor de esa
actividad con 4-clorocatecol. En términos absolutos la actividad con 4-clorocatecol fue 1,177
nmol/(min-D.0.¢p), mas elevada que en el clon UPO36 pero que contintia siendo muy baja.
Mediante visualizacion en gel de poliacrilamida-SDS se comprobd que la induccidon habia
sido efectiva y se habia producido superproduccion de la proteina (figura 25), deduciéndose
que tenia una actividad especifica muy baja o que se habia producido inactiva en su mayor

parte, por lo que no se continu6 estudiando la proteina.
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Figura 25. Visualizacion en gel de poliacrilamida-SDS de la superproduccion de la
proteina UPOEDOL11. Proteinas totales de un cultivo de la estirpe superproductora E. coli
NCM631/ plZ227 con el vector vacio pET-14b (segundo carril) o con el plasmido pMPO1383,
que contiene el gen upoedoll (tercer carril). El marcador de peso molecular (primer carril)
empleado es marcador B de Ready Gel Bands (Bio-Rad). La proteina UPOEDO11 tiene un
peso de 33,88 kDa.
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5. CARACTERIZACION DE CLONES CON ACTIVIDAD OXIGENASA
HIDROXILANTE DE ANILLOS AROMATICOS

En la metagenoteca de pilas de refineria de la industria petroquimica se identificaron 36
clones distintos con posible actividad oxigenasa hidroxilante de anillos aromaticos (también
llamada oxigenasa inicial), denominados UPO07-UPO31, UPO41, UPO55, UPO92-UPO% y
UPO106-UPOL111. Esos clones se identificaron porque sus colonias eran de color azul debido
a su capacidad de transformar el triptofano del medio LB para producir finalmente indigo.
Algunos de los clones presentaban un color azul muy evidente, mientras que en otros, de 7 a 9
clones, el color azul era distinto puesto que se trataba de un color mas oscuro virando hacia el
marrdn, lo que hacia dudar sobre si la coloracion se debia realmente a la produccion de
indigo. Sin embargo, puesto que el color podria deberse a una produccion significativa de
indirrubina (color rojizo) ademas de indigo, se mantuvieron como clones potencialmente

codificantes de oxigenasas hidroxilantes.

Los rastreos se realizaron en la estirpe MPO554 Nal® en presencia de salicilato, es decir,
con expresion heterologa del ADN metagendémico desde el promotor psal del fésmido y con
la antiterminacién de la transcripcion proporcionada por la proteina N. 29 de los 36 clones
considerados positivos en el rastreo de produccion de indigo se transfirieron a las distintas
estirpes: EPI300-T1® (estirpe original, en la que no se puede producir expresion heterdloga),
MPO553 (en la que el ADN metagenomico se puede expresar heterologamente desde el
promotor pT7) y MPOS554, y se comprob6 mediante visualizacion de colonias si se producia
color azul. Los 29 clones produjeron color azul en la estirpe MPO554 en presencia de
salicilato, 22 de ellos en la estirpe MPOS553, y 18 de los clones en EPISOO—TIR, los mismos
que en MPO554 sin aportar salicilato. Por tanto, solo 18 de los 29 clones fueron capaces de
expresar los genes responsables de la actividad en niveles detectables desde sus propios
promotores, y de haber realizado los rastreos con el sistema original (Gnicamente con la
expresion propia de los genes metagendmicos), muy probablemente se habrian identificado

bastantes menos clones con la actividad de interés.

5.1 Secuenciacion de clones con actividad oxigenasa

Se secuenciaron 25 de los 36 clones identificados con aparente actividad oxigenasa
hidroxilante. Por un lado se secuenciaron 17 individualmente, y por otro 8 en 3 pools, junto

con otros 52 clones portadores de otras actividades, en su mayoria dioxigenasa extradiolica.
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Por tanto, las secuencias metagenomicas de estos Gltimos 8 clones se obtuvieron en contigs a
priori no asignados a ningun clon concreto. En la tabla 7 se recopila informacion sobre cada
una de estas tandas de secuenciacion en pools. Entre los 25 clones secuenciados se
encontraban 2 de los clones de los que se tenian dudas sobre su produccion de indigo por su

color marréon (UPO29 y UPO31).

5.1.1 Identificacion de genes de oxigenasas y asignacion a clones

En el analisis de las secuencias de los contigs de las 3 tandas de secuenciacion en pools,
se identificaron muchas mds secuencias homologas a genes codificantes de oxigenasas
iniciales de las esperadas, ya que solo 8 de los fosmidos que habian sido detectados como
productores de indigo se habian incluido en la secuenciacion en pools. De hecho, tras analizar
las secuencias de los contigs con genes codificantes de dioxigenasas extradiolicas asignados a
28 clones que presentaban esa actividad (apartado 4.1.1 de Resultados), se observo que,
efectivamente, en 20 de esos 28 clones habia también genes codificantes de oxigenasas
iniciales. Sin embargo, solo 2 de esos clones presentan ambas actividades (UPO41 y UPOS5),
lo que indicaria que buena parte de los genes de oxigenasas hidroxilantes no estan
expresandose en E. coli, no son funcionales o no son capaces de reconocer el indol como
sustrato. Otras decenas de contigs tenian también genes codificantes de oxigenasas que
podrian corresponder a cualquiera de los 8 fésmidos que proporcionaron color azul a las
colonias, pero en vista a lo comentado también podrian pertenecer a foésmidos que solo
proporcionaron actividad dioxigenasa extradidlica a los que no se les hubiera asignado
secuencia del inserto completo. No se trataron de asignar todos los genes codificantes de
oxigenasas iniciales identificados en los contigs a algun fosmido, sino que nos centramos en

los que codifican citocromos P450.

Se identificaron 7 citocromos P450 en los contigs de las secuenciaciones por pools. Para
adscribirlos a clones concretos, se disefiaron oligonucledtidos que pudieran amplificar un
fragmento de esos genes y se realizaron PCR con todos los clones de la tanda de
secuenciacion correspondiente, se hubiera detectado o no en ellos actividad oxigenasa inicial.
Aquellos clones con los que se obtuvo amplificacion, se confirmaron mediante secuenciacion
con uno de los oligonucledtidos empleados en la PCR. De esas secuencias se obtuvieron 6
citocromos P450 completos y otro truncado (con un codon de parada aparecido antes del final

original de la proteina), que se asignaron a 6 clones (varios genes fueron asignados a un
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mismo clon y varios clones compartian un mismo gen). Solo uno de esos clones presenta
actividad oxigenasa inicial: UPO28, que contiene 3 citocromos P450. Los otros no presentan
dicha actividad, y sin embargo se les asign6 un gen codificante de citocromo P450 a cada uno:
UPO60, UPO61, UPO37, UPO87 y UPO89. UPO37 y UPO89 comparten el mismo
citocromo, y UPO60 posee un gen truncado. La secuencia de varios de estos genes no estaba
completa en sus respectivos contigs originales, y hubo que obtener el resto de la secuencia
mediante posteriores reacciones de secuenciacion. Al igual que con los genes codificantes de
dioxigenasas extradiolicas (apartado 4.1.1 de Resultados), se observéd que esto ocurrié cuando
varios genes pertenecientes a la misma tanda de secuenciacion eran muy parecidos,
probablemente por la incapacidad del programa de ensamblaje de contigs de discriminar

cuales eran las uniones adecuadas.

Por tanto, de los 8 clones con actividad oxigenasa que fueron secuenciados en pools,
solo se le pudo asignar secuencia y posible gen o genes responsables de la actividad a 3 de
ellos (UPO28, UPO41 y UPOS55) (tabla 9). A UPO28 se le asignd secuencia que contenia
genes codificantes de citocromos P450, como se acaba de comentar. A UPO41 y UPOSS5, que
presentaban tanto actividad oxigenasa inicial como dioxigenasa extradidlica, se les habian
asignado contigs que contenian genes codificantes de dioxigenasas extradidlicas (apartado
4.1.1 de Resultados), y tras el analisis de estos, se identificaron también genes de una
oxigenasa inicial en cada caso. De uno de los 3 clones indicados se obtuvo la secuencia

completa (UPO41), pero de los otros 2 no.

Por otro lado, de los 17 clones secuenciados individualmente, se obtuvo la secuencia
completa de 14 de ellos (UPO08-UPO14, UPO19, UPO21, UPO23-UPO26 y UPO29),
mientras que de los otros 3 estaba incompleta (UPO16, UPO30 y UPO31) (tabla 9). Se
identifico al menos un posible gen responsable de la actividad en todos los clones salvo en 2
(UPO29 y UPO31). Del clon UPO31 no se tenia la secuencia completa por lo que el gen
codificante de la actividad podria estar localizado en la region de secuencia desconocida. Sin
embargo, del clon UPO29 conociamos la secuencia completa. Los dos clones compartian
secuencia parecida y el unico gen que pudiera potencialmente codificar una actividad
oxidante en estos fosmidos era uno, exactamente igual en ambos clones, codificante de una
proteina con similitud a sarcosina oxidasas, enzimas implicadas en la desmetilacion oxidativa
de sarcosina (N-metilglicina). Es posible que estas enzimas oxidasen algun sustrato o

intermediario metabodlico, produciendo la coloracion oscura detectada en la colonia.
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clon modo de secuenciacion secuencia asignada
UPOO08 individual 27 kb (completa)
UPO09 individual 36 kb (completa)
UPO10 individual 33 kb (completa)
UPO11 individual 31 kb (completa)
UPO12 individual 39 kb (completa)
UPO13 individual 35 kb (completa)
UPO14 individual 41 kb (completa)
UPO16 individual 33 kb

UPO19 individual 42 kb (completa)
UPO21 individual 34 kb (completa)
UPO23 individual 33 kb (completa)
UPO24 individual 41 kb (completa)
UPO25 individual 36 kb (completa)
UPO26 individual 39 kb (completa)
UPO28 en pool 2 kb + 24 kb (2 contigs)
UPO30 individual 36 kb

UPO41 en pool 25 kb (completa)
UPOS55 en pool 3 kb

Tabla 9. Relacién de clones con actividad oxigenasa hidroxilante detectada y con posible
gen responsable de la actividad asignado, e informacidn sobre su secuenciacion. Se indican
los clones con actividad oxigenasa hidroxilante detectada por formacion de colonias de color
azul (produccion de indigo) y con secuencia asignada con al menos un gen codificante de
posible oxigenasa responsable de la actividad. Se muestra el modo de secuenciacion (si esta ha
sido individual o si el clon formaba parte de un pool de secuenciacion), la longitud de secuencia
asignada, y cuando esta constituye la totalidad del inserto se indica “completa”. A menos que se
indique lo contrario, la cantidad de secuencia indicada se corresponde con un solo contig. No
estan incluidos los clones con dudosa produccion de indigo UPO29 y UPO30, en los que no se
identificaron oxigenasas hidroxilantes. Tampoco se incluyen los clones a los que se les asignd
gen codificante de un citocromo P450 pero en los que no se observo actividad oxigenasa
hidroxilante (UPO60, UPO61, UPO37, UPO87 y UPO89. UPO37 y UPOg9).
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Recapitulando, en total, el analisis de las secuencias permiti6 identificar 18 genes que
en principio podian ser responsables de la actividad oxigenasa inicial, adscribiéndose a 18
clones (algunos clones contenian mas de un gen y varios genes se encontraban en mas de un
clon). De 14 de esos clones se obtuvo la secuencia completa, y de 4 no completa (tabla 9). A
continuacion se recopila la informacion sobre los genes codificantes de oxigenasas iniciales y
los clones en los que se identificaron, considerando solo los genes de este tipo que se

localizaron en clones que presentaban actividad productora de indigo.

5.1.1.1 Dioxigenasas

De todos los 18 genes codificantes de oxigenasas putativas, solo 4 de ellos son
homologos a genes codificantes de dioxigenasas. Estos genes parecen codificar concretamente

las subunidades a de dioxigenasas.

Hay 2 grupos de clones con genes codificantes de subunidades o de dioxigenasas. Por
un lado UPO08 y UPO11 y por otro lado UPO12, UPO13, UPO14 y UPO25 (figura 26). Los
clones de cada uno de los 2 grupos se podria decir que comparten gran parte del inserto, con
solo algunos nucledtidos diferentes que no afectan a los posibles genes responsables de la
actividad. Ademas de los genes codificantes de las subunidades a, se aprecian en estos clones
genes codificantes de otras posibles oxigenasas, como se explica mas adelante. Los dos
grupos de fosmidos son bastante parecidos entre si, manteniendo la misma distribucion de los
genes de interés y mostrando similitud entre las proteinas codificadas por estos.
Concretamente, los genes de interés, indicados en la figura 26, en uno y otro grupo de clones
presentan identidades de alrededor del 90 %. En cada grupo de clones se encuentran 2 genes
codificantes de subunidades a de dioxigenasas. Estas son similares a otras de dioxigenasas
que contienen subunidades a y B, por lo que se esperaria que las acompafiaran genes de
subunidades 3, pero no se encontraron en ninguno de los fésmidos. Puesto que se conoce la
secuencia completa de todos estos clones (tabla 9), el no haber encontrado ningin gen
homologo a los codificantes de subunidades B en ninguno de ellos indica que o bien no estan
0, menos probable, son tan distintos a los existentes en las bases de datos que no se reconocen
como tales. En base a esto, y suponiendo por tanto que no hay genes codificantes de
subunidades P en estos clones, es muy probable que las subunidades o de esos clones no sean
funcionales por si mismas. En cada grupo de clones se identificaron ademds 2 genes

homologos a monooxigenasas putativas.
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Teniendo en cuenta la distribucion de los genes indicados en la figura 26,
probablemente la primera de las monooxigenasas putativas o la primera de las dioxigenasas
subunidad o (las tinicas que se encuentran presentes en UPO25) sea la responsable de la
actividad oxigenasa inicial en estos clones (sin descartar que alguno de los otros genes
indicados en la figura 26 también pudiera proporcionar la misma actividad). Como se ha
comentado anteriormente, la dioxigenasa subunidad o es poco probable que sea funcional por
si misma. Por tanto, lo mas probable es que el responsable sea el otro gen, cuyo producto
génico presenta homologia con monooxigenasas (identidad <43 % con monooxigenasas
putativas). La monooxigenasa a la que mas se parecen de las que han sido caracterizadas es a
la estireno monooxigenasa StyA de Pseudomonas sp., con la que presentan una identidad del
27 y 26 % (esa monooxigenasa es ligeramente diferente en cada uno de los dos grupos de
clones). En estos clones también se identificaron genes codificantes de componentes de

sistemas de transporte de electrones, no mostrados en la figura 26.

g B mo.a mo. a
UPOO08 (27 kb) [ a,
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v ’
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Figura 26. Esquema de los clones con genes codificantes de dioxigenasas subunidad .
Dentro de cada recuadro se incluyen los clones que comparten parte de la secuencia, salvo por
algunas diferencias en nucleé6tidos puntuales. Los clones de un recuadro comparten la estructura
génica con los del otro, y los genes resaltados en cada uno de los recuadros presentan una
identidad de alrededor del 90 % con el gen equivalente en el otro recuadro. Se resaltan posibles
genes involucrados en la actividad oxigenasa inicial. Las abreviaturas de la figura indican lo
siguiente: mo.: gen codificante de monooxigenasa putativa; a: gen codificante de dioxigenasa
subunidad a. Los genes no estan representados a escala.
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5.1.1.2 Monooxigenasas

De los 18 genes codificantes de oxigenasas putativas identificados en los clones con
dicha actividad, 14 de ellos son homdlogos a genes codificantes de monooxigenasas y los
otros 4 restantes corresponden a las subunidades o de dioxigenasas ya comentadas. Entre esos
14 genes se encuentran los 2 codificantes de las monooxigenasas de las que se habla en el
apartado anterior como posibles responsables de la actividad (la primera de las indicadas en la
figura 26 en cada grupo de clones). Los distintos tipos de monooxigenasas en funcioén de su
mayor similitud de secuencia con otras monooxigenasas de las bases de datos, asi como los

fosmidos que las codifican, se recogen en la tabla 10.

Monooxigenasas iniciales Clones
Estireno monooxigenasa 1 UPOO08, UPO11
Estireno monooxigenasa 2 UPO12, UPO13, UPO14, UPO25
Alcanosulfonato monooxigenasa 1 UPO09, UPO19
Alcanosulfonato monooxigenasa 2 UPO23
Dimetilanilina monooxigensa UPO26
2,4-diclorofenol 6-monooxigenasa UPOS55

Fenol 2-monooxigenasa 1, componentes PO-P5 UPO16

Fenol 2-monooxigenasa 2, componentes PO-P5 UPO41
Dibenzotiofeno-5,5-diéxido monooxigenasa UPO21
Dibenzotiofeno monooxigenasa UPO21

Citocromo P450 1 (UPOCYTP1) + ferredoxina A UPO10, UPO24
Citocromo P450 2 (UPOCYTP2) + ferredoxina B~ UPO28, UPO30
Citocromo P450 3 (UPOCYTP3) + ferredoxina C ~ UPO28, UPO30

Citocromo P450 4 (UPOCYTP4) + ferredoxina C ~ UPO28

Tabla 10. Monooxigenasas codificadas por genes de clones con actividad oxigenasa y
clones en los que se ubican.

En cada uno de los clones indicados en la tabla 10 se identifico al menos un gen
codificante de una monooxigenasa inicial. En uno de ellos, UPOS55, del que solo se conocen

unas 3 kb de la secuencia, del gen codificante de una monooxigenasa identificado (2,4-
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diclorofenol 6-monooxigenasa) no se obtuvo la secuencia completa, pero puede que el gen si
esté completo en el inserto porque esta secuencia es interna, no forma parte de un extremo del
inserto de este fosmido. Por otra parte, al conocer tan poco de su secuencia puede que en ese
clon haya ademas otro(s) gen(es) codificante(s) de otra(as) oxigenasa(s). Del resto de estos
clones se conoce la secuencia completa o casi completa, por lo que resulta improbable que
haya otros genes codificantes de oxigenasas adicionales y, por tanto, los genes identificados, o
al menos uno de ellos en los casos en los que se asignaron varios genes, muy probablemente
sean los responsables de la actividad oxigenasa inicial. En el caso de los clones UPOOS,
UPO11, UPO12, UPO13, UPO14 y UPO2S5 si se identificaron ademas genes de subunidades
o de dioxigenasas iniciales, pero por los motivos expuestos en el apartado anterior,

probablemente la monooxigenasa indicada en la tabla 10 sea la responsable de la actividad.

En los clones UPO09, UPO19, UPO23 y UPO26, ademas de las monooxigenasas
indicadas se identificaron ferredoxinas reductasas, que probablemente constituyan su sistema
de transporte de electrones. Y en los clones UPOO08, UPO11, UPO12, UPO13, UPO14 y
UPO25 se encontraron una reductasa y una ferredoxina fusionada a un transportador tipo

RND como posibles componentes del sistema de transporte de electrones.

A diferencia de otras monooxigenasas, la fenol 2-monooxigenasa es una enzima
multicomponente (Shingler y col., 1989). En los 2 clones en los que se identificaron genes de
este tipo (UPO16 y UPO41) se encuentran los genes de los 6 componentes requeridos para la
transformacion por parte de la bacteria de fenol en catecol (PO-P5, Nordlund y col., 1990),
incluyendo el sistema de transporte de electrones. En el clon UPO41, ademas estad presente el
gen codificante de una catecol 2,3-dioxigenasa, localizado justo aguas abajo (a 196 pb) del
componente P5 de la fenol 2-monooxigensa, en el mismo sentido, presuntamente implicada
en esta ruta de degradacion de fenol, cuya actividad extradiol dioxigenasa frente a diferentes
sustratos también se estudié (upoedol9, apartado 4.2 de Resultados). Los componentes
proteicos PO-P5 de la fenol 2-monooxigenasa de UPO41 presentan identidades que se
encuentran entre el 40 y el 64 % con los codificados por los genes dmpKLMNOP de
Pseudomonas sp. CF600 (Shingler y col., 1989). Por otro lado, UPOEDO19 presenta una
identidad del 47 % con la enzima catecol 2,3-dioxigenasa de la ruta de degradacion de fenol
descrita por Shingler y col. (1992) de esta estirpe codificada por el gen dmpB. En este mismo
clon encontramos a su vez genes codificantes de una 2-hidroximuconato semialdehido
deshidrogenasa, localizado 2,7 kb aguas abajo del gen codificante de la catecol 2,3-dioxigena;

de una 2-oxopent-4-enoato hidratasa, separado 12 pb del anterior; y de una 4-oxalocrotonato
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descarboxilasa, solapando 4 pb con el anterior, encontrandose todos estos genes en el mismo
sentido. Ademas, en el mismo sentido que estos genes pero 2,1 kb aguas arriba del primero de
los componentes de la fenol 2-monooxigensa, se encuentra el gen codificante de una 4-
oxalocrotonato tautomerasa. Con todos estos genes mencionados, se podria obtener 4-hidroxi-
2-oxovalerato a partir de fenol, faltando solo el gen codificante de la 4-hidroxi-2-oxovalerato
aldolasa para la obtencion de acetaldehido y piruvato, segin la ruta de rotura-meta de
degradacion de fenol (rama de oxalacrotonato) descrita en Sala-Trepat y col. (1972) y

Shingler y col. (1989).

Por otro lado, en otro de los clones (UPO21) se encuentra la ruta de desulfuracion de
dibenzotiofeno completa, al estar presente el gen codificante de la 2-hidroxibifenilo-2-
sulfinato desulfinasa, ademas de las 2 monooxigenasas indicadas en la tabla 10 (Denome y
col., 1994; Gray y col., 1996). Junto a los genes de la ruta, se identifico el gen codificante de
una reductasa, que podria constituir el sistema de transporte de electrones de las

monooxigenasas .

Se identificaron 4 genes codificantes de citocromos P450 (tabla 10). En todos los casos
estos genes van acompafiados de genes codificantes de ferredoxinas, aunque no de
ferredoxinas reductasas. Teniendo en cuenta que las ferredoxinas reductasas suelen ser
bastante inespecificas, los electrones necesarios para la reaccion productora de indigo podrian
obtenerse a partir de ferredoxinas reductasas de la propia bacteria hospedadora. Los clones
UPOI10 y UPO24 comparten ADN metagenémico y contienen uno de estos citocromos,
mientras que los clones UPO28 y UPO30 comparten otros 2 cada uno. Las ferredoxinas
acompanantes de estos 3 citocromos P450 distintos son a su vez distintas. Por ultimo, en el
clon UPO28 se encontrd otro gen codificante de citocromo P450, acompanado también por un
gen codificante de ferredoxina, en este caso igual a una de las otras dos ferredoxinas
identificadas en este fosmido. Puesto que no se conoce la secuencia completa de UPO28 y
UPO30 (tabla 9) es posible que aun haya mas genes codificantes de citocromos P450. Al
haber varios genes codificantes de citocromos P450 en un mismo clon (UPO28 y UPO30), no

se puede asegurar que todos presenten actividad productora de indigo.

Las secuencias de las proteinas de estos clones, homoélogas a monooxigenasas

hidroxilantes de las bases de datos, se recogen en el Anexo.
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5.1.2 Andlisis filogenético de los citocromos P450

Se realizd6 un estudio filogenético con las secuencias de los 4 citocromos P450
codificados por genes de los clones con actividad oxigenasa inicial (tabla 10), mas las de los
otros 3 citocromos P450 de los clones que tenian actividad dioxigenasa extradidlica pero no
productora de indigo (apartado 5.1.1). Aquellos presentes en clones con actividad oxigenasa
inicial son UPOCYTP1, UPOCYTP2, UPOCYTP3 y UPOCYTP4 (tabla 10). Por otro lado,
las proteinas de este tipo presentes en clones en los que no se ha detectado dicha actividad se
denominaron UPOCYTP5 (en el clon UPO61), UPOCYTP6 (en UPO87) y UPOCYTP7 (en
UPO37 y UPO89). En otro de los clones sin actividad oxigenasa detectada también se
identificd un gen codificante de un citocromo P450 que se encuentra truncado (con un codéon
de parada aparecido tras 352 aminodcidos, estimandose que deben de faltar unos 89, al
comparar con las proteinas mds parecidas de las bases de datos). Este gen truncado,
denominado UPOCYTPS8 (en UPO60), es igual a otro de los genes hasta el codon de parada
aparecido, y no se tuvo en cuenta para los siguientes analisis. No se comprobd que los
distintos citocromos P450 fueran funcionales, pero esto es bastante probable en aquellos
pertenecientes a clones con actividad, aunque en los casos en los que hay varias proteinas de
este tipo en un mismo clon, puede que la actividad solo se deba a una de ellas. En los demas
casos puede que no fueran funcionales, que les faltara el sistema de transporte de electrones,
que no se estuvieran expresando o que no reconocieran indol como sustrato. En los clones
UPO37 y UPO89, los genes codificantes de citocromos P450 se encuentran en el sentido de
los promotores heterdlogos del vector, pero en los clones UPO61 y UPOS87 se encuentran en
sentido contrario, por lo que no se estaria consiguiendo transcripcion heteréloga. En ninguno
de estos 5 clones sin actividad productora de indigo se identificaron genes de los componentes
del sistema de transporte de electrones, aunque solo se conocia la secuencia completa del

inserto de uno de estos clones (UPO37) (tabla 8).

Los citocromos P450 constituyen un grupo de proteinas muy heterogéneo, con
representantes no solo en microorganismos sino también en animales y plantas. En el arbol
filogenético realizado (figura 27), se observa que la heterogenidad de la secuencia de estas
proteinas no siempre se ajusta a la adscripcion taxondmica del organismo, ya que por ejemplo
se encuentran secuencias de hongos (CYP55A1 de Fusarium oxysporum) mas parecidas a
secuencias de bacterias que a secuencias de otros hongos. A su vez, secuencias de la misma
especie pueden ser muy diferentes (como CYP51 y CYPI25A1 de Mycobacterium

tuberculosis). En cualquier caso, las 7 secuencias de citocromos P450 identificados en el
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Figura 27. Analisis filogenético de las secuencias metagendmicas de citocromos P450.
Arbol filogenético resultante del alineamiento de las secuencias de las proteinas de citocromos
P450 identificadas en la metagenoteca de pilas de refineria de la industria petroquimica con
otras secuencias del mismo tipo previamente identificadas. La escala representa la distancia
expresada como diferencia en aminodcidos por posicion. Las secuencias metagenOmicas
identificadas en este trabajo se muestran en negrita, acompaniadas del clon en el que se
encuentran. El resto de secuencias empleadas en el dendrograma y sus codigos de acceso en las
bases de datos GenBank, NCBI Reference Sequence o UniProtKB/Swiss-Prot se indican a
continuaciéon: CPXA PSEPU: CYPI101, Pseudomonas putida (P00183); CPS2 STRCC:
CYP105A3, Streptomyces carbophilus (Q59831); CINA CITBR: CYP176Al1, Citrobacter
braakii (Q8VQF6); CP119 SULAC: CYP119, Sulfolobus acidocaldarius (Q55080); CP51
MYCTU: CYP51, Mycobacterium tuberculosis (POA512); Q8KU27 INOCA: CYP116B2,
Rhodococcus sp. NCIMB 9784 (Q8KU27); CPXB BACME: CYP102A1, Bacillus megaterium
(P14779); NOR FUSOX: CYP55A1, Fusarium oxysporum (P23295); CP74A ARATH:
CYP74A, Arabidopsis thaliana (Q96242); CP6B1 PAPPO: CYP6BI, Papilio polyxenes
(Q04552); CP53 ASPNG: CYPS53, Aspergillus niger (P17549); CP2J1 RABIT: CYP2JI,
Oryctolagus cuniculus (P52786); CPXC RHIRD: CYP103, Rhizobium radiobacter (P24466);
THAS HUMAN: CYP5A1, Homo sapiens (P24557); CP125 MYCTU: CYPI25Al,
Mycobacterium tuberculosis (P63709); QS5F4D9 SPHMC: CYP153A7, Sphingopyxis
macrogolitabida (Q5F4D9); Q11Z2Y2 POLSJ: Cytochrome P450, Polaromonas sp. (Q11ZY2);
Q65A64 9OMYCO: Cytochrome P450, Mycobacterium sp. (Q65A64); E0XZ55 9RHIZ:
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Cytochrome P450, uncultured Rhizobiales bacterium (E0XZ55); A7THUO1 PARL1: Cytochrome
P450, Parvibaculum lavamentivorans (A7HUOI); Q20YJ8 RHOPB: Cytochrome P450,
Rhodopseudomonas palustris (Q20YJS); Q143U3 BURXL: Putative cytochrome P450,
Burkholderia xenovorans (Q143U3); A7HUI3 PARLI1: Cytochrome P450, Parvibaculum
lavamentivorans  (A7HUI3); A7HTDO PARLI1: Cytochrome P450, Parvibaculum
lavamentivorans (A7HTDO0); M47536 9BRAD: Cytochrome P450, Bradyrhizobium
oligotrophicum (M4Z536); B8H036 CAUCN Cytochrome P450, Caulobacter crescentus
(B8H036); QOC3M7 HYPNA: Cytochrome P450 family protein, Hyphomonas neptunium
(Q0C3M7); B4RCI3 PHEZH: Cytochrome P450 family protein, Phenylobacterium zucineum
(B4RCI3); D1IACZ6 THECD: Cytochrome P450, Thermomonospora curvata (D1ACZ6);
Q1BB29 MYCSS: Cytochrome P450, Mycobacterium sp. (Q1BB29).

ADN metagendmico se agrupan esencialmente con secuencias de citocromos P450
identificadas en bacterias. Se observa que cinco de estas siete (UPOCYTP1-5) se encuentran
relativamente cercanas unas a otras (con 60-89 % de identidad entre ellas). Las proteinas
UPOCYTPI1 y UPOCYTP2 se parecen mas entre si que a ninguna otra proteina de las bases
de datos, y lo mismo ocurre con UPOCYTP3 y UPOCYTP4. Ambas parejas coinciden en la
proteina de las bases de datos con la que presentan una mayor identidad, que es un citocromo
P450 de Polaromonas sp. (64-79 % de identidad). UPOCYTPS5, que muestra una identidad de
61-70 % con las secuencias UPOCYTP1-4, si presenta mas similitud a otras proteinas de las
bases de datos. A la que mas se parece, mostrando una identidad del 96 %, es a un citocromo

P450 de Parvibaculum lavamentivorans.

La proteina UPOCYTP7, se encuentra en una rama mas alejada de la misma agrupacion
filogenética y muestra una identidad de 48-55 % con las proteinas UPOCYTP1-4. La proteina
con mayor similitud de la base de datos es otro citocromo P450 de Parvibaculum
lavamentivorans, distinto al citocromo P450 de organismos de esta especie comentado
previamente, con quién presenta una identidad del 87 %. Las siguientes proteinas de las bases
de datos se encuentran filogenéticamente mas alejadas (< 59 % de identidad). La secuencia
mas distante, que se localiza en otra rama del arbol completamente diferente, es la de
UPOCYTP6 y presenta una identidad con las demds de solo el 30-32 %. Esta proteina
presenta una identidad del 96 % con un citocromo P450 de Parvibaculum lavamentivorans,
distinto a los 2 citocromos P450 de organismos de esta especie comentados con anterioridad,
estando las siguientes proteinas de las bases de datos filogenéticamente bastante mas alejadas

(<56 % de identidad).
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5.2 Deteccion de monooxigenasas productoras de 1-naftol

Hasta el momento, la actividad oxigenasa inicial detectada en los clones habia sido la
transformacion de indol en indigo, de interés como tinte textil. Queriamos conocer si alguna
de las monooxigenasas metagendmicas producidas por estos clones es capaz de catalizar otra
reaccion de interés. Se selecciond la produccion de 1-naftol a partir de naftaleno, que es de
interés en la fabricacion de herbicidas, insecticidas y medicamentos. Las monooxigenasas
capaces de reconocer el naftaleno como sustrato pueden dar lugar a 1-naftol o 2-naftol, en

funcién de la posicion en la que se lleve a cabo la oxigenacion.

5.2.1 Ensayo colorimétrico para la deteccion de naftoles

En primer lugar, se llevdo a cabo un ensayo colorimétrico empleando el compuesto
indicador Fast Blue B (Sigma-Aldrich) (adaptacion de Canada y col., 2002; Wackett y
Gibson, 1983). Este indicador reacciona con 1-naftol, y en menor medida con 2-naftol, dando
lugar a un producto color violeta, que se puede cuantificar mediante medidas de absorbancia a

528 nm.
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Figura 28. Representacion de los resultados del ensayo colorimétrico empleando el
indicador Fast Blue B para detectar la produccion de naftoles. Se muestran los valores de
absorbancia medida a 528 nm del ensayo con los sobrenadantes de cultivos de distintos clones y
del féosmido vacio (pMPO579) en ausencia y presencia de naftaleno. Los valores representados
son la media de 3 réplicas. Las barras de error se corresponden con la desviacion estandar de los
datos.
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Se ensayaron la mayoria de los clones en los que se habia detectado algin gen de
oxigenasa inicial, junto con el fésmido vacio (pMPO579). Los ensayos se llevaron a cabo en
la estirpe MPO554 Nal®, con cultivos en la variante del medio minimo M9 descrita en el
apartado 2.1 de Materiales y Métodos, con Cm 12,5 mg/L, arabinosa 1 mM (con el fosmido
en alto nimero de copias) y salicilato I mM (induciendo la expresion heterologa del ADN
metagenomico desde el promotor psal del fésmido), en ausencia y presencia de naftaleno 1
mM. El protocolo se detalla en el apartado 15 de Materiales y Métodos. De todos los
fésmidos ensayados, solo uno, el clon UPO16, mostr6 una absorbancia a 528 nm muy
superior al resto cuando fue cultivado en presencia de naftaleno, como se muestra en la figura
28, lo que indica que la monooxigenasa producida por este clon probablemente es capaz de

transformar el naftaleno en naftoles.

5.2.2 Ensayo mediante cromatografia liquida de alta resolucion para la

deteccion de 1-naftol

El ensayo colorimétrico previo indicé que probablemente el clon UPO16 es capaz de
transformar el naftaleno en naftoles. Para comprobar si el producto de la reaccion es 1-naftol,
2-naftol o una mezcla de ambos, asi como para poder cuantificar esa produccion de una
manera mas exacta de lo que se podria hacer con el ensayo colorimétrico, se realizaron

ensayos mediante cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC).

Para ello, se cultivaron células del clon UPO16 (en la estirpe MPO554 Nal®) en la
variante del medio minimo M9 descrita en el apartado 2.1 de Materiales y Métodos, con Cm
12,5 mg/L, arabinosa 1 mM Yy salicilato 1 mM, tanto en presencia como en ausencia de
naftaleno 5 mM, durante 20 h. Se prepararon las muestras y se realizaron los analisis mediante
HPLC (el protocolo se detalla en el apartado 16 de Materiales y Métodos). Los
cromatogramas obtenidos mostraron la aparicion de un pico cuyo espectro de absorcion y
tiempo de retencion (18 minutos) coinciden con el del patron de 1-naftol (figura 29). De la
monooxigenacion del naftaleno también se podria producir 2-naftol, pero el tiempo de
retencion del patron de este compuesto en las condiciones empleadas en el ensayo es de 16
minutos, por lo que el pico obtenido se corresponde solo a 1-naftol. El pico atribuido a 1-
naftol no aparece cuando las células se cultivan en ausencia de naftaleno ni cuando el ensayo
se realiza sustituyendo el clon UPO16 por el fosmido vacio (pMPO579) ni por alguno de los

demas clones (datos no mostrados).
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Figura 29. Produccion de 1-naftol por células del clon UPO16 cultivadas en presencia de
naftaleno. Las muestras se prepararon como se indica en el apartado 16 de Materiales y
Meétodos, y se analizaron mediante HPLC detectando la absorbancia a 219 nm. El pico que

aparece a los 18 minutos en el cromatograma se corresponde con el 1-naftol producido. Se
muestra la imagen de una de las 3 réplicas realizadas.

A partir del area del pico de 1-naftol se calculd que el clon UPO16 produjo 28,1 umol
de 1-naftol a partir de 5 mmol de naftaleno. Este valor es del mismo orden al que se calcula a
partir del ensayo colorimétrico si se asume que toda la sefal era atribuible a 1-naftol (29,3

umol de 1-naftol a partir de 1 mmol de naftaleno).

Puesto que la inica monooxigenasa identificada en la secuencia del clon UPO16 es una
fenol 2-monooxigenasa, se asumi6 que la actividad de produccion de 1-naftol era debida a
esta enzima. Este clon posee genes homodlogos a los de los 6 componentes requeridos para la
transformacion por parte de la bacteria de fenol en catecol (PO-P5, Nordlund y col., 1990). Se
decidi6 comprobar la capacidad del clon de transformar fenol en catecol, y cuantificar esa

produccion para compararla con la de 1-naftol.

Para ello se realizd un ensayo mediante HPLC, preparandose las muestras del mismo
modo que para el ensayo de produccion de 1-naftol, con la diferencia de que a los cultivos se
les afiadié fenol 5 mM en lugar de naftaleno (el protocolo se detalla en el apartado 16 de
Materiales y Métodos). Los cromatogramas obtenidos mostraron la aparicion de un pico cuyo
espectro de absorcion y tiempo de retencion (8,4 min) coinciden con el del patrén de catecol
(figura 30). El pico atribuido a catecol no aparece cuando las células se cultivan en ausencia
de fenol ni cuando el ensayo se realiza sustituyendo el clon UPO16 por el fésmido vacio

(pPMPO579) (datos no mostrados).
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Figura 30. Produccién de catecol por células del clon UPO16 cultivadas en presencia de

fenol. Las muestras se prepararon como se indica en el apartado 16 de Materiales y Métodos, y

se analizaron mediante HPLC detectando la absorbancia a 276 nm. El pico que aparece a los 8,4

minutos en el cromatograma se corresponde con el catecol producido. Se muestra la imagen de
una de las 3 réplicas realizadas.

A partir del area del pico de catecol se calculd que el clon UPO16 produjo 4,0 mmoles
de catecol a partir de 5 mmoles de fenol. Al comparar la actividad monooxigenasa de este
clon teniendo como sustrato naftaleno o fenol, se observa que transforma mucho mas
eficientemente el segundo de estos sustratos, de manera que la actividad que presenta con

naftaleno es, como mucho, el 0,7 % de la que presenta con fenol.

5.3 Ruta de desulfuracién de dibenzotiofeno

En el clon UPO21 se identificaron genes homologos a los de la ruta de desulfuracion de
dibenzotiofeno (DBT), codificantes de las enzimas dibenzotiofeno-5,5-didéxido
monooxigenasa, 2-hidroxibifenilo-2-sulfinato desulfinasa y dibenzotiofeno monooxigenasa
(Denome y col., 1994; Gray y col., 1996). Los productos de estos genes junto con una FMN
reductasa codificada aguas arriba de ellos, que podria constituir el sistema de transporte de
electrones hacia las monooxigenasas, serian suficientes para generar a partir de DBT 2-
hidroxibifenilo y sulfito, que podria ser utilizado por E. coli como fuente de azufre (figura

31).

Estos genes son muy similares a los descritos en Rhodococcus sp. IGTSS dszA, dszB y
dszC (con identidades de las proteinas codificadas del 82 %, 74 % y 79 % respectivamente),
por lo que a partir de ahora los denominaremos del mismo modo: dszA, dszB y dszC. Son
contiguos y formarian un operon dszABC, en el que los genes parecen estar acoplados

traduccionalmente, ya que solapan entre si. Los genes dszA, dszB y dszC de Rhodococcus sp.
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IGTSS8 se encuentran en el mismo orden y también forman un operdén. Sin embargo, el
solapamiento entre los genes es distinto en ambos casos: en Rhodococcus sp. IGTS8 los genes
dszA y dszB solapan 4 nucle6tidos y los genes dszB y dszC estan separados 10 nucleétidos, y
en el clon UPO21 dszA y dszB solapan 37 nucleétidos y dszB y dszC solapan en la forma
ATGA. Otra diferencia es que en UPO21, justo aguas arriba de estos genes y en la misma
orientaciéon se encuentra el gen codificante de una FMN reductasa (NAD(P)H), que
llamaremos dszE. En Rhodococcus sp. IGTS8, no se encuentra un gen homoélogo a este en esa
posicion. De hecho, la reductasa que asocian al sistema, codificada por el gen dszD, se
encuentra alejada de los genes dszABC (Gray y col., 1996). La reductasa identificada en
UPO21 no se parece a la codificada por dszD, y presenta un 44 % de identidad con una FMN
reductasa de Pseudomonas putida KT2440. La distancia que separa a dszE y dszA es de 4
nucledtidos, lo suficientemente pequefia para considerar que este gen también formaria parte
del operon comentado anteriormente, tratandose en ese caso de 4 genes que constituirian un

oper6n transcrito desde un promotor localizado aguas arriba del gen dszE.

Las monooxigenasas indicadas, o al menos una de las dos, probablemente sean las
responsables de la transformaciéon de indol en indigo, al no haberse identificado ningun otro
gen codificante de oxigenasas hidroxilantes en la secuencia de este clon, que conocemos por
completo. De hecho, se han descrito otras dibenzotiofeno monooxigenasas capaces de
catalizar la transformacién de indol en indigo (Coco y col., 2001; Furuya y col., 2004). Sin
embargo, nos encontramos de nuevo con una paradoja similar a la observada previamente en
el clon N5, codificante de resistencia a carbenicilina (apartado 2.5 de Resultados): para
detectar color azul debido la produccion de indigo, se necesita la adicion de salicilato para
inducir la transcripcion desde el promotor psal en la estirpe MPOS554; pero todos estos genes
dsz se encuentran en sentido contrario a los promotores heterélogos presentes en el vector
(figura 32). De forma similar al caso del clon NS5, interpretamos que seria de esperar que
hubiese otro gen, en sentido del promotor psal del fosmido, que estuviese implicado de alguna

manera en la expresion de los genes dsz o en la actividad de alguno de sus productos génicos.

El dibenzotiofeno (DBT) es uno de los componentes minoritarios de los combustibles
fosiles. Contiene azufre, y durante su combustion este se libera a la atmosfera, provocando
problemas de contaminacion como la lluvia acida (Monticello y Finnerty, 1985). Aunque se
realizan procesos quimicos de hidrodesulfurizacion para eliminar el azufre de los
combustibles fosiles, el DBT es resistente a este tratamiento (Gallardo y col., 1997). La

desulfuracion biologica del DBT por la ruta descrita en la figura 31 ofrece la posibilidad de
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liberar el azufre en forma de sulfito, sin que la molécula pierda su valor como combustible,
por lo que esta ruta de desulfuracion podria tener una aplicacion potencial si pudiera
expresarse y fuese funcional en una bacteria con las caracteristicas adecuadas. Por ello se
quiso comprobar si las enzimas codificadas por los genes del clon UPO21 eran capaces de
llevar a cabo la desulfuracion de DBT. Esto se podia averiguar de forma directa mediante una

prueba de crecimiento de la estirpe MPO554 con el clon UPO21 en un medio minimo con

Dibenzotiofeno

Dibenzotiofeno monooxigenasa (dszC)

Dibenzotiofeno-5-0xido

Dibenzotiofeno monooxigenasa (dszC)

Dibenzotiofeno-5,5-diéxido

Dibenzotiofeno-5,5-diéxido monooxigenasa (dszA)

2-hidroxibifenilo-2-sulfinato

N
] 2-hidroxibifenilo-2-sulfinato desulfinasa (dszB)
[

HSO- 4|
O Q 2-hidroxibifenilo
HO

Figura 31. Ruta de desulfuracion de dibenzotiofeno. Se recuadra la enzima implicada en cada
paso junto al gen codificante entre paréntesis. Adaptacion de http://umbbd.ethz.ch/index.html,
University of Minnesota. Biocatalysis / Biodegradation Database.
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DBT como unica fuente de azufre. Si se produce la desulfuracién de DBT, este se transforma
en 2-hidroxibifenilo, liberdndose sulfito (figura 31), que las bacterias pueden emplear como

fuente de azufre.

Se cultivo la estirpe MPO554 Nal® con el fosmido UPO21 en la variante del medio
minimo M9 descrita en el apartado 2.1 de Materiales y Métodos pero empleando DBT 0,2
mM como unica fuente de azufre en lugar de MgSOs, a 30 °C con agitacion, y se observo que
fue capaz de crecer (llegando tras 6 dias a una D.O.¢p0 de 0,6-0,8). El crecimiento usando
DBT como fuente de azufre fue dependiente de la adicion de salicilato 1 mM, que permite la
expresion heter6loga del ADN metagenomico desde el promotor psal presente en el fosmido y
la antiterminacion de esta transcripcion por la proteina antiterminadora N, o arabinosa 1 mM,
que induce el nimero de copias del fosmido (tabla 11). Por tanto, este clon proporciona la
capacidad de desulfurar dibenzotiofeno con una eficacia suficiente como para permitir el
crecimiento bacteriano usando DBT como fuente de azufre. El crecimiento con DBT sin
necesidad de afiadir salicilato para inducir psal indica que los genes necesarios para ello
pueden expresarse por si solos en la bacteria hospedadora, si bien el nivel de expresion propio
es lo suficientemente bajo como para necesitar al menos un incremento del numero de copias
codificantes para conseguir crecer. Curiosamente, para detectar el color azul acumulado por la
conversion de indol en indigo en las colonias de esta misma estirpe (tras 2-3 dias de
incubacion a 30 °C en medio LB) se necesitaron ambas cosas: expresion desde psal con la

antiterminacion de N y alto nimero de copias del fosmido (tabla 11).

5.3.1 Subclonacion de los genes de la ruta de desulfuracion de dibenzotiofeno

Con el objetivo de confirmar que los genes que habiamos identificado (dszA, dszB y
dszC) eran suficientes para la desulfuracion de dibenzotiofeno, estos se subclonaron. Junto
con los genes codificantes de las dos monooxigenasas y de la desulfinasa, se subclono
también el gen codificante de la reductasa que se ubica inmediatamente aguas arriba de estos
(dszE), por si fuera necesaria para transferir los electrones a estas monooxigenasas. Se obtuvo
un fragmento de 5,7 kb por restriccion del clon UPO21 como se indica en el apartado 5.2 de
Materiales y Métodos. Dicho fragmento contenia los 4 genes mencionados flanqueados por
unas 800 pb aguas arriba de la region codificante de la reductasa, que contendria el promotor
propio, y unas 600 pb aguas abajo del Gltimo de los genes. Este fragmento se clono6 en el

fosmido pMPOS579 en el mismo sitio en el que se inserta el ADN metagenémico, de manera
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que los genes de la ruta quedaron tras los promotores heter6logos, en su misma orientacion.

El subclon resultante se denomind pMPOS587.

Se comprobé si pMPO587 proporciona a MPO554 Nal® la capacidad de transformar
indol en indigo y de desulfurar DBT, en las mismas condiciones en las que lo hizo el clon
UPO21, pero no se pudo apreciar color azul en las colonias. Tampoco se consiguid
crecimiento con DBT como unica fuente de azufre, en ninguna condicién, es decir, incluso
intentando maximizar la expresion induciendo con salicilato e incrementando el nimero de
copias con arabinosa (tabla 11). También se probo este clon en EPI300-T1%, MPO553 (desde
donde se podria dar expresion heterdloga desde el promotor pT7 del fosmido) y otras estirpes
de E. coli, con el mismo resultado negativo. Nos planteamos como posibilidades que hubiera
algin elemento que estuviera impidiendo la expresion de esos genes, tanto desde su propio
promotor como heterélogamente desde los promotores pT7 y psal del fésmido; o que faltara
alglin gen necesario, ya fuera para que se produjera la actividad o para la expresion de los

otros genes.

5.3.1.1 Activador transcripcional de promotores dependientes de 6"

Tras examinar la secuencia del clon UPO2I1, se identific6 un gen homologo al
codificante de un activador de promotores dependientes de ¢~ (que denominaremos dszR),
ubicado aguas abajo de los genes de la ruta de desulfuracion de DBT y en la misma
orientacion que los promotores heterélogos del fosmido. Este tipo de activadores se unen al
ADN unas 80-150 pb aguas arriba del promotor que regulan (Bush y Dixon 2012) y contactan
con la holoenzima ARN polimerasa unida al factor sigma alternativo o, activando la

transcripcion desde los promotores que esta forma de ARN polimerasa reconoce.

Los promotores dependientes de o se caracterizan por una secuencia consenso
TGGCACG-N4-TTGC localizada en las posiciones -24 y -12 respecto al inicio de la
transcripcion (Barrios y col., 1999). Aguas arriba del primero de los 4 genes, de dszE, se
identificé a su vez una secuencia TGGCAtG-N4-cTGC que se ajusta mucho a la de los
promotores dependientes de 6™ (figura 32). Dentro de la region codificante del gen dszE, se
encontrd otro posible promotor dependiente de o": TGGaCaa-N4-gTGC, que podria ser el
promotor de otro posible operén que formaran unicamente los genes dszA, dszB y dszC.
Teniendo en cuenta estos datos, era muy posible que los genes subclonados necesitasen ese

regulador para la transcripcion desde su propio promotor, ya fuera uno u otro de los indicados,
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lo que encajaria con la dependencia de salicilato para la deteccion de las actividades, ya que
en UPO21 este gen se encuentra en el sentido de psal. Por otra parte, esto no explicaria que
los genes subclonados en pMPO587 no sean capaces de expresarse desde los promotores
heterologos del fosmido. En cualquier caso, si el activador fuese realmente el elemento
necesario, se esperaria que al aportar el regulador al subclon pMPOS587 los genes de la ruta se
pudieran expresar, ya que el promotor dependiente de " se encuentra incluido en la
secuencia no codificante subclonada, y el sitio de unién del regulador muy probablemente se

localizaria también en ese fragmento.

®
pf—ai lp-ri dszR o o o
UPO21 (34 kb) ﬂ
10 kb dsze
15 kb
pMPO587 pMPO588

ptac

iia; l—b 651' #651’ 651' + facF-‘ I—»

/ dszR
I 1
~GRATCCIGGCATGACCTCTIGCTTTATGCATATTGGATCTGARRRATCCAGTTGTITCATAAGGRAAACGTCATGGCA...
caja-24 caja-12

Figura 32. Esquema del clon con los genes de la ruta de desulfuracion de dibezotiofeno
(UPO21) y de los subclones con los genes necesarios para que se produzca la actividad
(PMPO587 y pMPO588). Se indican los genes involucrados en dicha actividad. Los genes
representados codifican las siguientes proteinas: dszR: regulador de promotores dependientes de
c"; dszA: dibenzotiofeno-5,5-didxido monooxigenasa; dszB: 2-hidroxibifenilo-2-sulfinato
desulfinasa; dszC: dibenzotiofeno monooxigenasa; dszE: FMN reductasa. Se amplia la
region que contiene el promotor dependiente de ", indicando en azul las cajas -24 y -12 de
dicho promotor, y en verde el principio de la secuencia codificante del gen dszE. Aunque no
esta representado en la figura, se identific otro posible promotor dependiente de c™ en la region
codificante de dszE. Los genes y demas elementos del esquema no estan representados a escala.

Los activadores de promotores tipo ™ poseen por lo general tres dominios: un dominio
central que presenta la actividad ATPasa necesaria para la activacion, un dominio en el
extremo carboxilo-terminal que ejerce el reconocimiento y uniéon al ADN y un dominio en el

extremo amino-terminal implicado en la recepcion de las sefiales pertinentes. La mayoria de
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los activadores de promotores tipo 6™ presentan los tres dominios comentados, pero algunos
no tienen el dominio regulador del extremo amino-terminal, entre los que se encuentran PspF
(de E. coli), y HrpR y HrpS (de Pseudomonas syringae). La actividad de estos activadores se
regula negativamente por otras proteinas que interaccionan con ellas inhibiéndolas (Bush y

Dixon 2012).

El activador de promotores tipo o™ identificado en el clon UPO21 carece del dominio
amino-terminal regulador que le permite responder a sefiales ambientales. Al comparar su
secuencia de aminodcidos con las de las bases de datos, el mayor valor de identidad (59 %) lo
presenta con un regulador de este tipo en Pseudomonas entomophila, también carente del

dominio regulador.

Se decidié subclonar el gen del regulador de promotores dependientes de ¢~ (dszR),
para averiguar si en presencia de dicho regulador se producia expresion de los genes dsz desde
su propio promotor. En lugar de incorporarlo en pMPO587 se decidié subclonarlo en otro
vector en el que su expresion pudiera regularse independientemente del resto de genes. Se
obtuvo el gen del regulador por restriccion del clon UPO21 como se indica en el apartado 5.2
de Materiales y Métodos. El fragmento se clon6 en pIZ1016 (Martinez-Pérez y col., 2004),
dando lugar a pMPOS588. El gen del regulador quedo tras el promotor ptac del vector, en su

misma orientacion, siendo su expresion inducible con IPTG.

Se volvié a comprobar si se daban las actividades de produccion de indigo y de
desulfuracion de DBT (mediante crecimiento en medio minimo con DBT como unica fuente
de azufre), aportando a la estirpe MPO554 Nal® el subcléon con los genes de la ruta de
desulfuracion (pMPO587) y el plasmido con el regulador de promotores dependientes de ™
(pMPO588). Los ensayos se acompafiaron de los controles negativos consistentes en la
sustitucion de cada uno de los vectores por el equivalente vector vacio. En presencia del
regulador se detectd color azul por produccion de indigo tras 2-3 dias de incubacion a 30 °C,
siempre y cuando se afadiera arabinosa al medio, es decir, con el fésmido que contiene los
genes dszEABC en alto nimero de copias. El aporte de IPTG, que induce la expresion del
regulador de promotores dependientes de o™, y de salicilato, que induce la expresion desde
psal con la antiterminacion de N en el féosmido, no mejoraron la actividad en niveles
detectables. Por otro lado, en presencia del regulador, también se observo crecimiento en
medio minimo con DBT 0,2 mM como unica fuente de azufre, a 30 °C con agitacion,
alcanzando tras 3 dias a una D.O.¢0 de 0,6-0,8. En este caso, el crecimiento fue dependiente

de la adicion de IPTG 1 mM, que induce la expresion del activador de promotores
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dependientes de " clonado bajo ptac, no siendo suficiente con el incremento del namero de
copias del féosmido con los genes dsZEABC que proporciona la arabinosa (el crecimiento
mejora ligeramente en presencia de arabinosa siempre que se haya aportado IPTG). Como
seria de esperar, el aporte de salicilato no supone ninguna ventaja (de hecho, su aporte ademas

de IPTG reduce los valores de D.O.400 alcanzados) (tabla 11).

sin +Arab +Salic +Arab +IPTG +IPTG +IPTG

inductores +Salic +Arab +Salic

Produccion de indigo (colonias azules)

UPO21 No No No Si
pMPO587 No No No No
pMPO587 +pMPO588 No Si No Si No Si No

Desulfuracion de DBT (crecimiento con DBT)

UPO21 No Si Si Si
pMPOS587 No No No No
pMPO587 +pMPOS588 No No No No Si Si Si*

Tabla 11. Resumen de las condiciones en las que se produce la actividad de desulfuracion
de dibenzotiofeno en comparacion con la de produccion de indigo en presencia de los
genes dsz. Se indica con Si o No la presencia o ausencia de cada actividad mediante su
deteccion por produccion de colonias azules en medio rico LB o de crecimiento en medio
minimo con DBT como tnica fuente de azufre, segiin el caso. La concentracion empleada de
cada uno de los 3 inductores (arabinosa, salicilato ¢ IPTG) fue de 1 mM. Las abreviaturas de la
tabla significan lo siguiente: Arab: arabinosa; Salic: salicilato. Los ensayos se realizaron en la
estirpe MPO554 Nal® con los vectores indicados en cada caso. Las casillas sombreadas indican
condiciones no probadas. Aunque no se muestren en la tabla, también se realizaron los ensayos
con pMPO579 (féosmido sin ADN metagendémico), pMPO579 +pMPO588 y pMPO587
+plZ1016 (vector sin gen codificante de activador transcripcional), no detectandose ninguna de
las actividades en ningun caso. *El crecimiento en presencia de IPTG junto con salicilato fue
bastante peor que con IPTG sin salicilato.

Por tanto, se confirma que al menos alguna de las monooxigenasas codificadas por los
genes subclonados en pMPOS587 es capaz de transformar el indol en indigo y que las enzimas
codificadas por los genes subclonados en pMPOS587 aportan a la bacteria la capacidad de
desulfurar DBT. Sin embargo, sorprendentemente, no se consigue expresar heterologamente

esos genes en el subclon pMPOS587, sino que es necesario el aporte de un activador
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. . . N . . . ., Ce . .
transcripcional dependiente de 6, lo que indica que la transcripcion se inicia desde su propio

promotor, que aparentemente es dependiente de 6.

Llama la atenciéon que los resultados no son plenamente coincidentes en los dos
contextos. Por una parte, en el caso de UPO21 parece que se necesita menos expresion del
regulador para crecer con DBT como fuente de azufre que para detectar colonias azules, ya
que el crecimiento con DBT se puede conseguir si simplemente se incrementa el nimero de
copias (con arabinosa) mientras que el color azul debido al indigo solo es detectable en las
colonias cuando ademas se induce la transcripcion desde psal (con la adicion de salicilato).
Por otra parte, en el caso del subclon pMPOS587 no ocurre lo mismo, ya que para generar
color azul no es necesario inducir la expresion del activador (con IPTG), aunque si aumentar
el nimero de copias, mientras que para conseguir crecimiento a expensas de DBT como

fuente de azufre si se necesita IPTG.

5.3.2 Caracterizacion de la expresion de los genes de la ruta de desulfuracion

de dibenzotiofeno

Al margen de los diferentes requerimientos para la produccion de indigo y desulfuracion
de DBT, lo que si parece claro es que los genes de la ruta de desulfuracion de DBT no pueden
expresarse por transcripcion heterdloga desde el promotor psal del fosmido en el subclon
pMPOS587, y que para su expresion se necesita la presencia del activador transcripcional
dependiente de o". Este hecho resulta sorprendente ya que psal y los genes dsz estan en la
misma orientacion, la distancia que los separa es relativamente pequefia (hay 1,2 kb entre psal
y el gen dszE) y ademas, la transcripcion desde psal estaria sujeta a antiterminacion por la

proteina N.

Para tratar de explicar la imposibilidad de expresar heter6logamente los genes de la ruta
en pMPO587 desde el promotor psal, se volvid a examinar la secuencia de ADN
metagendmico. Al principio del inserto, aguas arriba del promotor dependiente de o, se
encontrd una ristra de Ts seguida de una estructura secundaria, que podria constituir una
posible region terminadora de la transcripcion, pero que esta en sentido contrario a psal y a
los genes dszEABC. Resulta improbable que esta secuencia sea capaz de terminar la
transcripcion desde los promotores heterdlogos, ya que tendria que funcionar en ese sentido y
ademas ser capaz de impedir la transcripcion con el sistema de antiterminacion de la proteina

antiterminadora N. Otra posibilidad es que esa secuencia constituya una sefial de terminacion
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de la transcripcion de un ARN interferente (ARNi), que al ser complementario a la secuencia
de los genes de la ruta estuviera impidiendo su expresion, por ejemplo promoviendo la
degradacion del transcrito o evitando su traduccion (Fozo y col., 2008) si la transcripcion
proviene desde los promotores heterdlogos localizados aguas arriba, aunque no si proviene del
promotor dependiente de o™ localizado mas abajo. Una transcripcion desde el promotor
dependiente de o podria dar lugar a la expresion de esos genes, quiza porque el ARNi no
pueda asociarse con ese transcrito que se inicia mas abajo o por algin cambio en la estructura

del ARN que evite esa regulacion negativa por parte del supuesto ARNi.

Teniendo en cuenta las incognitas que se nos planteaban en cuanto a la expresion de los
genes de la ruta de desulfuracion de DBT, se construyeron una serie de fusiones
traduccionales y transcripcionales con distintos fragmentos del inserto de pMPOS587. Las
fusiones se construyeron en el foésmido pMPOS579, que ya contenia un gen gfp sin promotor
aguas abajo del sitio de clonacion del ADN metagenomico que serviria como gen indicador
para las fusiones transcripcionales. Introduciendo lacZ en fase con los distintos fragmentos de
la secuencia a ensayar, esas construcciones serian también fusiones traduccionales. De este
modo, se realizaron las construcciones indicadas en la figura 33, que serian a la vez fusiones
traduccionales a lacZ y transcripcionales a gfp. La construccion de estas fusiones se detalla en

el apartado 5.3 de Materiales y Métodos.

prom dep

psal oS4 dszE dszA dszB dszC
> e e a1
UUUUUUS'# ------------------ LARNI?
pMPO593 T S — — —
pMPO594 I l lacZ , gfp
+

pMPO596 i S S —g —
pMPO597 T S

Figura 33. Esquema de las fusiones para el estudio de la expresion de los genes de la ruta
de desulfuracion de dibenzotiofeno. Se indican los genes involucrados y se representa el
fragmento incluido en cada una de las 4 fusiones (pMPO593, pMPO594, pMPO596 y
pMPO597). Se trata de fusiones traduccionales a lacZ y a su vez transcripcionales a gfp. La
abreviatura prom dep °* indica promotor dependiente de 6. Los genes representados codifican
las siguientes proteinas: dszE: FMN reductasa; dszA: dibenzotiofeno-5,5-didéxido
monooxigenasa; dszB: 2-hidroxibifenilo-2-sulfinato desulfinasa; dszC: dibenzotiofeno
monooxigenasa. Los genes y demas elementos del esquema no estan representados a escala.
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El inserto en pMPO593 incluye el posible terminador y trata de incluir el posible ARNi.
Para su construccion fueron necesarios dos pasos. Primero, se amplificé por PCR, empleando
como molde pMPO587, un fragmento que contenia la ultima parte del gen dszC, dejando solo
fuera el coddon de parada, y se clond en el vector de fusiones traduccionales pMPO200
(Garcia-Gonzalez y col., 2005), dando lugar a pMPO592, en el que el fragmento final del gen
dszC quedaba fusionado al undécimo codon del gen lacZ del vector. A continuacion, se
obtuvo el fragmento que contenia el final del gen dszC seguido de lacZ por restriccion de
pMPO592 y se clon6 en pMPO587, de manera que se elimina el final del gen dszC y el resto
del ADN del inserto metagendmico, sustituyéndolo por el final de ese mismo gen sin incluir

el codon de parada y con lacZ fusionado en fase, dando lugar a pMPO593.

La construccion en pMPO594 consiste en una fusion traduccional lacZ al tercer codon
del gen codificante de la FMN reductasa (dszE) e incluye el posible terminador. El gen lacZ
se obtuvo por restriccion de pMPO200 (Garcia-Gonzéalez y col.,, 2005) y se clon6 en
pMPOS587, tras eliminar un fragmento que contenia la parte distal de dszE y el resto del
operon dsz, de manera que el principio del gen dszE quedara en fase con lacZ, generando asi

pMPO594.

La construccion en pMPO596 tiene la misma fusion a lacZ que pMPO593 pero elimina
301 bases del extremo del inserto aguas arriba del promotor del operon dsz, excluyendo la
posible estructura terminadora localizada en direccion contraria al operon dsz. Sin embargo,
se mantiene el promotor dependiente de o™ y muy probablemente los sitios de unién del
regulador. Para su construccion fueron necesarios dos pasos. Primero, se obtuvo por
restriccion de pMPO587, un fragmento que incluia desde 453 nucleodtidos aguas arriba del
dinucleétido GG del promotor dependiente de 6™ hasta el 267° codon del gen dszB, y se cloné
en el fosmido pMPO579 linealizado con Pmll, dando lugar a pMPOS595. A continuacion, se
obtuvo por restriccion de pMPO593 un fragmento que incluia los cuatro genes de la
construccidn pero dejando fuera el promotor dependiente de o™, y por el otro extremo parte
del vector, hasta el noveno codon del gen codificante de la resistencia a cloranfenicol. Este
fragmento se clon6 en pMPOS595, de manera que la resistencia a cloranfenicol quedaba
reconstituida, y el resto de la construccion exactamente igual que en pMPOS593 salvo que no

tenia el terminador. El plasmido resultante es pMPO596.

La construccion en pMPO597 consiste en una fusion traduccional lacZ al gen dszA, que
incluye la posible estructura terminadora localizada aguas arriba del operén dsz. Es una fusion

intermedia entre pMPO593 y pMPO594. El gen lacZ se obtuvo por restriccion de pMP0O200
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(Garcia-Gonzalez y col., 2005) y se clon6 en pMPOS587, tras eliminar un fragmento, de
manera que se incluian los primeros 154 codones del gen dszA, quedando este en fase con el

undécimo codon de lacZ, dando lugar a pMPO597.

Cada una de las 4 fusiones construidas se ensayo en las estirpes MPO554 Nal® y
EPI300-T1R, acompanadas todas ellas por un lado del pliasmido con el regulador de
promotores dependientes de o™, pMPO588, y por otro del plasmido vacio pIZ1016. En la
estirpe EPI300-T1" solo se veria la expresion desde el promotor dependiente de o, y en
MPO554 Nal® con salicilato, ademas, la expresion desde el promotor psal. Los fosmidos se
mantuvieron en bajo numero de copias (sin aportar arabinosa). Inicialmente, para los ensayos
en los que se aportaba el regulador, los cultivos se incubaron antes del ensayo en medio
minimo con DBT vy sulfato, con solo DBT o con solo sulfato, con objeto de estudiar su
posible induccidon por DBT y represion por sulfato, mientras que en los que no se aportaba el
regulador los cultivos se incubaron siempre con DBT y sulfato. Sin embargo, se observo que
no parecia existir ninguna regulacion en funcién de la fuente de azufre y que DszR podia
inducir incluso en presencia de sulfato y ausencia de DBT. Con objeto de simplificar los
resultados, los que se muestran en la figura 34 se realizaron en las mismas condiciones de
crecimiento, con azufre y DBT. Se partio de preindculos en la variante del medio minimo
MO descrita en el apartado 2.1 de Materiales y Métodos, que llevaba ademés DBT 0,2 mM, y
se diluyeron a D.O.¢p9 de 0,1 en un medio igual pero con MgSO,4 0,2 mM, DBT 0,2 mM,
IPTG 1 mM vy en el caso de la estirpe MPO554 Nal® también salicilato | mM. Se incubaron
en agitacion a 30 °C durante 6 h. Para las fusiones transcripcionales a gfp se cuantifico la
fluorescencia emitida, y para las traduccionales a lacZ (gen de la B-galactosidasa) se

cuantificé la actividad B-galactosidasa.

Al comparar los niveles de expresion basal del operdn (sin dszR en la figura 34, grafica
superior) con aquellos alcanzados al aportar el activador de promotores dependientes de c™
(con dszR), por lo general no se observan aumentos significativos en los niveles de
transcripcion, aunque hay un aumento mas claro, de dos veces, en pMPOS597 (fusion a dszA).
Sin embargo, los niveles de la fusion traduccional a dszA, y mas aun los de las fusiones a
dszC, aumentaron drasticamente. Esto indicaria que curiosamente este activador
transcripcional de promotores dependientes de ¢™ estaria mejorando los niveles de traduccion,
mas que los de transcripcion. La construccion con la fusion traduccional a dszE no mostro
activacion por DszR a nivel transcripcional ni traduccional, indicando que si se induce es a un

nivel muy bajo.
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Fusiones traduccionales
Actividad (Unidades Miller)
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s En EPI300-T1R, sin dszR. Expresion basal.
mems £ EPI300-T1R, con dszR. Expresion desde promotor propio con activador.
s En MPO554, sin dszR. Expresion desde promotor heterélogo psal.
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Figura 34. Expresion de las fusiones de la ruta de desulfuracion de dibenzotiofeno. En cada
una de las tres graficas se muestra, para cada una de las cuatro fusiones, en columnas amarillas

la actividad B-galactosidasa de las fusiones traduccionales a lacZ, en unidades Miller (eje de la
izquierda), y en columnas verdes, los valores de fluorescencia de las fusiones transcripcionales a
gfp respecto a la D.O.g0 de los cultivos ensayados (eje de la derecha). En cada grafica se
comparan los niveles de expresion basal del operdn dsz (en la estirpe EPI300-T1" con pIZ1016,
sin dszR) con los niveles de expresion: desde ese mismo promotor en presencia del activador

transcripcional de promotores dependientes de 6™ (EPI300-T1® con pMPOS588, con dszR), en la
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grafica superior; desde el promotor heterologo psal del fosmido (MPO554 Nal® con pIZ1016,
sin dszR), en la grafica intermedia; y desde el promotor propio del operén en presencia del
activador méas desde el promotor psal (MPO554 Nal® con pMPO588, con dszR), en la grafica
inferior. Los valores representados son la media de al menos 3 réplicas. Las barras de error se
corresponden con la desviacion estandar de los datos.

Por otro lado, al comparar los niveles de expresion basal del operdén con aquellos
alcanzados desde el promotor heterologo psal en presencia de salicilato (figura 34, grafica
intermedia), se observan unos aumentos en los niveles de transcripcion significativos en todos
los casos, lo que indicaria que se esta produciendo transcripcion desde psal. Esta transcripcion
heter6loga se da a niveles superiores a los obtenidos por el activador DszR, aproximadamente
al doble, con ligeras variaciones de una construccion a otra. Sin embargo, los niveles de las
fusiones traduccionales no correlacionaron en absoluto con este incremento de transcripcion,
obteniéndose unos niveles de actividad B-galactosidasa entre 20 y 300 veces inferiores a los
obtenidos cuando DszR activa, dependiendo de la construccion. Esto indicaria que los
transcritos producidos desde psal se traducen muy ineficazmente, lo que concuerda con que
induciendo con salicilato no consigamos detectar la actividad de produccion de indigo ni de

desulfuracion de dibenzotiofeno.

Por ultimo, se comparan los niveles resultantes de la suma de la expresion desde el
promotor propio del operon en presencia del activador mas la procedente del promotor psal
(figura 34, grafica inferior) con el resto de condiciones. Respecto a los niveles basales, se
observa un aumento de la transcripcion evidente en todos los casos, pero mucho mas acusado
en pMPO594 (fusiéon a dszE) y en pMPO597 (fusion a dszA). Si se comparan los niveles de
expresion desde los dos promotores en conjunto con los de cada uno de ellos
independientemente, en las fusiones a dszA y a dszE se observan niveles de transcripcion
claramente mayores cuando se puede dar transcripcion desde los dos promotores que desde
cada uno de ellos por separado, llegando a ser incluso superiores a la suma de los promotores
individuales, sobre todo en el caso de la fusion a dszA. Sin embargo, en las fusiones a dszC, la
transcripcion desde los dos promotores en su conjunto, aunque es algo superior a los niveles
alcanzados desde el promotor propio del operdn en presencia del activador, es similar a la
alcanzada desde psal en ausencia de DszR, no observandose por tanto un efecto sumatorio.
Respecto a la traduccion, en la fusion a dszE se observan unos niveles de expresion
detectables pero bajisimos, lo que indica que esta proteina se produce a unos niveles muy
bajos. En la fusion a dszA se produce un aumento importante en los niveles de traduccion

respecto a los producidos con los transcritos de esos dos promotores de manera independiente.
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Sin embargo, si comparamos los niveles de expresion de las fusiones traduccionales (unidades
Miller) y las transcripcionales (fluorescencia) de las graficas superior e inferior, se observa
claramente que la traducibilidad de los transcritos producidos conjuntamente desde los dos
promotores es menor que la de los transcritos producidos desde su propio promotor
exclusivamente. La explicacion mas plausible es que existe una mezcla de transcritos pero
que solo los producidos desde el propio promotor activado por DszR son los que se traducen
eficazmente, mientras que los producidos desde psal no, tal como indican los datos de la
grafica intermedia. Si hacemos el mismo tipo de comparacioén con los datos de expresion de
las dos fusiones a dszC se observa el mismo fendmeno, que puede explicarse de la misma
forma: hay una mezcla de transcritos pero los producidos desde psal no se traducen. Y resulta
que en este caso se aprecia incluso un descenso de aproximadamente 3,5 veces en los niveles
de actividad B-galactosidasa al comparar los niveles de expresion desde su propio promotor
(grafica superior) con los obtenidos cuando psal esta también activo (grafica inferior). En este
caso, debemos asumir que la mayor parte de esta mezcla de transcritos proviene de psal y que,
de alguna manera, la transcripcion desde psal esta interfiriendo con la activacion mediada por

DszR.

Un hecho sorprendente es que, tanto cuando se inducia el promotor psal, como cuando
se activaba la transcripcion desde su propio promotor con DszR, los niveles de fluorescencia
incrementaron muy poco respecto a los niveles basales de expresion. Cuando se estuvo
validando la expresion desde los promotores heterdlogos del fosmido, ya se observo que para
obtener niveles altos de induccion tanto desde el promotor de T7 como desde psal era
necesario incrementar el nimero de copias con arabinosa (figura 8). Aunque no tenemos una
explicacion racional para este fenomeno, la realizacion de los ensayos en las mismas
condiciones pero en presencia de arabinosa podrian mostrar con mas claridad la actividad
transcripcional de DszR y mejorar los niveles inducidos de transcripcion tanto desde psal
como desde su propio promotor, de manera que ademas se pueda analizar mejor la

traducibilidad de los transcritos producidos desde cada promotor.

Recopilando, de esta informacién puede deducirse que la presencia del activador que
permite la expresion desde el promotor propio del operdn, supone un incremento
principalmente en los niveles de traduccion, a pesar de ser una proteina homologa a un

regulador transcripcional de promotores tipo o

, aunque habria que comprobar si este
fenémeno se repite realizando los ensayos con el fosmido en alto nimero de copias, que de

algin modo se ha observado que permite detectar bastante mejor incrementos en la
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transcripcion cuando esta se induce. Por otro lado, la induccion del promotor psal se ve
reflejada en un aumento en los niveles de transcripcion, que se refleja a su vez en un ligero
aumento en los niveles de traduccion en las fusiones a dszC pero no en la fusion a dszA. La
relacion entre los niveles de traduccion y los de transcripcion es mucho mayor cuando los
transcritos proceden del promotor propio que desde psal, lo que indicaria una traduccion
mucho menos eficiente del ARN mensajero (ARNm) procedente de psal. Otro aspecto curioso
es que cuando se activa a la vez la transcripcion desde los dos promotores, en las fusiones a
dszA y a dszE, si se observa un aumento en la transcripcion, y en la de dszA también en la
traduccion, con respecto a la de cada promotor independiente; pero en las fusiones a dszC no
ocurre lo mismo, obteniéndose niveles de traduccion inferiores a los alcanzados cuando todo
el ARNm procede del promotor propio del operon. En todos los casos, la traducibilidad
respecto a la transcripcion alcanzada es mas baja cuando se tiene transcripcion desde los dos
promotores que exclusivamente desde el propio. Esto indicaria que muy probablemente
existan otros elementos de regulacion en este sistema que no se estan teniendo en cuenta y

que jugaria un papel importante una regulacion postranscripcional.

La eliminacion del posible terminador de la transcripcion no se vio reflejada en un
aumento significativo de los niveles de transcripcion, presentando las fusiones pMPO593 y
pMPO596 un comportamiento muy similar, por lo que no es probable que este sea el
responsable de la inexistente o reducida expresion heterdloga de estos genes. De hecho, el
comportamiento similar de ambas fusiones en todas las condiciones indicaria que la

eliminacion de ese fragmento no tiene efecto a ninglin nivel en la expresion.

En cuanto a la posible existencia de un ARNi que terminara en la supuesta senal de
terminacion de la transcripcion detectada que pudiera estar impidiendo la traduccion de los
transcritos de estos genes, los datos no parecen apoyar esta hipotesis, ya que al inducir la
transcripcion desde psal, no se observaron relaciones mayores de los niveles de traduccion
respecto a los de transcripcion en las fusiones al gen codificante de la reductasa (pMPO597)

ni al de dszA (pMPO594) que en las fusiones al gen dszC (pMP0O593).

Estos experimentos indican que el activador aportado mejora los niveles de expresion,
pero no aclaran cual de los dos posibles promotores dependientes de ¢, el que precede a dszE

0 a dszA, es el que permite la expresion de estos genes.

Los niveles de traduccion de la FMN reductasa que acomparfia a los genes dszABC

fueron bajisimos. No se confirm6 que se requiriera esa enzima para la transferencia de los
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electrones a las monooxigenasas, por lo que es posible que esa funciéon la cumpla otra

reductasa producida por la bacteria.

Aparte de para los ensayos de medida de niveles de expresion, las fusiones construidas
se aprovecharon también para comprobar si en ellas se mantenian las actividades de
produccion de indigo y de desulfuracion de dibenzotiofeno (mediante crecimiento en medio
minimo con dibenzotiofeno como Unica fuente de sulfato), y no se mantuvo ninguna de las
dos actividades en ninguna de las fusiones. La fusiones pMPOS593 y pMPOS597 tienen los
genes de la ruta completos, solo que en dszC, sustituyendo al codon de parada, se encuentra
fusionado el gen lacZ. Esto indica que la enzima dibenzotiofeno monooxigenasa queda
inactiva con la fusidn, y que esta enzima es necesaria ademas de para la desulfuracion de
dibenzotiofeno para la produccion de indigo, como ya se habia descrito en otros sistemas,

(Coco y col., 2001; Furuya y col., 2004).
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1. CONSTRUCCION Y VALIDACION DE SISTEMAS DE EXPRESION
HETEROLOGA PARA METAGENOMICA FUNCIONAL

La metagendmica es una herramienta muy potente para el estudio de la diversidad
microbiana y el descubrimiento de nuevas enzimas y productos, basada en el aislamiento de
ADN ambiental y su clonacion en vectores que se introducen en hospedadores heterodlogos,
constituyendo metagenotecas. El andlisis de estas metagenotecas se puede realizar mediante
aproximaciones basadas en secuencia o en funcidon. Las estrategias basadas en secuencia
permiten la identificacion de nuevas enzimas mediante la secuenciacion del ADN
metagendmico y su comparacion con las secuencias almacenadas en las bases de datos,
estando por tanto restringido al descubrimiento de nuevas enzimas con cierto grado de
similitud con otras previamente conocidas. Por otro lado, las estrategias basadas en funcion
permiten la identificacion de enzimas completamente novedosas, pero presentan como
limitacion principal la dificultad de la expresion de los genes que las codifican en las bacterias
hospedadoras heter6logas. La expresion génica es un proceso que comprende varias etapas,
incluyendo la transcripcion, traduccion y modificaciones postraduccionales, siendo la
transcripcion el proceso mas frecuentemente regulado, limitando en muchas ocasiones la
expresion del ADN metagendmico en bacterias heterdlogas. Por ese motivo, en esta tesis nos
planteamos el desarrollo de nuevos sistemas que aumentaran las probabilidades de expresion

del ADN metagen6émico, mediante mejoras en la transcripcion.

Una clara posibilidad para incrementar la probabilidad de que un gen de una
metagenoteca se exprese es transferir la metagenoteca a cuantas especies distintas de bacterias
sea posible. Realizando rastreos funcionales en las distintas bacterias se incrementa la
probabilidad de identificar un gen codificante de la actividad de interés ya que la maquinaria
de expresion génica de bacterias no emparentadas filogenéticamente puede ser lo
suficientemente diversa para que alguna de ellas pueda expresar el gen de interés. Con este
propdsito se han disefiado diversos vectores que pueden ser transferidos a un amplio rango de
bacterias Gram negativas y también a alguna Gram positiva. Sin embargo, ello obliga a
realizar rastreos funcionales en cada una de las distintas bacterias y, en cualquier caso, el gen
en cuestion solo puede ser expresado desde sus propias sefales, lo que sigue limitando las
posibilidades de expresion, sobre todo de genes regulados positivamente por el concurso de

un activador.
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Un procedimiento alternativo o complementario consiste en utilizar para la construccion
de la metagenoteca vectores de expresion que puedan forzar la transcripcion del ADN
metagendmico desde promotores del propio vector. Ya existen vectores creados con este
objetivo de mejora de la expresion, mediante la incorporacion de promotores heterdlogos
inducibles, como los vectores pEBP con el promotor pxyl (Troeschel y col.; 2012) o el vector
pJOE930 (Altenbuchner y col., 1992) con promotores plac empleado para la construccion de
una metagenoteca por Limmle y col. (2007). La efectividad de estos sistemas normalmente
esta limitada a fragmentos de ADN de pequefio tamafio, debido a que la expresion heterdloga
proporcionada solo puede alcanzar al primer operon del inserto metagendomico a causa de su
parada en las sefiales de terminacidon de la transcripcion presentes al final de los operones.
Teniendo en cuenta que en bacterias hay poco ADN recombinante y que los operones se
encuentran muy juntos, el uso de insertos de pequeiio tamafio obliga a construir bibliotecas
metagenomicas con un nimero de clones muy elevado para tener una representatividad
aceptable e impide a su vez el descubrimiento de actividades o funciones que requieran la
participacion de varios genes. Por este motivo, se pensd que acoplar sistemas de
antiterminacion a la transcripcion heterdloga seria una aportacion de utilidad para la
metagendmica funcional, al permitir aumentar las probabilidades de expresion de fragmentos
de ADN metagenomico de tamafio medio (decenas de kb). De este modo, se desarrollaron dos
sistemas de expresion, que permiten mejorar la transcripcion del ADN metagendémico de
metagenotecas construidas en un nuevo fosmido, pMPO579 (derivado de pCCI1FOS,
Epicentre), los cuales se encuentran esquematizados en la figura 7. El primero de ellos esta
basado en la ARN polimerasa del fago T7, cuyo promotor se encuentra en el féosmido
orientado hacia el sitio de clonacion del ADN metagenomico. Se requiere la estirpe de E. coli
MPO553, productora de dicha ARN polimerasa de manera constitutiva en niveles bajos. La
ARN polimerasa del fago T7 posee una velocidad de transcripcion mucho mas elevada que la
bacteriana y sus pausas durante la elongacion son menores, lo que probablemente sea
responsable de que muchos de los terminadores de la transcripcion bacterianos sean mucho
menos eficaces con esta ARN polimerasa (Studier y Moffatt, 1986; Jeng y col., 1990). Hay
publicados algunos trabajos sobre vectores con promotor pT7 empleados para la construccion
de metagenotecas, como el de Rhee y col. (2005), que utilizaron el vector pCC1FOS
(Epicentre), que posee un promotor pT7, y la estirpe de E. coli productora de la ARN
polimerasa del fago T7 BL21(DE3) (Novagen), a la que transfirieron la metagenoteca por
transformacion, y en la que el vector se puede replicar en copia Unica. Por otro lado,

Troeschel y col. (2012) construyeron el vector pEBP18, que tiene un promotor pT7 y que
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emplearon en estirpes de E. coli y de P. putida que producen la ARN polimerasa de T7 de
manera inducible, estimando el niumero de copias de este vector en unas 37 y 5 copias
respectivamente en dichas estirpes. En este ultimo trabajo simplemente utilizaron el vector
descrito para expresar proteinas heterdlogas, pero contemplan la posibilidad de emplearlo
como vector para la construccion de metagenotecas. En ambos casos se permitiria la
construccion de metagenotecas con tamaiio de inserto similar al que puede abarcar pMPOS579,
y los vectores también pueden ser empaquetados por particulas de fago lambda gracias a los
sitios c0S. Como mejora de estas caracteristicas, en nuestro sistema se aporta un origen de
transferencia conjugativa al vector, que permite la transferencia de los clones metagendémicos
de una estirpe a otra mediante conjugacion, de manera mas eficaz de lo que se podria hacer
mediante transformacion. Por otro lado, en la estirpe especializada desarrollada en este trabajo
la ARN polimerasa de T7 se produce de manera constitutiva, con un sistema desreprimido
desde el promotor placUV5 pero con unos niveles de expresion significativamente menores
que en la estirpe superproductora BL21 utilizada anteriormente. Ello se debe a la presencia
del atenuador de nasF entre el promotor y la region codificante de la ARN polimerasa de T7
que, de acuerdo a lo previamente descrito, debe reducir sus niveles de transcripcion 8-10

veces (Royo y col., 2005; Medina y col., 2011).

El segundo de los sistemas consiste en la expresion heterdloga inducible por salicilato
desde el promotor psal (Yen y Gunsalus, 1982; Schell, 1985; Schell y Wender, 1986)
introducido en el fésmido orientado hacia el sitio de clonacion del ADN metagenomico,
acompanado del sitio de utilizacion de la proteina antiterminadora N del fago lambda
(Nodwell y Greenblatt, 1991; Greenblatt y col., 1998). En este caso se requiere la estirpe de E.
coli MPO554, productora del activador NahR, necesario para que se produzca la induccion de
la expresion desde psal, y de la proteina antiterminadora N, cuya expresion también es
inducible por salicilato. De este modo, mediante la adicion de salicilato, se inducird la
transcripcion desde el promotor psal por la ARN polimerasa bacteriana, a la que se asociara la
proteina antiterminadora N, evitando que se detenga en sefales de terminacion de la
transcripcion. Este sistema, que permite regular no solo la iniciacion de la transcripcion sino
ademds su terminacion en respuesta a la misma molécula inductora, es completamente
novedoso, ya que la antiterminacion de la proteina N del fago lambda no se ha empleado con
anterioridad para la expresion de genotecas o metagenotecas. De este modo, teniendo
metagenotecas construidas en el fosmido pMPO579, con insertos metagendémicos de tamano

medio de 30-40 kb, se pueden realizar analisis funcionales de las mismas en una u otra estirpe
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especializada, forzando la expresion de los genes mediante transcripcion heterologa sujeta a
antiterminacion, en MPO554, o mediante una ARN polimerasa de fago insensible a sefiales de

antiterminacion bacterianas, en MPOS553.

A su vez, el nimero de copias del vector puede ser tanto alto como bajo, lo que permite
modular los niveles de expresion de los genes desde este vector entre 20 y 35 veces,
dependiendo del sistema de expresion (figuras 9 y 10). Controlando por un lado el ntimero de
copias del fosmido (inducible por arabinosa) y por otro los niveles de expresion heterdloga,
con los dos sistemas descritos se pueden alcanzar distintos niveles de expresion de un mismo
gen. Esto puede ser de utilidad en funcion de si interesa producir grandes cantidades de una
proteina por no disponer de sistemas de rastreo muy sensibles o, por el contrario, mantener los
niveles de produccion de la proteina en niveles mas bajos por ser esta, o el producto de su
actividad, toxica para la bacteria. Desde el promotor psal se pueden modular los distintos
niveles de expresion en funcion de la concentracion de salicilato aportada (Royo y col., 2007),
pero, en términos generales, con estos sistemas se podrian alcanzar tres niveles de expresion:
bajos, con el féosmido en bajo nimero de copia en cualquiera de las dos estirpes, ya sea
MPO553 o0 MPO554 inducida con salicilato; medios, con el fosmido en alto nimero de copia
en la estirpe MPO554 inducida con salicilato; y altos, con el fosmido en alto nimero de copia

en la estirpe MPOS553 (figuras 9 y 10).

La ventaja que aporta el uso de los nuevos sistemas se ha comprobado
experimentalmente con metagenotecas mediante la busqueda de distintas actividades
enzimaticas: resistencia al antibidtico carbenicilina, dioxigenasa extraditlica, oxigenasa
hidroxilante de anillos aromaticos y endoglucanasa, al permitir en cada uno de esos casos la
identificacion de clones capaces de llevar a cabo la actividad que no eran capaces de hacerlo,
al menos en niveles detectables, Unicamente con la expresion propia de los genes
correspondientes. Con la resistencia a carbenicilina se llevo a cabo un estudio comparativo en
profundidad, realizando una busqueda de clones de una metagenoteca con dicha actividad en
la estirpe EPI300-T1® (estirpe que no permite expresion heterdloga alguna, de la que derivan
las demds), MPO553 y MPOS554. Los resultados indicaron que solo un clon fue capaz de
expresar la resistencia a carbenicilina por si mismo, siendo el unico identificado en EPI300-
TI®. Gracias a la expresion heterologa basada en la ARN polimerasa de T7, en la estirpe
MPOS553 se pudieron identificar, ademas del clon mencionado, otros tres. Y por ultimo, la
expresion heterdloga basada en psal y la antiterminacion N permitié que ademas de estos

cuatro clones, otros dos confiriesen también resistencia a carbenicilina a la estirpe MPO554
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en presencia de salicilato. Claramente, el uso del sistema de expresion heterdloga
acompafiado de la antiterminacion de la transcripcidn, permitid la identificacion de cinco
clones con la actividad de interés que hubieran pasado desapercibidos de haber contado solo
con la expresion propia del ADN metagendmico en la misma bacteria hospedadora. Aunque
los nlimeros de clones positivos son demasiado bajos para hacer estadistica, estos representan
un claro incremento del nimero de clones positivos con un unico rastreo funcional, lo que
muestra las ventajas del uso de la expresion heterdloga en comparacion a los vectores de
amplio espectro que requieren hacer multiples rastreos funcionales en distintas especies

bacterianas (Craig y col., 2010).

Por otro lado, para la busqueda de enzimas codificantes del resto de actividades se
empled solo la estirpe MPOS554, pero posteriormente se comprobd que en una parte
importante de los clones identificados no se podia detectar la actividad en cuestion solo con la
expresion propia. El porcentaje de clones que no fueron capaces de proporcionar la actividad
de interés sin expresion heterodloga varié aproximadamente entre un 25 y 45 % de los clones
segun la actividad rastreada. Por otro lado, una parte de esos clones que si mostraban el
fenotipo de interés con la expresion propia del ADN metagendémico, lo hacian con una clara
menor intensidad que cuando se inducia la expresion heterologa, requiriéndose mas tiempo de
incubacidn para detectar colonias azules en el caso de la actividad oxigenasa inicial, dando
lugar a un amarillo menos intenso como consecuencia de la actividad dioxigenasa
extradiolica, y produciendo halos menos evidentes en los clones codificantes de
endoglucanasas. Ello sugiere que una buena parte de estos clones probablemente tampoco
hubieran sido detectados entre los cientos de miles de colonias rastreadas durante la busqueda

de cada actividad, si no se hubiese utilizado el sistema de expresion heterdloga.

Teniendo en cuenta la dependencia de expresion heterdloga para la deteccion de la
actividad de interés en ciertos clones, se tratd de relacionar esta con la orientacion y posicion
de los posibles genes responsables respecto a los promotores heterologos. De muchos de estos
clones se conoce al menos parte de su secuencia, habiéndoseles asignado como minimo un
gen como posible responsable de la actividad. Y de algunos de ellos se conoce suficiente
secuencia como para poder saber la orientacion y posicion de esos genes en el inserto.
Analizando esta informacion, se identificaron 15 clones (5 clones con actividad de resistencia
a carbenicilina, 4 dioxigenasa extradidlica y 6 oxigenasa inicial) que reunen esas dos
caracteristicas: requieren expresion heteréloga y en ellos se ha identificado al menos un

posible gen necesario para la actividad del que ademas se conoce su posicion y orientacion en
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el inserto. En la mayoria de estos clones, el posible gen responsable se ubica, como es de

esperar, en la misma orientacion que los promotores heter6logos.

Solo en dos de ellos, N5 y UPO21, los genes codificantes se encuentran en sentido
contrario. En el caso de UPO21, clon con actividad oxigenasa inicial y con todos los genes
necesarios para la desulfuracion de dibenzotiofeno, los genes codificantes de las proteinas
implicadas en dichas actividades se encuentran en sentido contrario a los promotores
heterdlogos, pero se identificé el gen de un activador transcripcional de promotores tipo 6™ en
la misma orientacion que los promotores del foésmido a unas 10 kb de distancia. Mediante la
subclonacion de este gen y la de los demds genes implicados, se confirmo6 la necesidad de este
regulador, y por tanto, se explico la necesidad de expresion heterdloga en el clon UPO21 para
la deteccidn de la actividad. En el caso de N5, clon resistente a carbenicilina, se localizé un
gen codificante de una betalactamasa en sentido contrario a los promotores heterdlogos. Una
posible explicacion seria que alguna de las orfs orientadas en sentido adecuado pudiera estar
influyendo en la expresion o actividad de la betalactamasa. Puede que esa orf fuera una que
mostrd similitud con reguladores transcripcionales putativos, localizada a 27 kb del inicio del
inserto, en la misma orientacion que los promotores heterdlogos del fosmido, aunque esta
posibilidad no se confirmd. Si fuese asi, este dato mostraria la eficiencia del sistema de
transcripcion heterologa, que permitiria la expresion de un gen localizado a tanta distancia del

promotor.

En los otros 13 clones, los posibles genes responsables de la actividad correspondiente
identificados se encuentran en la misma orientacion que los promotores heterdlogos, a
distancias que van desde 4 a 33 kb, estando en 11 de los clones a mas de 10 kb. Esto da una
idea del alcance de la transcripcion desde los promotores heterélogos asociados a
antiterminacion de los nuevos sistemas de expresion desarrollados. Se han subclonado los
genes o grupos de genes implicados en las actividades de interés de 3 clones cuya actividad
responde a expresion heterdloga y en los 3 casos se ha confirmado que los genes subclonados
efectivamente eran los codificantes de la actividad y que su expresion heteréloga en el clon
correspondiente era necesaria para la actividad en cuestion. Se trata de los genes codificantes
de la bomba de eflujo de los clones TN3 y TN4, ubicados a 16 y 13 kb del inicio del inserto
en el clon correspondiente, del gen codificante de dioxigenasa extradidlica upoedoll de
UPO36, localizado a 18 kb, y el gen dszR de UPO21, codificante del activador de promotores
tipo 6" necesario para la expresion de los genes de la ruta de desulfuracion de dibenzotiofeno,

localizado a 10 kb. Con estos datos se puede asegurar que la expresion heterdloga de estos
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sistemas alcanza al menos a genes ubicados a 18 kb de los promotores heterologos, como
ocurre en el clon UPO36, cuya transcripcion discurre a través de 9 orfs dispuestas en
direccion contraria y de 9 orfs en el mismo sentido, con los consiguientes terminadores de la
trascripcion que se puedan encontrar en un fragmento de ADN con esas caracteristicas.
Probablemente merezca la pena destacar también que en el clon TN3 esa transcripcion
transcurre a través de 14 orfs que se encuentran en el mismo sentido antes de los genes
codificantes de la bomba de eflujo. La transcripcion heterdloga probablemente alcance a
distancias bastante mayores, ya que en el clon N5 la transcripcion alcanza presumiblemente a
un gen ubicado a 27 kb y en el clon UPO2S5, que presenta actividad oxigenasa inicial, el
posible gen responsable de la actividad de interés se sitia a 33 kb de los promotores
heter6logos. Con este clon se puede producir indigo tanto en la estirpe MPOS553 como en la
MPQOS554 en presencia de salicilato, lo que indica que los dos sistemas son efectivos a esa
distancia tan larga. Sin embargo, estos genes no se han subclonado, y aunque el andlisis de la
totalidad de la secuencia disponible para cada clon indica que con una elevada probabilidad

esos genes son los responsables de la actividad detectada, no se puede afirmar con rotundidad.

Por otra parte, aunque los ensayos realizados con el vector vacio indicaron que la
expresion desde pT7 en MPOS553 alcanza niveles unas 3 veces mayores que desde psal en
MPO554, se ha observado que en varios clones se puede obtener expresion heterdloga de los
genes de interés exclusivamente desde psal con el sistema de antiterminacion de la proteina
N, no logrando la transcripcion desde pT7 alcanzar esos genes. Es el caso de los clones N5 y
N6, expresando resistencia a Cb, y de UPO21 y UPO92, con oxigenasas iniciales. Esto indica
que puede haber algunas regiones que no se consigan transcribir por la ARN polimerasa de T7
y si por la bacteriana desde psal con el sistema de antiterminacion N, lo que pone de
manifiesto una mayor eficiencia de este nuevo sistema de expresion heterdloga frente al
sistema dependiente de T7 previamente utilizado en vectores para la construccion de

metagenotecas.

La busqueda de varias de las actividades llevadas a cabo en este proyecto también se ha
visto beneficiada por la ventaja de las metagenotecas de insertos de cierto tamafio consistente
en la posibilidad de deteccion de actividades que requieren la expresion de varios genes. Se
trata de la identificacion de dos bombas de eflujo implicadas en la resistencia a carbenicilina.
Una de ellas estda compuesta por las proteinas codificadas por 3 genes, que abarcaria 5,8 kb, o
por 4 genes que abarcarian 7,4 kb, en caso de requerir ademas una proteina de membrana

externa adicional codificada por un gen ubicado a continuacidon de los otros 3, en el clon
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ETNI1. La otra estaria codificada por 3 genes, que ocupan 5,8 kb, en los clones TN3 y TN4. Si
se hubieran empleado metagenotecas de tamafio de inserto pequefio, las enzimas identificadas
como responsables de esta actividad probablemente se habrian visto limitadas a
betalactamasas, como ha ocurrido con analisis metagendmicos funcionales previos en busca
de resistencias a antibidticos betalactdmicos (Sommer y col., 2009). Otro ejemplo es la
identificacion de 4 genes codificantes de citocromos P450 en clones con actividad oxigenasa
inicial, que van acompanados de ferredoxinas (1 de ellos en los clones UPO10 y UPO24, 2 en
el clon UPO30 y estos 2 ultimos y otro mas en UPO28). De los componentes de los sistemas
de transporte de electrones que requieren las oxigenasas, las ferredoxinas son bastante
especificas, por lo que a diferencia de lo que ocurre en muchas ocasiones con las reductasas,
de no encontrarse en el inserto metagenomico dificilmente va a poder suplirse su actividad
con la de otra enzima propia de la bacteria hospedadora. También se puede mencionar la
identificacion de 2 enzimas multicomponentes fenol 2-monooxigenasas distintas, cada una
codificada por 6 genes, que abarcan 4,7 kb en ambos casos, en los clones UPO16 y UPO41.
Uno de estos clones, UPO41, present6 también otra actividad implicada en la degradacion de
compuestos aromaticos, como es la actividad dioxigenasa extradidlica, y en su secuencia se
identificaron mas genes implicados en la degradacion del fenol, pudiéndose en teoria
conseguir la obtencion de 4-hidroxi-2-oxovalerato a partir de fenol, faltando solo el gen
codificante de la 4-hidroxi-2-oxovalerato aldolasa para la obtencién de acetaldehido y
piruvato. Ademas, se identifico otra ruta completa, la ruta de desulfuracion de DBT, en el clon
UPO21. En esta ocasion se requieren 3 genes, que ocupan 3,7 kb, o 4 genes si también fuera
necesario el gen codificante de la FMN reductasa ubicado justo aguas arriba de los otros 3
genes, que abarcarian 4,3 kb. Por otro lado, para la expresion de estos genes, se requirid un
activador codificado por un gen ubicado a 3,4 kb de los otros. Por tanto, para incluir todo lo
necesario para que la desulfuracion de DBT se pueda llevar a cabo, es necesario un fragmento

de unas 9 kb.

2. OTROS FACTORES IMPORTANTES PARA LA IDENTIFICACION
DE ACTIVIDADES DE INTERES

A la hora de realizar una busqueda de enzimas de interés, lo primero es disponer de una

metagenoteca adecuada. Para ello, se debe seleccionar la muestra a partir de la cual extraer el
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ADN en funcién de las actividades que se vayan a buscar posteriormente. En nuestro caso,
debido al interés del grupo de investigacion en actividades de degradacion de contaminantes,

se seleccionaron dos suelos con historial de contaminacion por hidrocarburos.

Antes de proceder a la extraccion del material genético de las muestras hay que decidir
el vector en el que se van a construir las metagenotecas, ya que el tratamiento de la muestra
puede variar en funcion de esa decision. En este punto hay que tener en cuenta distintos
factores, como el tamafio de los fragmentos de ADN metagendmico, el numero de copias del
vector o las posibles bacterias hospedadoras. Los fosmidos constituyen probablemente los
vectores mas apropiados para construir metagenotecas con el objetivo de realizar rastreos
funcionales por el adecuado equilibrio de sus caracteristicas. Por un lado, su replicacion es
extraordinariamente estable y aunque tenga un nimero de copia muy bajo, la utilizacién de un
sistema de replicacion adicional permite incrementar su numero de copias. Por otro lado, se
puede aprovechar un sistema eficaz de introduccion de fragmentos de ADN relativamente
grandes en las bacterias hospedadoras a través de empaquetamiento en particulas del fago
lambda y transfeccion, que permite obtener un nimero de clones equivalente a la clonacion de
pequetios fragmentos de ADN en plasmido mediante transformacion. A estas caracteristicas
deseables se le han sumado en esta tesis la posibilidad de transferir la metagenoteca por
conjugacion y la de expresar heter6logamente genes que se encuentren muy lejos de los
extremos de los fragmentos de ADN, como se ha comentado previamente, lo que supone una

mejora sustancial respecto a los vectores existentes con anterioridad.

Entre los rastreos realizados, destacan los de enzimas capaces de llevar a cabo los dos
pasos clave en la degradacion de compuestos aromaticos: mono- o dioxigenasas hidroxilantes
de anillos aromaticos y dioxigenasas extradidlicas. Teniendo en cuenta resultados anteriores,
que indicaban que la transcripcion de los genes metagendmicos es un problema muy
importante que limita la eficacia del andlisis metagenémico funcional, y que este puede ser
solventado, al menos en parte, utilizando los sistemas de expresion derivados de fagos que se
han desarrollado en esta tesis, estos rastreos se realizaron en la estirpe especializada MPO554,
que permitia la induccién de la transcripcion desde el promotor heterélogo psal asociada a la

antiterminacion aportada por la proteina N.

El rastreo de dioxigenasas extradiolicas se basa en la identificacion de los clones con
dicha actividad por la aparicién de un color amarillo, que es el color de los productos de la
reaccion empleando como sustrato catecol o un derivado catecdlico. En este trabajo se

utilizaron como sustrato en estos rastreos dos compuestos distintos, con la intencién de
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ampliar el rango de clones a detectar porque pudieran reconocer uno u otro de los sustratos.
Se trataba por un lado de catecol, compuesto con un solo anillo aromatico, y por otro de 2,3-
dihidroxibifenilo, con dos anillos. Los resultados indicaron que para un mismo numero de
clones analizados se identificaron mas clones distintos con actividad dioxigenasa extradiolica
con 2,3-dihidroxibifenilo que con catecol (44 frente a 17). Por otro lado, los ensayos de
actividad realizados con la totalidad de los clones identificados empleando 5 sustratos
distintos mostraron que un niamero elevado de clones presentaba mas actividad con 2 de estos
sustratos (4-metilcatecol y sobre todo 3-metilcatecol) que con catecol o 2,3-dihidroxibifenilo,
lo que sugiere que quizas la mejor opcidn para la realizacion de estos rastreos sea el empleo

de una mezcla de sustratos catecolicos.

La busqueda de oxigenasas hidroxilantes mediante la detecciéon de colonias de color
azul en medio LB por la produccion de indigo a partir de indol se ha utilizado ampliamente
por ser un ensayo barato y sencillo, y ha permitido la identificacion de distintas enzimas de
este tipo. Se ha empleado tanto en el estudio de organismos degradadores como en analisis
funcionales metagendémicos. En el estudio de organismos degradadores, se ha descrito que las
naftaleno dioxigenasas son capaces de emplear distintos compuestos aromaticos como
sustrato, entre los que se encuentran el naftaleno, el bifenilo y el indol (Boyd y col., 2001).
Una dioxigenasa similar implicada en la ruta de degradacion de tetralina puede también
producir indigo a partir de indol (Royo y col, 2005a). A la tolueno dioxigenasa, que dioxigena
compuestos monoaromaticos, también se le ha atribuido la capacidad de reconocer el indol
como sustrato (Kim y col., 2003). Dentro de las monooxigenasas, se pueden citar como
ejemplos una flavina monooxigenasa de Methylophaga sp. strain SK1 (Choi y col., 2003), la
estireno monooxigenasa de Pseudomonas putida (O’Connor y col., 1997) y la dibenzotiofeno
monooxigenasa de Bacillus subtilis WU-S2B expresada en E. coli (Furuya y col., 2004). A
pesar de estos datos, los resultados de esta tesis indican que el rastreo de produccion de indigo
realizado en la metagenoteca ha identificado exclusivamente monooxigenasas, ya que
ninguno de los 14 genes identificados como responsables de la actividad en los 18 clones
productores de indigo secuenciados codificaba una dioxigenasa. Este sesgo tan fuerte hacia
las monooxigenasas en principio pensamos que podria deberse a que las dioxigenasas fueran
muy infrecuentes en ese suelo. Sin embargo, como se discute en el apartado 4, si se detectaron
genes codificantes de dioxigenasas hidroxilantes en otros clones de la metagenoteca,
concretamente en muchos de los clones que presentaron actividad dioxigenasa extradiolica.

Resulta improbable que existiendo este tipo de genes en la metagenoteca, no se haya
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detectado ninguno si sus productos pudieran generar indigo. Por tanto, la interpretacion mas
apropiada es que la mayoria de las dioxigenasas no son capaces de generar indigo. De hecho,
entre los estudios metagendmicos de los que tengamos conocimiento, hasta la fecha solo se ha
atribuido la capacidad de transformar el indol en indigo mediante este tipo de rastreos a
monooxigenasas 0 a oxigenasas putativas, entre las que se encuentran una monooxigenasa
putativa (Brady y col., 2001), una indol oxigenasa putativa (Lim y col., 2005), una estireno
monooxigenasa (van Hellemond y col., 2007) y una 2-naftoato monooxigenasa (Kimura y

col., 2010), pero nunca se han identificado enzimas claramente homologas a dioxigenasas.

Por lo que se acaba de comentar, si se desean realizar analisis funcionales en busca de
dioxigenasas seria probablemente aconsejable disefiar sistemas de rastreo basados en otros
sustratos, aunque por lo general se trata de ensayos mas complejos que el de produccion de
indigo. Entre las alternativas posibles, se encuentra el uso de sustratos especificos como 2 p-
nitrofeniloctil éter, que da lugar a un producto de color amarillo a pH por encima de 7
(Farinas y col. 2001; Kennedy y col., 2011), o cetonas 2-coumariloxi ciclicas y aciclicas, que
dan lugar a un compuesto azul fluorescente (Sicard y col. 2005; Kennedy y col., 2011). Otra
opcion es acoplar reacciones de peroxidacion a las de oxidacion dando lugar a compuestos

coloreados y/o fluorescentes (Joo y col., 1999).

3. RESISTENCIAS A CARBENICILINA IDENTIFICADAS EN LA
METAGENOTECA DE PUNTA DE SAN GARCIA

En la metagenoteca de Punta de San Garcia se aislaron 6 clones distintos que aportan
resistencia al antibidtico carbenicilina. De entre ellos, se identificaron 3 genes codificantes de
betalactamasas, enzima clave que proporciona un mecanismo de resistencia perfectamente
conocido que consiste en destruir el antibidtico. Se trata de una betalactamasa de clase C y de

dos betalactamasas de clase B.

Se han descrito diversos analisis metagendmicos funcionales de resistencias a
antibioticos betalactamicos de distintos nichos ecologicos y se ha mostrado que estas
resistencias pueden encontrarse en ambientes muy diversos (Pehrsson y col., 2013; Mullany,
2014). Dentro de los analisis de suelos, Donato y col. (2010) construyeron una metagenoteca
de un suelo de un manzanar de Wisconsin en pCC1FOS, que contenia unas 13 Gb de ADN

metagendmico. Empleando 7 antibidticos betalactamicos distintos, identificaron 8 enzimas
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homologas a betalactamasas, 2 de cada uno de los 4 grupos establecidos por Ambler (1980):
A, B, C y D, lo que sugiere una distribucion homogénea de los distintos tipos de
betalactamasas en este suelo. Por su parte, Allen y col. (2009) construyeron 8 metagenotecas
con muestras de un suelo de Alaska, empleando distintos vectores: pCF430 (Newman y
Fuqua, 1999), pCC1BAC (Epicentre) y pCC1FOS (Epicentre), que contenian en total unas 12
Gb de ADN metagendomico. Utilizando 8 antibidticos betalactdmicos identificaron 13
secuencias homologas a proteinas que conferian resistencia a este tipo de antibidticos,
pertenecientes a las 4 clases de betalactamasas descritas (A, B, C y D), concretamente 2 de la
clase A, 8 de la clase B, 3 de la clase C y 1 de la clase D, lo que también mostrd que se podian
encontrar los 4 tipos de betalactamasas en esos suelos tedricamente pristinos. Estos datos de
analisis metagendmicos contrastan en gran medida con el hecho de que la gran mayoria de las
betalactamasas de las bacterias resistentes aisladas de suelos sean de tipo C (Forsberg y col.,

2012).

En la metagenoteca de Punta de San Garcia se identificaron solo 3 betalactamasas
distintas, dos de clase B y una de clase C, pero teniendo en cuenta que esa metagenoteca
contenia algo menos de 2 Gb de ADN metagenémico y que en las metagenotecas
anteriormente mencionadas se obtuvo aproximadamente un gen codificante de betalactamasa
por cada Gb de la metagenoteca, no hay motivo para pensar que el suelo costero contaminado
fuera mas pobre en microorganismos productores de resistencias a ese tipo de antibidticos.
Ademas, puede que se hubieran identificado mas betalactamasas si se hubieran empleado mas
antibioticos betalactamicos en los rastreos, como en los otros dos trabajos. Por otro lado, el
hecho de obtener dos betalactamasas de clase B indica que la distribucion de betalactamasas
detectadas en nuestra metagenoteca se parece mas a la obtenida con otras metagenotecas de

suelos que a la distribucion sesgada hacia el tipo C obtenida de las bacterias cultivadas.

A pesar de que la produccion de betalactamasas es la forma de resistencia més frecuente
ante antibidticos betalactdmicos (Henriques y col., 2006), hay otros dos mecanismos que
confieren tolerancia a este tipo de antibidticos, que son el uso de peptidasas de pared celular
insensibles a betalactamicos y la expulsion activa de moléculas de betalactdmicos de las
cé¢lulas mediante bombas de eflujo (Wilke y col., 2005). En las secuencias de los clones
identificados en el rastreo realizado, ademas de las betalactamasas mencionadas, se
encontraron los genes codificantes de los componentes de dos bombas de eflujo, una en el
clon ETNI y otra en los clones TN3 y TN4. Nuestros datos muestran que la bomba de eflujo

de ETNI podria estar contribuyendo a la resistencia a carbenicilina en ese clon, ya que tras
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subclonar el gen codificante de la betalactamasa de clase C de ETNI, el crecimiento en
presencia de Cb 100 mg/L fue peor que el aportado por el clon completo, lo que indica que
probablemente haya otro elemento implicado en dicha resistencia. Por otro lado, en los clones
TN3 y TN4 no se identifico ningin gen codificante de betalactamasa, por lo que se pensé que
la bomba de eflujo producida por estos clones podria ser la responsable de la tolerancia a Cb.
Mediante la subclonacion de los 3 genes codificantes de los distintos componentes de la
bomba de eflujo se confirm6é que esta bomba es capaz de proporcionar resistencia a
carbenicilina 100 mg/L, y también a ampicilina 50 mg/L, sin necesidad de ningin otro

elemento.

La contribucion de las bombas de eflujo a la resistencia a diversos antibioticos es un
fenomeno conocido y algunas formas de resistencias a diversos antibioticos como
cloranfenicol, trimetoprim o tetraciclina aisladas de metagenotecas han resultado ser
transportadores (McGarvey y col., 2012). Por el contrario, muy pocas bombas de eflujo se han
relacionado con la resistencia a antibidticos betalactdmicos y estas se encuentran asociadas a
los otros mecanismos de resistencia (Poole, 2005). Hasta la fecha no tenemos constancia de
ninguna otra bomba de eflujo que sea capaz de proporcionar la resistencia a antibidticos
betalactdmicos por si misma o que haya sido identificada en un andlisis metagenomico
funcional, ya que en todos los anteriores siempre se identificaron genes codificantes de
betalactamasas como los determinantes de la resistencia y en ningln caso llevaban asociadas
bombas de eflujo. Por el contrario, en el andlisis realizado en esta tesis se habrian identificado
dos bombas de eflujo, una que confiere resistencia a carbenicilina por si misma y otra que
probablemente contribuya a esa resistencia junto con una betalactamasa. Posiblemente, esto
sea debido a las diferencias en prestaciones de los vectores utilizados anteriormente, que
permitian la clonacidon y transcripcion heterdloga de fragmentos pequefios en el caso de

plasmidos o no permitian expresion heterdloga en el caso de pCC1FOS.

Por otra parte, si para la busqueda de resistencias a carbenicilina se hubieran realizado
analisis basados en secuencia en lugar de en funcidén, muy probablemente esas dos bombas de
eflujo habrian pasado desapercibidas como responsables o participantes en esta actividad,

habiéndose limitado los resultados a la identificacion de las betalactamasas.
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4. ENZIMAS IMPLICADAS EN RUTAS DE DEGRADACION DE
CONTAMINANTES AROMATICOS

En la metagenoteca de la pila de refineria de la industria petroquimica se identificaron
36 clones con aparente actividad oxigenasa inicial y 58 con actividad dioxigenasa
extradidlica, pero muy probablemente existan mas clones para ambas actividades. Un reflejo
de esto es el bajo grado de repeticion observado en los patrones de restriccion de los clones
positivos identificados para cada rastreo. Tras descartar los clones exactamente iguales, se
siguieron identificando algunos genes iguales en distintos clones. Se trataba por un lado de
clones con fragmentos solapantes del genoma del mismo organismo, y por otro de clones con
fragmentos parecidos que incluian genes que en ocasiones eran exactamente iguales
(probablemente pertenecientes a organismos filogenéticamente cercanos). El hecho de que un
mismo genoma se encuentre representado en varios clones es una indicacion de la abundancia
del organismo de procedencia en la muestra ambiental empleada para la construccion de la

metagenoteca frente al resto de organismos degradadores de compuestos aromaticos.

En los clones con actividad oxigenasa inicial, detectados por producir indigo,
curiosamente todos los genes identificados como posibles responsables de la actividad
codificarian monooxigenasas, en ningin caso dioxigenasas. En principio esto hizo pensar que
el suelo del que se tom6 la muestra para la construccion de esta metagenoteca era bastante
mas rico en monooxigenasas que en dioxigenasas. Sin embargo si que se identificod por
secuencia la presencia de genes codificantes de dioxigenasas iniciales en clones con actividad
EDO con secuencia asignada. Concretamente en 20 de los 28 clones de los que se conocia
secuencia se identificaron mono- o dioxigenasas iniciales, siendo solo dos de ellos capaces de
generar indigo, ambos con monooxigenasas. A falta de realizar un analisis exhaustivo de esas
secuencias, mediante una primera comparacion con las secuencias de las bases de datos, entre
estos 20 clones se han identificado 13 secuencias codificantes de dioxigenasas. En estas
secuencias, para la mayoria de las dioxigenasas se encuentran genes homoélogos de genes
codificantes tanto de la subunidad a como de la subunidad B, por lo que en principio no les
faltaria ninguna subunidad para ser funcionales. Por otro lado, en varios de esos clones se
encuentran genes que podrian codificar los componentes del sistema de transporte de
electrones necesarios para la actividad de esas dioxigenasas, y podria haber mas, al no
conocerse la secuencia completa de todos los clones. Por tanto, aunque a algunas de estas
dioxigenasas iniciales les pudiera faltar algin componente necesario para realizar su funcion,

no es probable que este sea el problema por el que no se ha detectado actividad oxigenasa en
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ninguno de esos clones. Aproximadamente la mitad de estos genes se encuentran en la misma
orientacion que los promotores heterélogos del vector, por lo que se esperaria que al menos
una parte de ellos se estuviera expresando. Al margen de la posibilidad de que algunos de
estos genes no se estuvieran expresando en la bacteria hospedadora, el problema en gran parte
de ellos puede estar en que no sean capaces de reconocer el indol como sustrato, y por tanto
no den lugar a colonias azules por la produccion de indigo, aunque si pudieran ser capaces de
actuar sobre otros compuestos, como se propone en el apartado 2. En un reciente estudio
realizado con una metagenoteca construida con cultivos de enriquecimiento de bacterias
degradadoras de pireno y fenantreno (Singleton y col. 2012), se identificaron diversos genes
codificantes de dioxigenasas iniciales. Se clonaron y expresaron en E. coli los genes
codificantes de seis de esas dioxigenasas y se comprobd si presentaban actividad frente a
nueve hidrocarburos aromaéticos policiclicos que contenian de dos a cinco anillos. Las
dioxigenasas presentaban distinta actividad frente a distintos sustratos y observaron que solo
las tres enzimas que reconocieron naftaleno y fluoreno también pudieron transformar el indol
hasta indigo. Estos datos indican que algunas dioxigenasas, principalmente las naftaleno
dioxigenasas y otras enzimas relacionadas, si son capaces de oxidar el indol (Boyd y col.,
2001; Kim y col., 2003; Royo y col., 2005a), posiblemente por la similitud estructural entre el
indol y el naftaleno, pero que el indol no es un sustrato muy adecuado para identificar

dioxigenasas en general.

Respecto a los genes identificados como posibles responsables de la produccion de
indigo en los clones con esa actividad, se trata de 14 genes que por comparacion de sus
secuencias con las bases de datos codificarian proteinas homologas a cuatro citocromos P450,
dos estireno monooxigenasas, dos alcanosulfonato monooxigenasas, una dimetilanilina
monooxigenasa, dos fenol 2-monooxigenasas, una dibenzotiofeno monooxigenasa
acompafiada de una dibenzotiofeno-5,5-dioxido monooxigenasa y una 2-4-diclorofenol 6-
monooxigena. Uno de los clones con fenol 2-monooxigenasa (UPO41) posee mas genes
implicados en la degradacion de fenol, por lo que puede que su funcién sea efectivamente
utilizar el fenol como fuente de carbono y energia. Puede que el clon UPOS5S5, del que se
conocen solo unas 3 kb de secuencia que incluyen los genes de una 2,4-diclorofenol 6-
monooxigenasa y de una catecol-2,3-dioxigenasa, también pueda codificar una ruta de
degradacion de contaminantes aromaticos. Sin embargo, en el entorno del gen codificante de
la otra fenol 2-monooxigenasa (clon UPO16) no se identificaron otros genes relacionados, lo

que posiblemente indique que el organismo de procedencia de ese ADN sea capaz de
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hidroxilar fenol o una molécula similar, aunque no sea capaz de degradarlo. Algo similar
ocurre con los clones codificantes de la dimetilanilina monooxigenasa y las dos estireno
monooxigenasas, que por secuencia podria decirse que podrian estar implicadas en la
degradacion de compuestos aromaticos, pero al no encontrarse en sus entornos gendomicos
otros genes codificantes de enzimas implicadas en rutas de degradacion, puede que sean
hidroxilasas que tengan una funcidn original distinta a la participacion en la degradacion de
compuestos aromaticos. Los citocromos P450 tienen la capacidad de hidroxilar muy diversas
moléculas y ademds de poder estar implicados en la degradacion de compuestos aromaticos, a
muchos de ellos se les han atribuido un rango de funciones muy amplio y en muchos casos se
desconoce su funcion (Kelly y Kelly, 2013). Tampoco se han detectado otros genes de rutas
de degradacion en su contexto genomico. Las alcanosulfonato monooxigenasas actian sobre
un amplio rango de compuestos pero su funcion es la obtencion de azufre a partir de
compuestos organosulfonados R-CH,-SOs;H (Ellis, 2011), por lo que inicialmente no estarian
implicadas en la degradacion de anillos aromaticos. Aunque en un clon codificante de una de
ellas (UPO23) se ha detectado el gen codificante de una dioxigenasa extradiolica, que no
mostrd actividad en un ensayo funcional con catecol, no parece estar relacionado con la
alcano sulfonato monooxigenasa. La dibenzotiofeno monooxigenasa junto con las demas
actividades codificadas por los genes vecinos constituye la ruta de desulfuracion de DBT,
consistente en la utilizacion del azufre del DBT como fuente de azufre, generando 2-
hidroxibifenilo, por lo que estos genes tampoco estan implicados en la degradacion de anillos

aromaticos.

En definitiva, el rastreo de la metagenoteca en busca de clones con actividad productora
de indigo ha identificado una serie de enzimas oxigenasas de distintos tipos, algunas de las
cuales parecen incluso actuar sobre sustratos lineales o sobre cadenas lineales de sustratos
mas complejos. Sin embargo, casi ninguna de ellas parece estar implicada en la degradacion
de contaminantes aromaticos. Estos datos indican que la produccién de indigo puede ser un
método de rastreo eficaz para la identificacion de algunas actividades hidroxilantes que
puedan ser de interés biotecnoldgico. Sin embargo, a diferencia del rastreo de actividades
dioxigenasas extradiolicas, como se vera a continuacion, no es adecuado para identificar rutas
de degradacion de anillos aromaticos, ya que la gran mayoria de genes de una metagenoteca
cuyos productos pueden generar indigo, en realidad pueden no estar relacionados con las rutas
catabodlicas de utilizacién de contaminantes aromaticos, sean estas de la via meta o la orto, o

al menos no estan ligados al resto de los genes degradadores.
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Las otras enzimas para las que se realizaron rastreos, las dioxigenasas extradiolicas,
forman parte del equipo enzimatico necesario para degradar compuestos aromaticos por la via
meta (o extradidlica) y utilizarlos como fuentes de carbono y energia, catalizando la apertura
extradiolica de un anillo aromatico dihidroxilado. Las oxigenasas hidroxilantes (parte de
ellas) también estdn implicadas en estas rutas de degradacion, realizando las oxigenaciones
iniciales que generan estos anillos aromaticos dihidroxilados. Al ser actividades implicadas en
la misma ruta, no es extrafio que haya organismos que posean las dos actividades,
encontrandose muy a menudo los genes responsables de cada actividad relativamente
cercanos en el genoma. De este modo, metagenotecas con clones positivos para una actividad
probablemente también contengan clones positivos para la otra, e incluso, si los fragmentos
metagendmicos son lo suficientemente grandes, seria posible encontrar frecuentemente genes
codificantes de las enzimas responsables de ambas actividades en un mismo clon. Una
muestra son los trabajos realizados por Silva y col. (2013) y por Jadeja y col. (2014), en los
que en una misma metagenoteca identifican secuencias de genes homodlogos a genes

codificantes tanto de oxigenasas iniciales como de dioxigenasas extradidlicas.

Cuando se asigné secuencia a parte de los clones con actividad EDO se pudo observar
que el 70 % de ellos contenian también genes de oxigenasas hidroxilantes, aunque, como ya
se ha comentado, solo dos presentaron actividad frente a indol. Algunas de las oxigenasas
hidroxilantes identificadas en estos clones son homoélogas a enzimas anotadas como fenol
monooxigena, clorobenzoato, benzoato, fenilpropionato, PAH (hidrocarburos poliaromaticos)
e ibuprofeno-CoA dioxigenasas. El analisis de las regiones circundantes a los genes
codificantes de EDOs mostr6o también la existencia de genes codificantes para otras
actividades de rutas de degradacion en algunos de los clones. Entre ellas que se encuentran el
resto de enzimas implicadas en la degradacion de fenol junto con la fenol 2-monooxigenasa y
la catecol 2,3-dioxigenasa: 2-hidroximuconato semialdehido deshidrogenasa, 2-oxopent-4-
enoato hidratasa, 4-oxalocrotonato descarboxilasa, 4-oxalocrotonato tautomerasa y 4-hidroxi-
2-oxovalerato aldolasa, encontrandose todas estas enzimas en uno u otro de 4 de los clones.
Por otro lado, en otro clon también se encontrd el gen codificante de una cis-2,3-dihidroxi-
2,3-dihidrobifenilo  deshidrogenasa 'y de una 5-oxopent-3-eno-1,2,5-tricarboxilato
descarboxilasa, del mismo modo implicadas en rutas de degradacion de hidrocarburos
aromaticos. Y por ultimo, en uno de los clones, ademas del gen codificante de una oxigenasa
hidroxilante de anillos aromaticos, se encontraron varios genes codificantes de

monooxigenasas de hidrocarburos lineales, como metano y propano. Esto pone de manifiesto
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la asociacion de los genes codificantes de estas actividades degradadoras en los metagenomas
y muestra que la identificacion de clones con actividad dioxigenasa extradidlica es un
procedimiento util para obtener operones completos o al menos genes con distintas

actividades de rutas de degradacion de contaminantes por la via extradidlica.

La secuencia que se asignd a clones concretos con actividad dioxigenasa extradidlica
contenia 22 genes codificantes de enzimas de este tipo completos y otro no completo, que se
encontraba al final del inserto. El andlisis de estas secuencias de EDOs metagenomicas revelo
que todas presentaban dos dominios, como la mayoria de las descritas previamente,
encontrandose representantes de los tipos I y II descritos por Eltis y Bolin (1996). 18 de las
proteinas se ubicaban dentro del tipo I, distribuidas en tres de esas seis familias distintas (1.2,
[.3 y 14), dentro de cada una de las cuales se encontraba al menos una EDO lo
suficientemente distinta a las de las subfamilias establecidas como para considerarla miembro
de una nueva subfamilia. De este modo se establecerian una nueva subfamilia en la familia .2
(I.2.H), cuatro en la familia .3 (I1.3.0-R) y dentro de la familia 1.4, en la que no se habian
establecido aun subfamilias, se ubicaria una de las nuevas secuencias con una identidad con
las demas tan baja que podria considerarse perteneciente a una subfamilia distinta. Por otro
lado, las otras 4 EDOs mas la procedente del gen incompleto fusionado a secuencia de vector
pertenecerian al tipo II, grupo que cuenta con muchos menos representantes que el tipo I. El
hecho de que de 23 secuencias cinco pertenezcan al tipo II, menos abundante, y que de las
otras 18 seis pertenezcan a subfamilias no descritas con anterioridad, indica que la muestra de
suelo de la pila de refineria de la industria petroquimica es un ambiente con una gran
diversidad de enzimas de este tipo y da una idea de la gran cantidad de enzimas que quedan
por conocer. Las secuencias incluidas en este analisis son aquellas asignadas a inicamente 28
de los 58 clones que se detectaron en la metagenoteca con esta actividad y, por tanto, no
constituyen la totalidad de las dioxigenasas extradidlicas presentes en esos 58 clones.
Posteriormente a la realizacion de estos analisis se identificaron otras 12 secuencias completas
y 3 incompletas de EDOs, cuya incorporacion a este estudio en un futuro probablemente

permita el establecimiento de otras nuevas subfamilias.

Desde el establecimiento de estas categorias por Eltis y Bolin en 1996 se han ido
incorporando nuevas secuencias y definiéndose con algunas de ellas nuevas categorias de
EDOs. Las incorporaciones han sido méas numerosas dentro de las familias 1.2 y 1.3. Dos
trabajos en los que se han identificado gran cantidad de nuevas EDOs son los realizados por

Suenaga y col. (2007) y Brennerova y col. (2009). En ambos casos se realizaron analisis
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metagenomicos funcionales con metagenotecas de muestras relacionadas con hidrocarburos
aromaticos, lo que vuelve a mostrar la idoneidad de este tipo de muestras para la busqueda de
estas enzimas. Brennerova y col. identificaron 235 clones con actividad dioxigenasa
extradidlica, y localizaron 170 genes, mediante amplificacion con oligonucledtidos
pertenecientes a distintos tipos de EDOs, obteniendo la secuencia de una parte de cada uno de
ellos. Todas las enzimas codificadas por esos genes (la regiéon cuya secuencia se conocia)
mostraban una identidad de al menos el 55 % con otras previamente descritas, en lo que sin
duda habra influido el modo de identificacion de esos genes, quedando el 32 % de los clones
sin secuencia conocida, en los que muy probablemente se encontrarian genes con menor
grado de identidad con los de las bases de datos. Por otro lado, Suenaga y col. identificaron 91
clones con actividad dioxigenasa extraditlica, y secuenciaron 38, encontrando 43 genes
codificantes de EDOs. Mas de la mitad de esas EDOs pertenecian a nuevas subfamilias, una
dentro de la familia I.1 y tres mas en la familia 1.2, destacando la nueva subfamilia 1.2.G con
20 nuevas secuencias. Ninguna de las secuencias identificadas en esta tesis se ubicaba en
ninguna de las subfamilias inauguradas por Suenaga y col. De esta informacion se concluye
que en un analisis metagenémico en el que se obtenga un cierto numero de clones con esa
actividad, es bastante frecuente la aparicion de EDOs con bajo grado de identidad con las

enzimas descritas con anterioridad.

Como se puede comprobar en el presente trabajo, una combinacién de analisis
funcionales con andlisis basados en secuencia puede ser ventajosa para la deteccion de
enzimas responsables de actividades relacionadas. En este caso se ha observado que las
secuencias de los clones con actividad dioxigenasa extradidlica, ademas de para identificar el
posible gen responsable de dicha actividad, pueden servir para la identificacion de un gran
numero de genes homologos a genes codificantes de oxigenasas hidroxilantes. Aunque no se
ha comprobado la funcionalidad de estas enzimas, es muy probable que muchas de ellas

puedan presentar actividad frente a sustratos diferentes al indol.

5. CARACTERIZACION DEL OPERON DE DESULFURACION DE
DIBENZOTIOFENO

En el clon UPO21, seleccionado como productor de indigo, se identificaron los genes

codificantes de los componentes de la ruta de desulfuracion de dibenzotiofeno:
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dibenzotiofeno-5,5-diéxido monooxigenasa (dszA), 2-hidroxibifenilo-2-sulfinato desulfinasa
(dszB) y dibenzotiofeno monooxigenasa (dszC) (Denome y col., 1994; Gray y col., 1996).
Estos genes son muy parecidos a los descritos en Rhodococcus sp. IGTSS8, pero a diferencia
de lo que ocurre en la estirpe IGTS8, en UPO21 van precedidos por un gen que hemos
denominado dszE que codifica una FMN reductasa supuestamente implicada en la trasferencia

de electrones.

Los 4 posibles genes implicados se subclonaron, de forma que pudieran expresarse
desde los promotores heterdlogos del vector, confirméndose que eran los responsables de la
actividad productora de indigo y que conferian la capacidad de crecer con DBT como tnica
fuente de azufre. Sin embargo, sorprendentemente, no se pudo conseguir la expresion de estos
genes ni con la ARN polimerasa de T7 desde el promotor pT7 en la estirpe MPOS553, ni con
la ARN polimerasa bacteriana desde psal con el sistema de antiterminacion de N en la estirpe
MPO554, y fue necesario aportar ademéds un activador de promotores dependientes de o™,
codificado por el gen dszR, que se subcloné en otro vector. No se ha descrito previamente que
reguladores de este tipo estén implicados en la expresion de rutas de desulfuracion de DBT,
aunque la utilizaciéon de DBT como fuente de carbono y energia si parece estar regulada por

este tipo de activadores de la transcripcion (Di Gregorio y col., 2004).

Para tratar de aclarar la incapacidad de expresar las dos actividades desde los
promotores del vector se construyeron una serie de fusiones a distintos genes del operdn,
traduccionales a lacZ y transcripcionales a gfp, tratando de analizar la expresion de las
fusiones génicas cuando se activaba uno u otro promotor. Los niveles de transcripcion desde
el propio promotor en presencia del regulador DszR aumentaron respecto a los niveles
basales, aunque en varias de las fusiones ese incremento fue minimo. Por su parte, la
induccion desde el promotor psal si se ve reflejada mas claramente en un aumento en los
niveles de transcripcion, aunque de nuevo, estos no son demasiado elevados. Por el contrario,
cuando se observan los niveles de expresion de la fusion traduccional a lacZ, si que se observa
un clarisimo incremento de los niveles de expresion debido al activador DszR, pero cuando la
transcripcion se realiza desde el promotor psal, la traduccion del transcrito resultante es

practicamente inexistente.

Estos datos, que concuerdan perfectamente con el hecho de que el subclon pMPO587
no permita la produccién de indigo ni el crecimiento con DBT como tnica fuente de azufre en
ausencia del regulador, podrian indicar que DszR fuese un activador traduccional necesario

para la traduccion de estos genes. Esta interpretacion podria estar reforzada por el hecho de
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que el efecto de DszR sobre los niveles de fluorescencia (fusion transcripcional) sea muy
reducido. Sin embargo, la secuencia de DszR indica claramente que tiene exclusivamente el
dominio de activacion de este tipo de activadores de la transcripcion y un dominio de unién a
ADN, que en conjunto ocupan la totalidad del gen, sin observarse otras regiones adicionales
que pudieran ser responsables de una supuesta activacion traduccional. Por otra parte, una
baja induccién de la transcripcion medida como fluorescencia ya se observd con el vector
original en los ensayos para la validacion de los niveles de expresion heterologa del fosmido,
que indicaron que para obtener unos buenos niveles de transcripcion inducida, tanto desde
pT7 como desde psal, era necesario aumentar el nimero de copias del fosmido (figura 8).
Aunque la falta de induccion obvia podria deberse en parte a la fluorescencia intrinseca de la
bacteria, que enmascararia la fluorescencia debida a unos bajos niveles de expresion, no
tenemos una explicacion racional para este fenomeno pero la realidad es que este analisis de
expresion se realizé sin inducir el nimero de copias con arabinosa porque supusimos que
deberia reflejar mejor la situacion real y probablemente por eso no detectemos bien la
activacion transcripcional por parte de DszR. En cualquier caso, ensayos de expresion
recientes realizados por otro miembro del laboratorio, en este caso en alto numero de copias,
utilizando fusiones traduccionales y transcripcionales lacZ a los mismos genes dsz, confirman
plenamente la activacion de la transcripcion por parte de dszR y confirman a su vez que la
traducibilidad de los transcritos producidos desde psal es minima (resultados no publicados y

no mostrados en esta tesis).

Cuando los dos promotores, el propio activado por DszR y psal, estan activos la
traducibilidad de los transcritos es menor que cuando los transcritos provienen
exclusivamente desde su propio promotor. Esto, cuya interpretacion es que de la mezcla de
transcritos solo los producidos desde su propio promotor son traducidos, indica que los
transcritos provenientes de psal no se traducen aun en presencia de DszR activo. Este dato va
en contra de la posibilidad de que se necesite DszR como activador traduccional, porque en
ese caso DszR podria activar la traduccion de estos genes independientemente del transcrito

en el que esté.

Ciertamente estos genes parecen estar regulados por algiin mecanismo
postranscripcional que desconocemos, que permitiria la traduccidén de los transcritos propios
pero evitaria la expresion que pudiera llegar a partir de promotores localizados aguas arriba de
los genes de la ruta de desulfuracion de DBT. Independientemente del mecanismo concreto,

este sistema permite una regulacion muy fidedigna de la expresion del operén, evitando una
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expresion ilegitima debida a una transcripcion desde el exterior, aislandolo por tanto del

contexto genémico en el que se encuentre.

Un posible mecanismo podria ser que se generase una estructura secundaria inhibitoria
de la traduccion en los transcritos que provienen desde psal, aguas arriba del promotor propio,
mientras que el transcrito proveniente desde su propio promotor careceria de ella. Si se asume
que el promotor principal de este operdn seria el localizado dentro del gen dszE, que
transcribiria el operon dszABC, esta posibilidad es perfectamente factible desde un punto de
vista mecanistico ya que los 3 genes estan solapados y presumiblemente acoplados
traduccionalmente. La formacion de esta estructura inhibidora de la traduccién podria
consistir en un ARN transcrito en direccion contraria al operon dszABC, cuyo extremo 5° se
localizase aguas arriba del extremo 5’ del promotor dszABC e hibridase con dszE. La delecion
de la region aguas arriba de dszE que contenia un posible terminador codificado en sentido
inverso no alterd los niveles de expresion, de forma que la estructura inhibidora de la
traduccion seguiria existiendo. En caso de existir un ARNi de este tipo, el posible terminador
delecionado no debe ser el terminador real de este ARN ya que si no es previsible que se

hubiese alterado la capacidad de asociacion con el transcrito proveniente de psal.

Un ARNi de este tipo podria ser a su vez responsable de la bajisima traduccion de dszE,
que se encuentra aguas arriba de los otros genes. No sabemos si esos niveles tan bajos de
traduccion son suficientes para que la FMN reductasa pueda actuar como transportador de
electrones para las oxigenasas de la ruta de desulfuracion de DBT o si se aprovecha otra
reductasa de E. coli para esa funcion. Las monooxigenasas de la ruta de desulfuracion de DBT
no parecen ser muy especificas en cuanto a la reductasa que requieren. De hecho, los genes de
esta ruta de distintas especies se han subclonado en distintas estirpes, sin que se hayan
acompafiado del gen codificante de la reductasa propia del sistema, dszD o el equivalente en
otros organismos distintos, habiendo sido en algunas ocasiones suficiente con alguna
reductasa aportada por la bacteria hospedadora (Denome y col., 1994; Gallardo y col., 1997).
Pero no todas las reductasas permiten a las oxigenasas trabajar al mismo nivel, como
describen Galan y col (2000), que subclonaron el gen hpaC, codificante de una flavin:NADH
reductasa de E. coli W, junto con los demas genes de la ruta de Rhodococcus sp. IGTSS en P.
putida y demostraron que se mejoraban los niveles de actividad frente a los conseguidos con

la reductasa enddgena de esa bacteria.

Como se ha comentado, la subclonacion de los genes de la ruta de desulfuracion de

DBT permitié conservar las dos actividades observadas en el clon completo UPO21, que son
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la actividad oxigenasa inicial, reflejada en la produccion de indigo a partir de indol, y la
desulfuracion de DBT, reflejada en la capacidad de crecer con DBT como Unica fuente de
azufre, aunque para ello fue necesario el aporte del activador de promotores dependientes de

o™ que permitia la expresion de los genes implicados desde su propio promotor.

Aunque ambas actividades se presentan tanto con el clon UPO21 como con el subclon
con los genes de la ruta més el subclon con el activador, las condiciones necesarias para que
se den estas actividades no son las mismas en los dos contextos (tabla 11). Por una parte, en el
caso de UPO2I el crecimiento con DBT como uUnica fuente de azufre se puede conseguir
incrementando el nimero de copias del fésmido (con arabinosa) o induciendo la expresion
heterdloga del regulador desde psal (con salicilato) mientras que el color azul debido al indigo
solo es detectable en las colonias cuando se suman esas dos condiciones (con arabinosa y
salicilato). Por otra parte, en el caso de los subclones para crecer a expensas de DBT como
fuente de azufre se requiere inducir la expresion del activador (con IPTG), mientras que se
detectan colonias azules siempre que el fosmido con los genes de la ruta esté en alto nimero

de copias (con arabinosa).

Una posible explicacion a estos distintos comportamientos seria que el clon UPO21
produjera una proteina que inhibiera la funcion del activador codificado por dszR. La
estructura de DszR permite suponer que este puede ser el caso, ya que solo tiene el dominio
activador y el de union a ADN pero carece del dominio de regulacion amino-terminal. Hay
pocos ejemplos de activadores de promotores dependientes de 6™ que carezcan del dominio
regulador, solo PspF, HrpR y HrpS (Bush y Dixon, 2012), y en estos casos su funcion esta
controlada por las proteinas PspA y HrpV, que se unen a los activadores respectivos e inhiben
su funcion. Esta proteina inhibidora estaria codificada por un gen orientado en sentido
contrario a dszR, y por tanto en sentido contrario a los promotores heterélogos del vector. De
este modo, para detectar produccion de indigo en medio LB, ademas de aumentar el nimero
de copias del fésmido con arabinosa hay que afnadir también salicilato, de manera que se
obtenga mucho mas DszR que su inhibidor, con lo que se podria activar el promotor incluso
en ausencia de la molécula inductora (supuestamente, DBT). Sin embargo, para el crecimiento
con DBT como unica fuente de azufre, el medio lleva el supuesto inductor con lo que DszR
podria activar sin necesidad de que su produccion fuera tan elevada (siendo suficiente con
anadir solo arabinosa o solo salicilato). Por otro lado, en el subclon con los genes de la ruta no
se encontraria el gen codificante de la proteina inhibidora, por lo que DszR no veria inhibida

su funcion. Esta interpretacion estd avalada por el andlisis de expresion de las fusiones
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génicas que indicaron que la expresion activada por DszR podia darse de forma
aparentemente constitutiva, en un medio con sulfato como fuente de azufre, sin necesidad de
anadir DBT. Por eso, simplemente aumentando el numero de copias con arabinosa ya se
detecta color azul por produccion de indigo. Por otra parte, para crecer a expensas de DBT es
necesario aumentar la cantidad de DszR con IPTG, que seria el equivalente al aporte de

salicilato en el con UPO21 para inducir la expresion del DszR.

Como candidatos a codificar la proteina inhibidora, existen varios genes transcritos en
direccion contraria a dszR que no parecen formar operén con otros genes y que codifican
proteinas de funcion desconocida. Cualquiera de ellos podria codificar la proteina inhibidora,
pero llama la atencion el gen codificante de una hidroxiacil glutation hidrolasa putativa y no
caracterizada. Este gen se encuentra aguas abajo de dszR, con el que solapa 32 pb, en sentido

contrario.

Los sistemas de transcripcion desarrollados en esta tesis han permitido la identificacion
de un gran nimero de genes que no eran capaces de expresarse por si mismos, lo que muestra
claramente las ventajas de forzar la transcripcion del ADN metagendémico. Sin embargo, hay
que tener en cuenta que, aunque la transcripcion es la etapa de la expresion génica mas
frecuentemente regulada, también puede existir regulacion a otros niveles, que podria impedir
la expresion de los genes implicados aunque se empleen los sistemas de transcripcion
heterologa descritos. Un ejemplo lo constituyen los genes de la ruta de desulfuracion de
dibenzotiofeno, cuya expresion ha sido posible solo aportando las condiciones necesarias para
que se produzca transcripcion desde el promotor propio y que esta sujeta a algun tipo de
regulacion postranscripcional que impide la expresion cuando los transcritos provienen desde
promotores ubicados aguas arriba del promotor propio del operéon. En este caso, la
transcripcion heterdloga del activador de la expresion de este operén ha permitido la

identificacion de estos genes.
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1. Los sistemas de expresion heterdloga desarrollados permiten la identificacion de un mayor
numero de clones distintos con una actividad de interés que el sistema original sin expresion

heter6loga.

2. El sistema basado en la antiterminacion de la transcripcion mediada por la proteina N

permite identificar mas clones que el sistema basado en la ARN polimerasa de T7.

3. Ambos sistemas permiten la expresion de genes ubicados al menos a unas 20 kb de los

promotores del vector en los clones de la metagenoteca.

4. Una bomba de eflujo puede proporcionar resistencia a carbenicilina por si sola, en ausencia

de betalactamasas, si se expresa suficientemente.

5. La identificacion de nuevas dioxigenasas extradiolicas en la pila de compostaje de la
industria petroquimica ha permitido establecer seis nuevas subfamilias, incrementando

sustancialmente la diversidad conocida de este tipo de enzimas.

6. La busqueda de clones con actividad dioxigenasa extradidlica en metagenotecas con
insertos de cierto tamafio es eficaz para identificar otras enzimas de rutas de degradacion de
contaminantes aromaticos de actividad no detectable, ya que con frecuencia se encuentran

asociadas a ellas.

7. La busqueda de clones con actividad oxigenasa hidroxilante mediante el rastreo de
produccion de indigo permite la identificacion de oxigenasas de distinta naturaleza, muchas

de las cuales no estan relacionadas con rutas de degradacion de contaminantes aromaticos.

8. El rastreo de oxigenasas hidroxilantes consistente en la deteccion de colonias de color azul

por la produccion de indigo presenta un sesgo a favor de las monooxigenasas.

9. La expresion de los genes de la ruta de desulfuracion de dibenzotiofeno identificados en
esta tesis estd regulada por DszR, un activador de promotores dependientes de 6™ que carece
de un dominio regulador y cuya actividad podria estar controlada por una proteina inhibidora

codificada por el mismo clon.

10. Los genes implicados en la ruta de desulfuracién de dibenzotiofeno tienen un mecanismo
de regulacion postranscripcional que impide la traduccion de estos genes desde transcritos que
comiencen aguas arriba del propio promotor del operén, por lo que no se han conseguido

expresar heterologamente.
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Secuencia de proteinas posibles responsables de actividades de interés identificadas en esta
tesis. Se indica la proteina con la que presentan un mayor valor de identidad y, entre
paréntesis, el clon en el que se encuentra cada proteina.

>Betalactamasa clase C - pequefio péptido conservado (ETN1)
MSKGWFLIPLLLLNLNAQAEDWPGEQWSSSPPPTGPAIEALEQYAFVPRDDATRQGIRTDALLVIQDGRLVYERY
AGPTDAHTPHLTWSISKSLLATVFGVAYGEKRFALDDPAARYYPPLKRHPGMTLADLFHWASGLDWQEDYEYAPL
NSSVVAMLYTRGSHDMAAFTAGHDSFSPPGQVFRYSSGDSNLLAAALKTIVGPASYADYPWTALFDPLGIRHATW
ETDASGTFVGSSYAYLTARDLARVGLLMQRDGRWGDRQLIPKDWIAFSREPFTRFQAGQDEAVPGGHWWLNRAAD
RTIRPWPDAPPDTFAALGHWGQALYIIPSARLVIVRYGDDRDGSYRHNELLKRAMAAFAGTVQP-MMRKVSLTLM
AVLLVALFGWVWQERVALRAFPGVISAYTAKEYCSCRYVMQQPAEYCRGYVKQSVPTNDFLDTPEAKRITVSGLG
RSHSARWMGERQGCRLEP

>Betalactamasa clase B 1 (TN2)
MRKILAFAAGICVVAGTISSPAAWAEQPAAWSEPTEPFKIVDDIYYVGTKGLASYLIVSDGEAILLDGTLEENVG
HIEQNIQALGFSVEDVKIIINTHAHYDHAAGIAGLKRDTGAQVMAMEQERSALENGRHEGDNIYGATRFPAVKVD
SVLHDGDTISVGSVTMTATLTPGHTKGCTTWSMSAKDGAATRQVVFPCSLTVAGNKLVGNAGHPAIVEDYEKSFE
IVKSMKADIVLPAHPEFGDLFDRKAKRDAGDADAFVDPDLLRKLAETSRAAFEKDLKAAQK

>Betalactamasa clase B 2 (N5 y Né6)
MGSRALRIITVIGCAAAVLLHGPAANGQANEAWTRPFPPFKLIGNIYWVGSYDLSTYLVTTPQGHILINTGVGDT
AQRIKAGVEQLGFKMADVKILTATHGHWDHVAGLAALKKMTGAALVASEPDKELLESGGKSDFRFGNVESSWFEP
VKVDRTFADGGTLSLGGTTLTTHLHPGHTRGATSFTTEVRENGKTYRVVIANLGSINPGVTVTGMPAYPGIERDY
ARTFAAQRAMTIDVFLASHASQFGMHEKYKPGDPYTPDRFVDPKGFLAAVTRLEKLYLDQVAKERAAK

>Bomba de eflujo RND 1 (3 componentes, separados por guiones) (ETN1)
MQFKPAVTALVTATIALASLLSGCKKEEAAPAPPPPQVGVVTLKTQPFTLTSELPGRTSAFRVAEVRPQVNGIILK
RLFKEGADVKAGQQLYQIDPAVYEATLKSAEANLRSTKSTIADRYQQLVNEQAVSRQEYDTAVANRLESEANLQTA
QINVRYTKVYAPISGRIGRSSVTEGALVSNGQTDALATIQQLDPIYVDVTQSSVELLQLRRELESGRLQKAGDNA
AMVKLTLEDGSQYPHEGKLEFSEVSVDQTTGSVTLRAVFPNPDHTLLPGMFVHAQLQAGVNSAAILAPQQGVTRD
LKGMPTAMVVGADNKVELRQLKASRTVGNQWLIEDGLKAGDRLITEGLQYVRPGVEVKATEATNVGAKNPAPAQA
ADKAAGGKGE-MSKFFIDRPIFAWVIALVIMLVGALSILKLPINQYPSTIAPPAIAIQVTYPGASAQTVQDTVVQV
TEQQLNGIDNLRYVSSESNSDGSMTITATFEQGTSSDTAQVQVONKLNLATPLLPQEVQQQGIRVTKAVKNFLMV
IGVVSRDGSMTKDDLANYIVSNLQOQDPISRTAGVGDFQVFGAQYAMRIWLDPAKLNNEFNLTPVDVKNATAAQNVQV
SSGQLGGLPALPGQQLNATIIGKTRLOQTAEQFKAILLKVNPDGSQVRVGDVADVGLGGENYSVSAQFNGAPASGL
AVKLANGANALDTAKALRKTIDDLKPFFPQGVEVVFPYDTTPVVSESIKGVVETLVEAVVLVFLVMFLFLONFRA
TITITTMTVPVVLLGTFGILAAAGFSINTLTMFGMVLAIGLLVDDAIVVVENVERVMSEEGLSPKEATKKSMGQIQ
GALVGIALVLSAVLLPMAFFSGSTGVIYKQFSITIVSAMALSVLVALTIFTPALCATMLKPIPKGEHGTPKRGFFG
WENRNFDRGVRSYERGVGNMLRHKAPYLLAYVIIVVGMIWLFTRIPTAFLPEEDQGVLFAQVQTPAGSSAERTQA
VVDKMREFLLRPSKDGGEGDAVASVFTVTGFNFAGRGQSSGMAFIMLRPWEERNADNSVFKLAGRAQQHFFTERD
AMVFAFAPPAVLELGNATGFDVFLODRAGIGHDKLMEARNQFLGMASQSKILSQVRPNGLNDEPQYQLETDDEKA
SALGITLSDINNTLSIALGSSYVNDFIDRGRVKKVYVQGQPGARMSPEDLKKWYVRNSAGTMVPFTAFAKGEWVY
GSPKLARYNGVEAMEILGAPAPGYSTGEAMAEVEATAKKLPAGVGISWTGLSYEERLSGSQAPALYALSLLMVFL
CLAALYESWSIPIAVMLVVPLGIIGALMATSLRGLSNDVYFQVGLLTTIGLAAKNATILIVEFAKELHEQGRTLME
AATEACRMRLRPIIMTSLAFVLGVVPLAISTGAGSGSQHATIGTGVIGGMLTATILATFWVPLFEFVTVSSMGRRKN
IDODHTPETSKEAGQ-MSKSLLSLTIAAVVLSGCSLIPDYQRPEAPVAAQYPQGPAYEPANAPGQAAAEQGWKQF
FHDPALQQLIQVALENNRDLRVAALNIDAYAAQYRIQRADLFPAVSATGSGSRQRVPARASQTGEAAISSSYSAT
LGISAYELDLFGRVRSLSEQALQSYFATEEARRSTQISLVANVANAYLTWQADKELLKLTQETLGTYEQSLKLTS
RSAEVGVASALDLSQARTAVENARVQLARYTRQVAQDENSLTLLLGTGLPANLRTQPLSDDLLSEVPAGLPSDLL
ORRPDILQAERNLLAANANIGAARAAFFPSISLTANAGTLSPDLSGLFKGGSGTWTFAPQINLPIFNAGSLRASL
DYAKIQKDINVAQYEKSIQTAFQEVSDGLAARQTYNEQLQAQTDFVAANQDYYRLAERRYRIGVDSNLTFLDAQR
QLFSAQQSLITDRLAQLTSEVNLYKALGGGWNAETGKNEPVAEKAPETKLFE
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>Bomba de eflujo RND 2 (3 componentes, separados por guiones) (TN3 y TN4)
MWRSAAVLTLTASALTLAACGKKQDAPQAGKPQVTVVTLTTQPVSLTTELPGRTSAFRVAEVRPQVNGIVQKRLF
TEGGEVKAGQQLYQIDPALYQASLDSQKAALARAQAQQOKTAALLAERYKPLVATRAVSQQTYDNAVASRDQAAAD
VLSAKAALDTARINLVYTKVLSPIDGIIGRSSVTEGALVTANQTGALASVQQIDPIYVDVTQSSVQLLRLODALA
SGQLKKADGEQAALVTLTLEDGSQYKQTGKLQFSEVTVDQGTGSITLRAVFPNPDRRLLPGMFVRARLADGVAAD
GLLVPQRGVTRNQRGLPTALVVNAKNQVELRQLKTDRAIGDKWLVTDGLAAGDKVIVEGLOQMVRPGVEVVATEAG
ANAQQPQAANAAPAKQ-MAKFFIDRPVFAWVIAIVLMMAGALSILQLPVSQYPNIAPPAIGIAVTYPGASAQTVQ
DTVVQVIEQQOMNGLDGLQYISSESNSDGSMSITLTFKOQGTNPDTAQVQVONKLALAQPLLPQEVQQOQGIRVTKAT
KNFLIVAGFVSTDGTMTKDDLADYVASYVQDPISRTQGVGDFQLFGSQYAMRIWLDPAKLVNYGLTTVDVVTAIK
EQNVQVSSGQLGGLPSVRGQQLNATIIGPSRLEKPEDFGRILLKVNADGSQVRLGDVSRIELGGQTYAIDSFYNG
KPASGLAIKLAPGANALDTAQAVRDTINNLKPYFPPGMDVVYPYDTTPFVSLSIHEVFKTLVEATIILVFLVMYLF
LONFRATIIPTLAVPVVLLGTFGVLAAFGYSINTLTMFGMVLAIGLLVDDAIVVVENVERVMAEEGLTPKQATRK
SMGQITGALIGIAMVLAAVFIPMAFFGGSTGVIYRQFSITIVSSMVLSVLVAIVFTPALCATLLKPIPKGHHGSK
KGFFGWFNRSFERSSNGYANTVARGLNRTKRLMVVYLALVIAMGWLFTRIPTAFLPAEDQGILFAQIQTPAGATA
EATKAVIDDATKYLLTEEKDAVTSVFAVNGFNFGGRGONASILFIKLRDWEERGDASLKAGAVAARANAHFGKTE
RRAQLFVVPPPSVMELGNVTGFDFQLMDRAGVGHEKLLAARNQLLGEAAKSPVLVGVRPNGIEDAPQYQLDIDRE
KARALGVAVSDINSTLATAWGSSYVNDFIDRGRVKKVFAQGEASSRMLPEDLNKWYVRNNAGDMVPFSAFSKATW
SFGPQKLNRYNGVPSYNIQGQAAPGYSSGAAMEEMEKLAAKLPVGVGFEWTGLSFEERLSGSQAPALYAISLIVV
FLCLAALYESWSIPTAVMLVVPLGIIGVLLATLARGLSNDVYFQVGLLTTVGLAAKNAILIVEFAKEHFESGASL
TESAIHAARQRLRPILMTSLAFILGVTPLAISSGAGSGSQNAIGTGVIGGMLTGTFLAIFFVPAFFVIMLRVFKV
KRMSENQDKHDTSANGSQEVSAEGQP-MKLOMRTLLSVSLAAALAGCSLAPTYERPDAPVSANYPTGPAYKADGS
PLAQGMSTADVGWRDFFSDPLLQQLIELSLANNRDLRVAALNVEAARAQYRIQRADLFPSVGVAGQESAQRTPAD
LSPSGRATTSRSYQVGAAMSAWELDLFGRIRSLSDQALESYLALDETRTATQLALIAEVANAYLTLRADQELLGL
TRDTLKSQEDSFKLTQQSYDQGLSTALDLSQAEVSLRTAQRNLSQYTRQAAQDRNALTLLVGQPMSPEIVAALDQ
AVKLDDGMLPTTLPAGLPSDLLARRPDIRAAEHQLKGANANIGAARAAFFPTISLTGQAGTASASLGGLFEGGSG
AWSFVPQITVPIFAGGSLQANLDLAKVQKNIQVAQYEKSIQTGFREVADALAGRGTLDDQIQAQRLLVDANQRAY
DVSDQRFRQGIDDYLSVLDSQRSLYTSQQALVDTRLARLSNLVTLYKVLGGGWTERTVTAQTPPAAGS

>UPOEDO1 (UPO64)
MAQIVGGFIMPHDPLITGNPEIADQGQVAAVEAAFARVVERVKALKADTAIVIGDDHFTMFGPHCLPQYLIGIGD
VEGPEENWLRIERYTVPNNTALAEHIMNFGFDRGFDWAVAKSLVVDHGTMIPIHKAVTPAGMRTIPIYTAAGVTP
LLRTKRAKELGOMIGAAVAAYPGNDRVVVYGTGGISHWVGTAEMGRVNVEFDRLVLGMVERGDVDGLVNLSDEYV
LEHGGNGALEIRNWIVAMAAMPAGVSGELFCYEPMPPWITGIGIAELKLAA

>UPOEDO2 (UPQ64)
MASIVGGFCVPHDPAITAFPHVANQRQAKNIMAGFDRLARRVAELGADTAIVIGDDHFALFGPHCLPSFLIGIGD
VEGPEENWMHIDRYPVPNNVPLAEHIMHYGFDHGFDWSVAKSLVLDHGTMI PVHLAVTPNPGVRTIPIYTAAAVT
PLLRMKRALALGRMIGAAVAAFPGNDRVVVMGCGGISHRVGTADMGRVNEPFDRMILDMVVRGDVEAMTELDDAY
VLREGGNGAFEIRNWIVAMAAMPRFKGEVICYEPVPEWITGLGLAELKVAA

>UPOEDO3 (UP049 y UPO50)
LPEKRRDAESSIAGIPKKAETERPRARSFYDKHADHKEQNMGVMRIGHVSLQVMDIDASVRHYVDVVGMDVTHRD
SDGTTYLKCWDEWDKYSLILTPSNAARLNHIAYKVENDADLDVLGKRIADAGVEVTKSPAGALPFCGRSISFLLP
SQQRMYLFAQKDFLGKDVGTLNPDPWPDSKHGIGAHWLDHCLILGEMNPEKGINRVQDSSDFLONVLDFHMSERA
MVGPNHSIMAASFLFRSSKPHDIALVAAPTNGFHHISFFLDGWSDILHAGDILSKKRVKIELLPSRHGITRGETI
YFFDPSGIRNETFAGMGYQAYPDMPVITWKEEDLARGIFYTAREFVESFSAAYTPL

>UPOEDO4 (UPO57)
MDLEEAIVHYRDNLGLDLVSQEDEFAYLRAYDEFDRHSVVLREAQEPGLDVLGFKVISGAALTDFAKRLNEMGVK
TDDIDAGDHPGVGRRVRFSVPTGHVIDLYAEMELSDNGPMTKNPDIWREEPRGMRISRFDHCAVLGVDIAASAET
FEKALDFVVTERAIDPKGNPVAIFLTCSNKAHDIAFLASPVDAKLHHASFLVESWNDVGHACDLIAQRNISLDIG
PTRHGITRGQTVYFFDPSGNRNECFAGCYQHYPDNPVREWTVDQIGKAIFYYEKEVHDRFTSVMT
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>UPOEDO5 (UPO52, UPO55, UPO58 y UPO72)
MREAIMGITSRGVHSIDHYALYVPSLOQOARHFFEHFGLDVQGSEAWLDISAADGHRWARILPGPGKSLAWISFENC
FEDDFATLREQVERSGALLEEGAGGGFWFRDPDGNLIQVRVGEKTMPDSRPTSPQVVRDLRGVGSRDAVCQVRPR
RLSHVLFFSPDVPRAVAFYEQALGLKLSDRSQDITIAFTHARHGCDHHLVAFAKSGAKGFHHAAWDVPTIDDVGNG
AEQMAAAGYVEGWGTGRHCLGSNYFHYVRDPWGSFSEYSTEMDFIEAGSEWPAGDFPAESSLYLWGPPVPDYFIL
NTEPGG

>UPOEDO6 (UPO67)
MLANDQODIFMPRQPALFVSHGSPMLAFEDVPARSFLLGLAPQLAEPRAVLVISAHHEEEQPTVTTSPAPGTIHD
FYGFPQALYRLTYPAPGAPALAERVAALLSERGHDVARDPERGLDHGAWVPLLLINPYADIPVVQLSTISPHRDAA
WHLALGEALRPLRDEGVLILASGSITHNLRDLTRTEAGATPAAWASEFTEWVHDRVGTHRTAELVRYRELAPHAV
HAHPTDEHFLPFFVALGAAHGDEPAERLHHSFTYGALGMDVYAFGKLGN

>UPOEDO7 (UPO37, UPO60 y UPO89)
MSVGSLGYVGFEVSDLAAWDAFFTDFLGLMRGQGNGEAARYRMDERAFRFHLSKGKADDI SFIGLEVETHEGMRA
LREKLDRAGIKYSAGSDNLKAERGVRDLIVLNDPAGLQVELYVGATSLTSAPFSSPAGVSCGFLTCAQGLGHVVLA
AERIDEVRDFYTRALGFRLSDTIGMALGPDFTLLLEFYHCNPRHHTLALAPMPAPKRLHHFMVEMATLDDVGFAM
DRVERLGVKQTTTLGKHSNDQMVSFYAATPSGFDVEVGTAGIAVHDEVWRVTHHEVTSMWGHKRCH

>UPOEDO8 (UPO78)
MREAIMGITSRGVHSIDHYALYVPSLOQARHFFEHFGLDVQGSEAWLDISAADGHRWARILPGPGKSLAWISFENC
FEDDFATLREQVERSGALLEEGAGGGFWFRDPDGNLIQVRVGEKTMPDSRPTSPQVVRDLRGVGSRDAVCQVRPR
RLSHVLFFSPDVPRAVAFYEQALGLKLSDRSQDITAFTHARHGCDHHLVAFAKSSAKGFHHAAWDVPTIDDVGNG
AEQMAAAGYVEGWGTGRHCLGSNYFHYVRDPWGSFSEYSTEMDFIKAGSEWPAGDFPAESSLYLWGPPVPDYFIL
NTEPGG

>UPOEDOY9 (UP0O90)
MSLHTLSYVGFNATDLDDWRQYATGVLGMQVVDQTADTLRLRMDEKHHRFATHKSATPGFAYSGWDVATRAELDR
LTTELTALGYPAVEGTEAERTFRKVVDLRVFTDPGGNRVELFYGQLSGCPFTPARQFGGFKTGQLGLGHIVFMTR
NMDAMMAFYGVLGLSVSDYIFIKPVQSRACFMHLNARHHSFALLGGPQDVFHHIMIEANSLDDVGMANELALRQG
RTVTMSLGKHTNDEVVSFYTMTPSGFELEYGCGGRTIDNEEDWQVVEYDDISFWGHLGPLRAPV

>UPOEDO10 (UPO42)
MVSVTELGYIGIGVSNMDTWREYAGKVMGLEVVDDGEADRFYLRMDYQHHRITVHNSGSDDLDYTGWRVAGPEEF
EQMLRQLSAAGVKFQRGSEAECKERHVLDLVKFLDPGDNPTEIYHGPRVDYHKPFHPGRGMHGRFMTAQEGLGHL
IMRQTDVMKAYRFYTDVLGMRGSIEYHLAVPQIGITAKPVFLHCNDRDHSLAFLGAPAAKRINHLMLAVDNIDDV
GMTHDIVRDLKIPVSVALGKHANDOMFTFYSATPSDWLLEYGGVGRTASHQSEYYEYDMWGHDNETQGYGLDLRL
RYDWSGLLKK

>UPOEDO11 (UPO36)
MAMTGILRPGHVQLRVMELGPALHHYKEMVGLIETARDAEGRVYLKAWDEHDLFSIVLREADRPGMDFYGFKVLD
TKALEHYAKRLTDYGVAIERIPAGELKGTGERIRFETPSGHLIELYAEKQHVGNGLPDVNPDVWPDGLKGMHPTR
FDHCLLNGDSIPQTAKLFQEVLDFDLTERILGPDGSMVGAFLACSDKAHDVAFIHEDSKGRLHHVSFYLESWDET
RHAADIMSKNYIPVEYGPGRHGLTRGLTIYFFDPSGNRNETFHGGYIRYPDHPVITWTHEETPKGIFYYGHKMVE
SFVTANT

>UPOEDO12 (UPO35)
MRIGHVSLQVMDMDASVRHYVDVVGMDVTHRDSDGTTYLKCWDEWDKYSLILTPSNAARLNHIAYKVENDADLDV
LGKRIADAGVEVTKSAAGALPFCGRSISFLLPSEQRMYLFAQKDFLGKDVGTLNPDPWPDSKHGIGAHWLDHCLI
LGEMNPEKGINRVQDSSDFLONVLDFHMSERAMVGPNHS IMAASFLFRSSKPHDIALVASPTNGFHHISFFLDGW
SDILHAGDILSKKRVKIELLPSRHGITRGETIYFFDPSGIRNETFAGMGYQAYPDMPVITWKEEDLARGIFYTAR
EFVESFSAAYTPV

223



ANEXO

>UPOEDO13 (UPO46)
MGVMRIGHANIRVMDMAAAVRHYEKVLGLKSTHSDAQGNVYLKCWDEWDKYSLVLTPSETAGIAHVAYKVEHDAD
LDALKKRIEDYGIKTEFLPAEAMPFIGRMLKFNLPSGHEMRLYAQKDCVGTDVGSNNPDPWPDDIRGAGAHWLDH
CLLMCELNPEKGINKVAENTRFMMQALDFYMSEQIVVGPDNSIQLATWLFRSSTPHDLAFVGGPKQGLHHIAFFL
DSWNDILKAADVMAKNKVRIDVPPTRHGVTRGETIYFYDPSGNRNETFAGLGYMAQPDRPVTTWDESHLGRGIFY
HTGEVNPAFTEVYT

>UPOEDO14 (UPO47)
MRQGGLLTAARALRRFHPAQEDSPMAMTGILRPGHVQLRVMELGPALHHYKEMIGLIETGRDAEGRVYLKAWDEH
DLFSLVLREADRPGMDFYGFKVRDKQALEHYAERLADYGVAIERVPAGELKGTGERVRFETPSGHLIELYAEKQH
VGNGLPDVNPDVWPDGLKGMHPTRFDHCLLNGDSIPETAKLFQEVLDFDLSERILAPDGSMVGAFLSCSDKAHDV
AFIHEDSKGRLHHVSFYLESWDEIRHAADIMSKNYIPVEYGPGRHGLTRGLTIYFFDPSGNRNETFHGGYIRYPD
NPVITWTHEETPKGIFYYGHKMVESEFVTANT

>UPOEDO15 (UPO43)
MAMTGILRPGHVQLRVMELGPALHHYKEMVGLIETARDAEGRVYLKAWDEQDLFSIVLRESDRPGMDFYGFKVRD
KAALEHYAKRLTEYGVAVERIAAGELKGTGERVRFETPSGHLIELYAEKQHFGNGLPDVNPDVWPDGLKGMHPSR
FDHVLLNGDSIPETAKLFQEALDFDLSERIVGPDGSMVGAFLACSTKAHDVAFIHEESKGRLHHVSFHLESWDET
RHAADIMSKNYIPVEYGPGRHGLTRGLTIYFFDPSGNRNETFHGGYIRYPDMPVITWTHEEVPKGIFYYGHKMVE
SFVTANT

>UPOEDO16 (UPO38)

MGVMRIGHVSLRVMDMAAAVKHYENVLGMKRTMEDRHGNVYLKCWDEWDKY SLOLKPADRAGMEHVAYKVEHEAD
LDALQKRIAAAGIATOQMLPEGALPSTGRMLOQFTLPSGHEMRLYAMKECVGTAVGSMNPDPWPDDLKGAGAKWLDH
VALVCELNPPAGVNRVADNVRFFKDCLDFYLSEQIVVGPGGAIQAAAFLFRSTKPHDIAFLPGPQPGIHHASFFL
DSWHDVLKAADVMAKNRTKIDLPPTRHGITRGETIYFFDPSGNRNETFAGLGYLAQPDRPVNTWTEENMWRGIIY
HTGEAMPSFTEVYT

>UPOEDO17 (UPO45)
MAEVVAGIAASHVPFMAMQPQFELAEEGQRNRVVAGMSEARKIVEQARPDVIVIFSTDHFDRCFYNNLPPFLVGV
GEEAEGPIAEWMHLPKVKLKIASDLAQFIVREGLDNGVDFALSQELPLDHAEVVPLSFITPQWNIPIVPIVVNAF
APPMPSLKRCWQVGAFIRETIERWPLKRKVGVVGTGGISHWVGPPETGRINAEFDRWEFMQCLVEGKAAEVIEKYK
DAEELEKTAGNGGQEIRDWLAVAGAMPSRLKARVLAYEPIPQWATGTGVMGWA

>UPOEDO18 (UP0O45)
MASIAQLGYLGLGVRDVNEWERFASNVLGLQPNGRDPDGSLFLRMDEYHHRFIVHPNGNDDLAY IGWEVTTEQAM
AAMAEQLRQAGVEVRPGTAAEADARRVAGLIKFADPSGLPSEIFYGPLVTFDKPFQSPRPISGFKTEGQGLGHFV
VAVDDFDRSLAFYRDVLGMRISDFVNLSPAPNMQLKVAFFHCNPRHHTLAFWAMPQSPKRLHHFMLQLNSLDDVG
STYYLCQNQQTPITMNLGKHTNDHMVSFYLRTPSGFAVEYGWGAREVDDATWQVQVHTAGS IWGHQGSL

>UPOEDO19 (UPO41)
LEEVKMALRGLLRVGEVAIRVMDMKLSRRHYGDRMGLHEVMEDADGRVYYKAWDEHDHHSIVLRQADSPGLDYFA
FKVYDDKTLTDLEPKIRAFGLEVKHIAAGVYPKSGRRLEFMLPSGHRMQLYAHKEQVGNTLGYLNPGVVPDEHVI
RGFNINRLDHVLLGGTNIDDNVRLFTEVFEFDLSEKLIDHESKASLAVFLSGSTKPHDVAFVLQPEPGRFHHVSF
LLESAHDVIKAADRIGKYRIPVDVGPNRHGVTRGATIYFFDPSGNRNEVFAEGYVHYPDTQTLVWDTTELGAATF
HODFTPRESFLTVLT

>UPOEDO20 (UPO33)
LPEKRRDAESSTIAGIPKKAETERPRARSFYDRHANHKEQNMGVMRIGHVSLQVMDIDASVRHYVDVVGMDVTHRD
SDGTTYLKCWDEWDKYSLILTPSNAARLNHIAYKVENDADLDVLGKRIADAGVEVTKSPAGALPFCGRSISFLLP
SEQRMYLFAQKDFLGKDVGTLNPDPWPDSKHGIGAHWLDHCLILGEMNPEKGINRVQDSSDFLONVLDFHMSERA
MVGPNHSIMAASFLFRSSKPHDIALVAAPTNGFHHISFFLDGWSDILHAGDILSKKRVKIELLPSRHGITRGETI
YFFDPSGIRNETFAGMGYQAYPDMPVITWKEEDLARGIFYTAREFVESFSAAYTPL
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>UPOEDO21 (UPO61)
MQVSSFGYLGLSVSDLSRWKSFGADFLGLGVASEDADTIKFRNDDRAWRIAAHRGDADDIAYAGFEVANANALAA
IRDKLQEGGVAIEEATADLRKQRGVKDLVVCRDPDGLRVEIFYGPLEKFDTPFRSGCVVSGFVTGDQGLGHIVLM
TPDLPRMRGFYSGILGFKLSDTIDIPISGELTISLEFYHCNRRHHTVALGPTMGPGGKKLHHFMLQVASLDDVGF
ALDRVTRYGVPLRNTLGRHTNDHMVSFYAATPSGFEVEFGTGARTVDDEDWSVVSHEKISTWGHVPVA

>UPOEDO22 (UPO51) (el gen no estaba completo, acaba con secuencia de
vector)
MLANDQQEDIFMPRQPALFVSHGSPMLAFEDVPARSFLLGLAPQLAEPRAVLVISAHHEEEQPTVTTSPAPGTIHD
FYGFPQALYRLTYPAPGAPALAERVAALLSERGHDVARDPERGLDHGAWVPLLLINPYADIPVVQLSISPHRDAA
WHLALGEALRPLRDEGVLILASGSITHNLRDLTRTEAGAAPAAWASEFTEWVHDRVGTHRTAELVRYRELAPHAV
HAHPTDEHFLPFFVALGAAHGDEPAERLHHSFTYGALGMDGGIDNYNGPKVASVGSSRVDLOACKLRGRRYR

>UPOEDO23 (UPO68 y UP0O87)
MIKVTDIAYVRFRAPDLDEMEKFLIEFGMARAQRSGTHLHMRGTDAHPFVHETEKGEPGFVGLGFFAESIADLEK
LAGEHGLPVEDNPAPGGGKIVRFTDPDGFPVDVVAGQSAPQKLPVTRKLIHNDGDARVRAGQPLRVAPGPSQVKR
LGHAVINVTDFRLSEAWYKSRFGLVTSDEIELAPGAPLGAFMRCDRGRTHVDHHTLFLVGTGQPGFNHAAFEVAH
FDDLMAGHNHLEKAGRRHEWGVGRHILGSQIFDYWRDPWGHTVEHWTDGDLFNNETPPEIRGLGDLMGNQWGPEA
PPSMGS

>Estireno monooxigenasa 1 (UPO08 y UPO11l)
MKSIAIIGAGPVGLHFGFALLKAGIGRVTLFSDRTPEAYGAGKLANTAAFFAYVQEKEKSLGLNFWDDVTPRGMG
LHLEVHLPTGATVATIDAAFRDGVTAQGVDYRIRIPRWMQEFVHRGGDLRIENIDAERLDAIASEYDATEFVAVGK
GAMNGLFERDVERSEFDKPARHMGVLLLEGESITGRGAWPEVGFPHLRLHTIFGVGDVFSIPMYGKPGVPCRGMA
FEAIPGSPFDQFADAQSGEALLEIGLNLMRKFLPGDVPEFSQASLCEPGSWITGALTPTIRKPVGHTLSGYPVMG
LGDVVMLTDPLAGQGANNGIRMAHRVAEELIDLGPRIADADWMKQTFEDYWDDYGQYPIEFTNRLLKDLGPSLMV
ILOAAGSDQRVADAFATAFTDPKTMVPWLRSVEDAKRFVENARQDSSSEAGIRQVV

>Estireno monooxigenasa 2 (UPOl2, UPO1l3, UPOl4 y UPO25)
MKSIAIIGAGPVGLHLGFALLKAGSGKVTLFSDRTPEAYGEGKLSNTAAFFAYVQQKERELGLNFWDDVTPRGMG
THLEAHLPTGATVASITAAFRHGVTAQGVDYRIRIPRWMQEFTVRGGDLRIENIDEARLDAIAREHDVTFEFVAVGK
GAMSKLFERDAERSEFDRPARHMGVLLLEGESITGQDAWPEVGFPHLRLHTIFGVGDVFSIPMFGKPGVPCRGMA
FEAIPGSPFDQFAGAQSGEELLQVGLDLMRKFLPGDVPEFSRATLCEPGSWIAGALTPTIRKAVGYTRSGHPVMG
LGDVVMLTDPLAGQGANNGIRMVHRVAEELMELGTQPAGADWMEQAFEDYWNDYGQYPIEFTNRLLKDPGPPLMV
ILQAAGSDQRVADAFATAFTDPKTMVPWLRSVEDAKRFVENARQDSSSEAGIRQVV

>Alcanosulfonato monooxigenasa 1 (UPO09 y UPO0O19)
MVKIFTVDSPFENNVPSPEALARQARKWEAAEVIDYVLCGYSSLWPHNLVTSPLLFAESSRVKLIVAHRPGVMHP
AAAARCFATMDVMSGARLAINFVTGSSDKDVHREGDYADKATRYERAGEYVEVMKRCWSEPKSFDYQGEFYRAEA
VRQLLRPLKNHVPVFMGGDSDAAIEFGARHADTYMLWGEPLAGTRERVERVLAAAAKHGRKPEFSLSLRLFLGDT
DEAAWAAAHAAEDTILAAQGSNRFARSSAGDTSVGRERQLSLTNADVHDDCFWSGLVKLLGGFANSAALVGTPDR
VMATLKQYHALGIGAFLFTGGADGLWEPSLKEFLVRVKQELQ

>Alcanosulfonato monooxigenasa 2 (UP0O23)
MVKIFTVDSPFENNVPSPEALARQARKWEAAEVIDYVLCGYSSLWPHNLVTSPLLFAESSRVKLIVAHRPGVMHP
AAAARCFATMDVMSGARLAINFVTGSSDKDVHREGDYADKATRYERAGEYVEVMKRCWSEPKSFDYQGEFYRAEA
VRQLLRPLKNHVPVFMGGDSDAAIEFGARHADTYMLWGEPLAGTRERIERVLAAAEKHGRKPEFSLSLRLFLGDT
DEAAWAAAHAAEDTILAAQGSNRFARSSAGDTSVGRERQLSLTNADVHDDCFWSGLVKLLGGFANSAALVGTPDR
VMATLKQYHALGIGAFLFTGGADGLWEPSLKDFLVRVKQELQ
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>Dimetilanilina monooxigensa (UPO26)
MTRVAVIGAGPSGLAQLRAFQSARKKGAKIPEVVCFEKQEDWGGLWNYTWRTGLDEHGEPVHGSMYRYLWSNGPK
ECLEFADYTFEEHFGKPIASYPPRAVLWDYIKGRVQKAGVRKWVRFCTPVRMVTYSKKTKKFTVTAHDRKKDRMY
AEEFDYVVVASGHFSTPNVPIFEGISTFNGRVMHSHDFRDALEFKGKDVLIVGRSYSAEDIGSQCWKYGAKSVTT
TYRSKPMGFKWPENFKERPLLOKLVNKTAHFKDGTTKEVDAIILCTGYLHHFPFLTDDLRLKTANRLWPLGLYKG
VVWEENPRLFYIGMQODQFYTFNMFDAQAWYARDVIMGRIKLPSKEKMIKHSKAWRKREEKLEDAEQMIWYQGDYV
KELLOQDIDYPKFDIEATNKTFMEWEHHKAED IMGFRNNAYRSLMTGTMSPAHHTPWVDAMDDSMESYLGDGKRGS
RREAAE

>2-4-diclorofenol 6-monooxigenasa (UPO55) (no se conoce el final de 1la
secuencia)
MKLONTSEITEVPVLIVGGGPSGLTASLLLSRYGIRNLLINKYRWTANSPRAHITNQRTMEVFRDAGVESQVVAA
ASPHELMANNVWATSFSGQEFGRLLTWGNAIERKSDYELASPSAMCNIPQHLMEPILANEALRAGS (.. .)

>Fenol 2-monooxigenasa 1 (componentes P0-P5, separados por guiones) (UPO1l6)
MMTKDDAALIQHRYVRVVERREDGFVEFRFSIGYPEYYAELVLSEKDFEVFCKENAVMFLPEGESARTAAEPNGL
TWSLRDVAKRRVPR-MTVEIKAVEIKPLRNTFTGVAELIGGDKPASRYQEATLGAQSRVNFHYRPTWEPEFELFD
PRRTRVRMRDWYDLRDPRQLYYSSWTIQRAKEQETQEANFDFVESRLLHLNLPQEVKDRAIAVLLPLRHVAWGAN
MNNSELCARGYSEMIIAPAIMHAMDNLGVAQYLTRLGLLLGDAELLDAAKAQWMDDPAWQPLRHLVEDTFVLRDF
MEIFTAQNLVMDGLLYPLVYDRFVDDRLTSMGGSAIAMLTAFMPNWFSQCGKWVDATLKTVVAESEENKAIVSAW
TOOWRORMLDALAPIATKAFGADGDGMLAGVAEEFDARARKLGIAV-MSKVFIIMOANEEARPITIEAILRDNPTA
AVQESPGLVRIEAEGQLTVRRSTVEEVTGQPFDIQQINVNLISISGHIDEEDDYLTVAWKN-MDMKVDKKKMGLK
ERYAYMTRGLGWEPSYQPADAVFPYDKYEGIKIHDWDKWVDPFRLTMDAYWKYQGEKDRKLYAVIDAFAQNNGHL
NITDARYLSAIKLFWQGVSPLENYVVQGFARTGRHFRGEAPRVACQMQAVDELRHYQTQAHSISNYNKYYNGFHN
OMYWFDRVWYLSVPKSYGDDALTAGPFEYMVAISFSFEYVLTNLLFVPFMSGAAYNGDMSTVTFGFSAQSDESRH
MTLGIEAIKFLLEQDPANVPIVQRWVDKWFWRGARLLSLVGMMMDYMLPKRVMSWKEAWEIYAEENGGALFRDLA
RYGIRPPKGWADACEAKEHITHQVMLLFYSYGHVTAFHTSLPTPDELDWLSAKYPNTFDKYYRPRFEHLREMKER
GERFYQEALPTLCATCQIPLGFTEPGDHTRIGHRETVHKGEKYVFCSEHCKEIFEYEPEKYVQAWLPVNQIYQGN
CFPPDVDPGAPDEFNPLTEVLKFFKFNLGRDNGDFDGSEDQRNFATWRGQATKN -MAVTALGVYDFPSKDRAENFH
GNILVNFCWDRHVLFAAPFCFAVSPSMTLREAMTTLVAKAIRAHPDAGEIDWDAVRWQKDDQPWQPDVDKTLAEN
HVGHKDYIVFNTPGLMGLGGAGL-MSHSLTIEPLGETIEVEEGQTILDAALRAGIYIPNACGHGLCATCKVQVLD
GEVEHGQASPFALMDFERDEGKTLACCATLLDDVTIEAEIEEDADAERIPVRDFAGVVNRLVDLTPTIKGVFITL
DEPIHFQAGQYIQFVIPGKHIERAFSLANPPSTGREIELNVRIVAGGEGTSFIHQQLREGDRVAIKGPYGRFYVR
QSARKPLLFMAGGSGLSSPRSMILDLLAKGWDLPITLVYGQRTRAELYYHDEFLALAEKHPNFQYIAALSDEPEN
SGWQGFRGFAHQAATVVFPEGFAGHHAYLCGPPVMIDACITTLMQGRLFEDDIYFERFISAADAQQVRSPLFRKT

>Fenol 2-monooxigenasa 2 (componentes P0-P5, separados por guiones) (UP0O41)
MQAHNARSLLDGVDTKIRFVRRNRVNDHGYVEFSFGIGSPDLMVELVLSERAYAEFCKTNQCIELTPAQSLAVDL
EQAKWRYGKAGITE-MSVDIRTNSVKPIRNTFAHLARRFGDKPASRYQETIAYDVQSEVNFHYKPLWDPDGEIYDK
RRTAITMADWYALKDPRQFYYGSYTTTRAKQQODALDRQLDFAEKRDLLRQLPEEVRAQIVFALLPLRHYEWGANM
NNCFISAYGYGTAITQAAIMATTDRLGMAQHISRIGLLVDGNSGESLTRGRALWIDDPAWQGLRRRIERLEVTRD
WFEVMVAQNLALDGLVYPFFFQQFDKHIAASHGTGLSTLTDYLLRWHEETAKWVDATVKTAAAENEQNRAATVGW
FLAWREAGIDALKPIAERVLGDAAEAALGAVAAQLDARAAKLGLKV-MSNIQPVFIALQANNDTLPIIEATCSDN
POAQVNEYPAMVKINCPGRMVIRRSSVEERMGRDFDLRELQINLISLAGEVDESEDEFVLFWKA-MAADGDLKPT
KKLSLKENYALLTRGLGWEPTYEKKEEIFRTIDFEGIKIHDWEKWEDPFRLTMDAYWKYQGEKERKLYAITIDAFQ
ONNGQFNVTDARYVQALKLFLNGIVGLEYASHRGFNILGREFPGVGPRIAAQMOQAIDELRHATTQIHAISHYNRF
FEGMADFPHQFDRVWYLSIPKSFFEDAVSSGPFEFIVAISFAFEYVLTNLAFMPWMSGAAFNGDMSTVSFGFSAQ
SDEARHMTLGIEVIKFLLEQDPDNVPLVOKWIDKWFWRGYRLLALLATMMDYMLPKRVMSWSEAWTIYYEENGGA
LFADLARYGIRPPKYADVTIKEKQRVSHEMWSIFYSVRNAVGFPVWLPSAEEMDWEFSEKYPDTFDRYYRPRFEHW
RELEEKGTPFTNMTLPQLCQVCQWPCIYTEPDDPTEFVHRETEYQGETFHFCSDGCKDIFCNEPEKYVHAWLPVH
QIYQGNCFPEGADPTAPDFNPLVAALQYMGIKPGVDGGLMSQHVDASRWEQWTSRPANLHEGAITQAVRKTT -MP
VKAIKPGYHGEFRDRVENFRGQQLLNICWEKHTMFGWPMCIPVPPEMPFGALLEQVLPGIYGAHPDFARIKWNEV
QWSSAKGPFTPDPSKSMVEHGFKHKTQIRFRTPGLDGHNGAG-VSYQLTIEPLGQTIEVADDQTMLDAALRAGIW
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LPHACCHGLCATCKITVKEGDIEHGDASPFALMDFERDEGKALACCATLQSDAVIEADIDEDPDAIVIPVRDFHG
TVTRIDALTPTIKGVHVQLDEATEFQAGQYINLAIPLPGQAVTRAFSLASQPSAGRDIELNIRAVPGGVGTGFEFVH
KDLAVGDRLTLSGPYGRFFVRQSAGVPMIFMAGGSGLSSPRSMILDLLESGSDLPITLVYGQRVREELYYHDEFL
ALAEKHPNFRYVPALSSEASDSGWTGFRGFVHEAALAHFNGDFRGHKAYLCGPPMMIDACISALMKGRLFERDIY
HEKFISAADAQONRSPLFEFRNI

Ruta de desulfuracidén de dibenzotiofeno (UPO21) :

>FMN reductasa, DszE (UPO21)
MAKLVLINGSPSAQSRTGRLLDHFATELERDGWITVDHLALRTLPAVALLGADFAAPDLIAARERVEAAAATIIVAT
PVYKGAYTGLLKAFIDVLPQRALVDKSVLPIASGGTLAHYGVIDHALKPVLAALGATFTLPGLFVLDTDLKSAEA
GGGFSAEILLRLESARLALGRLHGLTIRPATEADLPLRQYGS

>Dibenzotiofeno-5,5-diéxido monooxigenasa, DszA (UPO21)
MSTPRQLHLAGFFSAGNVTHAHGAWRHARASNGFLTKAYYQHIARTLERGKFDLLFLPDGLAVEDGYGDNLETGV
RYGGQGAVALEPGAVIATMAAVTEHLGLGATVSTTYYPPYHVARLFATLDQLSAGRVSWNVVTSLNHAEARNFGF
EQHLEHDARYDRADEFLTAVRKLWNSWDADALKLDKAAGLFADPAKVRYVDHRGEWLNVRGPLQVPRSPQGEPVI
LOAGLSDRGKRFAGRWAEAVFSVAPNLAFMQANYRDIKAQVKAAGRDPAQTKIFTAVMPVLGETEAIARERLEYL
NALVHPEVGLSTLSSHTGINLAAYPLDAPMSEVLRDLKSRNVPTPLHMFAMAMQAHDLTLGEMGRRYGTNVAFVP
OWVGTGEQIADQLEAHFKAEAADGFIISPAFLPGAYDEFVDQVVPILQARGLFRTEYEGHTLRDHLGLRQPQPLG
DDAWQTQPNQQATIA

>2-hidroxibifenilo-2-sulfinato desulfinasa, DszB (UPO21)
MANPAEPTSHRLSQTQAGPDTLTYSNCPVPNALLTALSSGILRQRDIALDILSGQQGAVHFTYDQPAYTRFGGEI
PPLVSEGLRAPGRTRLLGITPVLGRGGYYVRADSPIRTPADLAGRRVGVSASATRILRRELGNYLELDPWRQTLV
ALGTWEARALLHTLAAGGLTVDDVDLVRIESPGVDVPPERLQAASSLKGADLFPDVAGQQAAILEQDRAEALFAW
LPWAAELESRIGARPVLDLGLDARNAYASVWTVSSALVESRPGVVQRLVDAAVDAGLWARQHGDEVTALHAANLG
VSEAAIRKGFGADFNQHLVPRLDVDALALLERTQQFLLDHKLLLEPVPLDAWAAPEFLNNSLQRQSARKIA

>Dibenzotiofeno monooxigenasa, DszC (UPO21)
MSQSAEHLTRVRASNPVEIARQLADKWRATAVERDRAGGSATAERQDLRDSGLLSLLVPTEYGGWGADWPTTLEV
IREIAKVDGSLGHLFGYHTGSAPMIELFGSAEQKERLYTQLAQNDWWTGNASSENNSHVLDWKVSATPTGDGGYL
LNGTKHFCSGAKGSNLLFVFGVIQEESPLKGAIIAAAIPTDREGVHINDDWNAIGMRQTDSGSTEFHNAKVYPNE
VLGAPNAFILAFMGAKRGSLWTPMVQLIFSTVYLGIAHGALEAAREYTRTQTRPWTPAGVKKATDDPYVVRTYGE
FATALQGADAAAREAGRLLQQVWEKGDALTPQERGELMVKVSGVKALSTKVALDITSRIFEVIGSRGTHPRFGFD
REFWRNVRTHSLHDPLAYKIVEVGNHALNGRYPVPGFTS

>UPOCYTP1 (UPO10 y UPO24)
MNATATAAAARCPYASTTKPSPDDVPLDQIDVADADLIRSGAVFGYFDRLRREDPIHYCTTNELYGPYWSVTRFEFK
DIVEVETKPHIFSSEAGGITIEDNLLGLGTPMFIAMDPPKHDEQRMSVSPAVSPETLAQLEAGIRQRTSQVLDSL
PLNQTFDWVDRVSIELTTOMLAILFGFPWEHRRMLTRWSEVTTASPESGSNVVESPEARMRELEFCRGYLTALWH
QORADAEPQFNLISMMAHAPATRDLPSRPQEFLGNMLLLIVGGNDTTRNTMSGALLALNRNPEEYRKLCARPELVA
SFVPEAIRWQTPLSHMRRTALCDTMLGGKQIRKGDKLVMWYLSGNRDPQATIERPDEFIVDRKNARHHLSFGFGIH
RCLGNRLAELQLRVLWEEVLKRWSKPMQIEVVGEPVQTDTSIMFRGLRHLPVRINA

>UPOCYTP2 (UPO28 y UPO30)
MNTTATAAVARRPDVSATMPLPDNVPLDQIDVADNELFRSGAVFDYFDRLRREDPIHYCTTNKLYGPYWSVTRFK
DIVEIETKPHIFSSEAGGITIEDGILGLGTPMFIGMDPPKHDEQRMAASPAVSPENLTRLEAGVRQRTSQVLDGL
PLNQTFDWVDRVSIELTTOMLAILFGFPWEHRRLLTRWSEVGSASPESGSSVVESQEARMRELDFCRGYLTALWH
QRADAEPQPDLLSMMAHAPATRDLPSRPEEFLGNMLLLIIGGNDTTRNTMSGSVLALNRNPEEYRKLCARPELVT
SFVPEAIRWQTPLTHMRRTALCDTTLGGKQIRKGDKVVMWYLSGNRDPEVIERPNEFIVDRKNPROQHLSFGFGIH
RCLGNRLAELQLRVLWEEVLKRWNKPMQLEVVGEPELVDTSIIFRGFRHLPVRINA
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>UPOCYTP3 (UPO28 y UPO30)
MNATATAVPSAHKSAAYAIPLEDIDVSNPELYRSDRSTMWGYFERLRREDPVHYCAKSMFGPYWSVTKYKDIIEV
ETQPGIFSSDSRRGGVTIMDTNTAVQLPMFIQMDPPOQHDEHRKAVSPIVAPENLARLESTIIRKRTGEALDSLPVG
EEFNWVEKVSINLTTOMLATLFDFPWEDRTKLTYWSDATLALPGEGLVDSEEHRLQIMGECAAYMTRLWNERVNA
EPRADLISMMAHDERTRNMTPEEFLGNVLLLIVGGNDTTRNSMTGGLLALNENPEQYAKLCANPALVTSMVPEI I
RWOTPLSHMRRTATQDTVIGGKNIRKGDKVVMWYVSGNRDEEATENPNAFIIDRARPROQHLSFGFGIHRCVGNRL
AEMQLRVLWEEILKRWSKPGQLKVIGEPVRVLSPFLRGYASMRVRIDA

>UPOCYTP4 (UPO28)
MNATDTATAVPSAHKSAAYAIPLEDIDVSNPELYRSNTMWGYFERLRREDPVHYCAKSMFGPYWSVTKYKDIMQV
ETQPRIFSSDSRRGGITIMDSNAAASLPMFIAMDPPKHDEQREVVSPIVAPENLAKLEQLIRQRTAASLDELPIG
QTFNWVELVSINLTTKMLATLFDFPWEERSKLTYWSDVTTALPGAGLIDSEEERMAKLKECAAYMTRLWNERVNA
EPRADLISMMAHDERTRNMTPEEFLGNVLLLIVGGNDTTRNSMTGGLLALNENPEQYAKLCANPALVTSMVPETI I
RWOTPLSHMRRTATQDTVIGGKNIRKGDKVVMWYVSGNRDEEATENPNAFIIDRARPROQHLSFGFGIHRCVGNRL
AEMQLRVLWEEILKRWSKPGQLKVIGEPVRVLSPFVRGYESMRVRIDA

>UPOCYTP5 (UPO61)
MSETLVAARDKSIADAYAIPLEKIDVSNPELFRANAIWPYFERLRREDPVHYYKDSEYGSFWSVTKYKDIMHVDT
NHGIYSSEATLGGVALRDQEEGFFLPMFIMMDPPKHDAQRKVVSPIVAPGNLAKLESTIRERAGTILDSLPINET
FNWVDRVSIELTTOMLATLFDFPWEERRKLTRWSDVATAGTAFGDEEAEKARRNELRDCAAYFTELWNQRVNATE
PGNDLITMLAQGEATKNMGPMEYLGNILLLIVGGNDTTRNSITGGLLALNRNPDQYKKLRDNPALVESMVPEIIR
WQTPLSHMRRTALQDTELGGKQIKKGDKVVMWYVSGNRDEEAIENANSFIIDRKRPRQHLSFGFGIHRCVGNRLA
EMQLRVVWEEILKRWPDKPIEVIGEPERVFSNLINGYSSMPVRIPG

>UPOCYTP6 (UPO87)
MTDRTIDNAIVNPKTYAHVDEFHKLFTQLRKEEPVRWTEPDGFRPFWTVSKHADIMEVERQNDKFLNDPRLTLQS
IELEEEVKKFTGGQSKLIRSLVDMDNPDHRNYRGLTQAWFMPPNLKAISARVEALAEKY IDRLEAKGGECDFVSD
VAVWYPLRVIMTVLGVPEEDEPIMLKLTQELFGSTDPDMKRPDATETVNTVTEFFNYFTAMTEDRRKNARDDVAS
VIANGTIDGQPLRHLEAISYYIIVATAGHDTTSSTAAGGLLALMONPAEFAKLKANPEGLLGGAIDEMIRWT TRV
KHFFRTAAVDYELRGQKIKAGDNLLMCYWSANRDEDAFDDPFAFRIERSPNKHLAFGYGAHLCLGQHLAKMEIRA
LYKELLARLDHIELAGDPAWVEASFVSGLKRLPVRYSMKRKAA

>UPOCYTP7 (UPO37 y UPO89)
MTENPONVRODYRRKNAETAAIWKIDVNRDPYEIPIEELDPAHDDLFAANKALPYFERLRKEDPVHLSEGGPYGR
YWSITKYDDIMHVDTHHQLFSSDIRNGGIRLGGQRLEGEPDPLTYLPMFIMEDQPKHDEQRKAVQPMFTPQSLAN
LEPLIRERAGLILDNLPRGETFNWVREVAVELTGRTLATLFDVPQEDRHKLIHWSDTVERLGDPEYFETPEEGFK
ELWSCWEYFDAVWKERLSRKEPGSDLISMLAHSEATRNMPPNEYLGNMLLLIVGGNDTTRNSITGGVLALNQNPD
QYRKLIENPGIVPNMVSEITIRWQSPVAHMCRTALEDTEIRGKKIRKWDKIAMWYVSGNRDEEKIARANEFLIDRE
GARHHLSFGFGIHRCIGNRVGEMQLRILWEEILKRFKKVEVVGEPKYLRSNFIRGITELPVVVHGK
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