‘.l
h-.' Ciencia Latina

Internacional

Ciencia Latina Revista Cientifica Multidisciplinar, Ciudad de México, México.
ISSN 2707-2207 / ISSN 2707-2215 (en linea), marzo-abril 2024,
Volumen 8, Numero 2.

https://doi.org/10.37811/cl_rcm.v8i2

C,ONSTRUCCI(’)N EN Escherichia coli DEL
PLASMIDO pamea2 QUE CONTIENE EL GEN
csra DE Bacillus licheniformis M2-7

CONSTRUCTION IN Escherichia coli OF THE pamea2 PLASMID
CONTAINING THE csra GENE OF Bacillus licheniformis M2-7

America Yaret Bello Mendoza
Universidad Autéonoma de Guerrero, México

José Alberto Hernandez Eligio

Universidad Autonoma de México, México

Alejandro Bolafos Dircio
Universidad Autonoma de Guerrero, México

Yanet Romero Ramirez
Universidad Autonoma de Guerrero, México

Augusto Rojas Aparicio*
Universidad Autéonoma de Guerrero, México



Ciencia Latina Revista Cientifica Multidisciplinar
Marzo - Abril, 2024, Volumen 8, Numero 2

HE.:" Ciencia Latina
| Salud

DOI: https://doi.org/10.37811/cl rcm.v8i2.11618

Construccion en Escherichia coli del Plasmido pAmeA2 que Contiene

el Gen csrA de Bacillus licheniformis M2-7

America Yaret Bello Mendoza®
16279970(@uagro.mx
https://orcid.org/0009-0001-3142-8419
Universidad Auténoma de Guerrero
México

Alejandro Bolafios Dircio
alexo_guerrero@hotmail.com
https://orcid.org/0000-0003-1638-3870
Universidad Autéonoma de Guerrero

José Alberto Hernandez Eligio
alberto.hernandez@jibt.unam.mx
https://orcid.org/0000-0002-2787-8732
Universidad Auténoma de México
México

Yanet Romero Ramirez
yanetromero7@gmail.com
https://orcid.org/0000-0002-8383-4128
Universidad Autonoma de Guerrero

México México

Augusto Rojas Aparicio
rojas9101@gmail.com
https://orcid.org/0009-0004-4269-4589
Universidad Autonoma de Guerrero
México

RESUMEN

Actualmente el uso de los hidrocarburos aromaticos policiclicos se ha asociado a la contaminacion
de la flora y fauna, repercutiendo sobre la salud humana. Para corregir esta problematica, se han
desarrollado métodos de biorremediacion basados en la aplicacion de microorganismos capaces
de restaurar ambientes contaminados con este tipo de hidrocarburos. Uno de los modelos
bacterianos utilizados es la cepa de Bacillus licheniformis M2-7, que tiene la capacidad de
degradar HAPs. Esto lo lleva a cabo a partir del sistema Csr, que contiene el gen csr4 que codifica
para la proteina CsrA, asociada a la motilidad y capacidad de utilizar hidrocarburos como fuente
de carbono. La presente investigacion tuvo como objetivo la construccion del plasmido que
contiene el gen csrA de B. licheniformis M2-7. Para ello se caracterizo in silico el gen csrA, se
realiz6 la extraccion del ADN de B. licheniformis M2-7 y la amplificacion del gen csr4 por PCR.
El gen fue clonado en el vector pJET1.2/Blunt para la construcciéon del plasmido. Se
transformaron y seleccionaron a las cepas de E. coli, para posteriormente confirmar la presencia
de csrdA por PCR, digestion enzimatica y secuenciacion. Se logrd construir y confirmar la

presencia del plasmido pAmeA2.
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Construction in Escherichia coli of the pAmeA2 Plasmid Containing
the csrA Gene of Bacillus licheniformis M2-7

ABSTRACT

Currently, the use of polycyclic aromatic hydrocarbons has been associated with the
contamination of flora and fauna, affecting human health. To correct this problem, bioremediation
methods have been developed based on the application of microorganisms capable of restoring
environments contaminated with this type of hydrocarbons. One of the bacterial models used is
the Bacillus licheniformis M2-7 strain, which has the capacity to degrade PAHSs. This is carried
out by the Csr system, which contains the csrA gene that codes for the CsrA protein, associated
with motility and the capacity to use hydrocarbons as a carbon source. The present investigation
was aimed at constructing the plasmid containing the csrA gene of B. licheniformis M2-7. For this
purpose, the csrA gene was characterized in silico, the DNA of B. licheniformis M2-7 was
extracted and the csrA gene was amplified by PCR. The gene was cloned into the pJET1.2/Blunt
vector for plasmid construction. E. coli strains were transformed and selected, and the presence
of csrA was confirmed by PCR, enzymatic digestion and sequencing. The presence of the plasmid
pAmeA2 was constructed and confirmed.
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INTRODUCCION

Bacillus licheniformis M2-7 es una bacteria anaerobia facultativa y termorresistente, con un rango
de temperatura de crecimiento de 37 a 60°C y puede resistir temperaturas de 110°C (Guavara-
Luna et al., 2022). Se ha demostrado que B. licheniformis M2-7 utiliza hidrocarburos como
gasolina y gasdleo, como Unica fuente de carbono (Guavara-Luna et al., 2022), también puede
crecer en presencia de Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAPs), como naftaleno,
fenantreno, pireno y benzo[a]pireno (Guavara-Luna et al., 2018; Rojas-Aparicio et al., 2018) y se
ha reportado que esta cepa utiliza el Sistema Regulador de Almacenamiento de Carbono (Csr, por
sus siglas en inglés) como mecanismo para degradar hidrocarburos (Serrano-Angel et al., 2020;
Blancas et al., 2023). El sistema Csr es un regulador global de diversos procesos celulares
(Vakulskas et al., 2015), en varias especies de bacterias Gramnegativas (Lawhon et al., 2003), es
un complejo de union al ARN que se encarga de regular la expresion génica a nivel
postranscripcional, afectando la union al ribosoma y/o a la estabilidad de los ARNm blancos
(Yakhnin et al., 2007; Edwards etal., 2011). El sistema Csr estd conformado por dos
componentes, CsrA 'y CsrB (Leng et al. 2015; Vakulskas et al., 2015); CsrA es el componente
clave del sistema Csr, es una proteina de 61 aminoacidos (Romeo, 1998), en dimero se une al
ARNmM blanco (Pourciau, et al., 2020). Por otro lado, CsrB es una pequefia molécula de ARN no
codificante de 360 pares de bases, dentro de su estructura contiene 18 sitios 0 secuencias consenso
que reconoce CsrA (Romeo, 1998). El sistema Csr no ha sido tan estudiado en bacterias Gram
positivas, en Bacillus subtilis, el gen csrA esta ubicado en el operon de la biosintesis flagelar y
antes del gen hag; el cual es responsable de codificar la proteina flagelina. CsrA tiene la funcion
de unirse a dos sitios de la region 5° de hag para reprimir la expresion de la proteina (Yakhnin et
al., 2007), funcionando como control morfogénico en el ensamblaje flagelar (Babitzke & Romeo,
2007). CsrA afecta positivamente a la motilidad pese a tener un efecto inhibidor sobre la expresion
de hag (Yakhnin et al., 2007). Para demostrar la funcién del gen csrA en Bacillus licheniformis
M2-7, se disefio y construyd la cepa mutante LY A-5, que presenta el bloqueo de csrA por medio

de la insercion de un cassette de resistencia a espectinomicina (Serrano-Angel et al., 2020). Se

demostr6 que el gen csrA juega un papel fundamental en la degradacién de gasolina, observando




que la expresion relativa de este gen aumenta 2 veces a las 6 horas y hasta 29 veces a las 12 horas
de incubacion con gasolina al 0.2% con respecto a la cepa silvestre. Ademas, se reportd que el
gen csrA regula la expresion del gen hag que codifica para la sintesis de flagelina y esta
relacionado con movilidad de la bacteria, al igual que ocurre en B. subtilis (Serrano-Angel et al.,
2020). En la actualidad los hidrocarburos forman parte de la vida cotidiana de miles de personas
alrededor del mundo, por lo que la diseminacion de estos en diferentes ecosistemas ha ido
incrementando, contaminando severamente al agua, aire y suelo (Patel et al., 2020). Para atenuar
el problema se ha implementado el uso de técnicas fisicas, quimicas y bioldgicas, estas Ultimas
involucran el uso de microorganismos en procesos de biorremediacion (Elenga-Wilson et al,
2021). Uno de los géneros utilizados en la aplicacion biotecnoldgica ha sido Bacillus, en ese
sentido, B. licheniformis M2-7 es un importante microrganismo que ha demostrado utilizar
diferentes hidrocarburos como Unica fuente de carbono, y se ha comprobado que el sistema Csr
tiene una participacion importante en la regulacion del consumo de esta fuente de carbono. La
cepa LYA-5, se ha considerado como candidata para aplicar en procesos de degradacion de
hidrocarburos, sin embargo, es importante confirmar que el efecto de este proceso se debe a la
inactivacion del gen csrA, por ello el objetivo de esta investigacion es realizar el disefio y la
construccion del plasmido pAmeA2, el cual lleva el gen csrA 'y podra ser utilizado, en un futuro,
para la expresion heterloga del gen csrA en la cepa mutante de B. licheniformis LYA-5,
restaurando el fenotipo de la cepa silvestre. Esto contribuird a comprender la degradacion de
hidrocarburos y permitira involucrar al sistema Csr para el disefio de nuevos microorganismos o
estrategias de biorremediacion.

METODOLOGIA

Se realizé un estudio de tipo experimental en el Laboratorio de Microbiologia Molecular y
Biotecnologia Ambiental de la Facultad de Ciencias Quimico Bioldgicas, perteneciente a la
Universidad Auténoma de Guerrero; se utilizd como criterio de seleccion al plasmido
pJET1.2/Blunt, la cepa de Bacillus licheniformis M2-7 para la extraccion del gen csr4 y la cepa

de Escherichia coli MC1061. Para este trabajo se tuvo como variable de exposicion el disefio y

construccion del plasmido, asi como la transformacion de la cepa E. coli; como variable de




respuesta se tuvo la presencia del plasmido pAmeA en el citoplasma de E.coli, y el crecimiento
de las células transformantes en medio suplementado con ampicilina. Ademas, se trabajo bajo las
normas NOM-052-SEMARNAT-2005 y NOM-087-ECOL-SSA1-2002.

Condiciones de cultivo de las cepas utilizadas durante el proyecto

Las cepas utilizadas en este trabajo fueron Bacillus licheniformis M2-7 y Escherichia coli
MCI1061 las cuales se cultivaron en medio nutritivo Luria Bertani (LB), composicion en g/L:
peptona de caseina 10, extracto de levadura 5, cloruro de sodio 10, para medio liquido
(suplementado con 15 de agar bacteriologico para medio solido) y se mantuvieron a 37 °C por
16-24 h. Las cepas de E. coli AmeA, se cultivaron en medio LB, suplementado con ampicilina a
una concentracion de 200 ug/ml.

Analisis in silico de la secuencia del gen csrA y diseiio del plasmido

El andlisis de la secuencia del gen csrA4 se realizo a partir de la plataforma bioinformatica Gene
& Genome del National Center for Biotechnology Information (NCBI). Se analiz6 la secuencia
nucleotidica de la cepa de referencia de Bacillus licheniformis DSM13=ATCC 14580. Para el
analisis de la proteina y la bisqueda de dominios conservados, se utilizaron los repositorios y
bases de datos como: Conserved Domain, de NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/), Uniprot
(https://www.uniprot.org), Pfam-InterPro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/) y Ensembl Bacteria
(https://bacteria.ensembl.org/index.html). Para la generacion de los oligonucledtidos se utilizo el
programa Primer3 (https://primer3.ut.ee/), aqui se tomaron en cuenta las condiciones y buen
funcionamiento de estos. A partir de este analisis, se logrd realizar el disefio del programa de
Reaccion en Cadena de la Polimerasa (Polimerase Chain Reaction, PCR) considerando la
temperatura de alineamiento de los oligonucledtidos y el tiempo de elongacion del gen csrA. El
disefio del plasmido se realizo mediante el Software SnapGene (https://www.snapgene.com/).
Amplificacion del gen csrA de Bacillus licheniformis M2-7

Se extrajo el ADN gendmico de un cultivo de 16 h de Bacillus licheniformis M2-7 mediante el
kit Quick-DNA fungal/bacterial miniprep (Zymo research), siguiendo las instrucciones del

fabricante. Se cuantificé el ADN extraido mediante NanoDrop (Thermo Fisher Scientific), se

analizé en gel de agarosa al 1 % (SIGMA) y se visualizo su integridad en transiluminador. El




ADN genomico sirvio para poder realizar la amplificacion por PCR de la region codificante del
gen csrA, utilizando los oligonucleotidos CsrAMFw 5'CTAGTCTTATCCCGCAAG3' y
CstAMRw 5'CTTTTTTTGTGAGGATAAZ3’. Para la reaccion se utilizaron 50 ng de ADN
gendmico, 2.5 uL buffer 10X, 2 uL de MgCl12 20 mM, 2 uM de cada dNTP, 1 U de ADN Tagq-
polimerasa y agua libre de nucleasas en un volumen final de 25 uL. Las condiciones usadas
fueron: desnaturalizacion inicial de 5 min a 95 °C; 30 ciclos de: desnaturalizacion por 30 s a 95
°C, alineamiento de 30 s a 51 °C, extension de 30 s a 72 °C; y un ciclo final a 72 °C por 10 min.
El producto de PCR se analizé en un gel de agarosa al 1% utilizando tampén TAE (Tris-Acido-
EDTA) con 10 ng/mL de bromuro de etidio y se visualizd bajo luz ultravioleta (UV).

Ligacion del producto de PCR al plasmido pJET1.2/Blunt

Para la obtencion del pldsmido pAmeA, el producto de PCR se cloné en el plasmido
pJET1.2/Blunt bajo el protocolo establecido por el kit comercial CloneJET PCR Cloning. Para la
clonacion del plasmido pAmeA, se realizo la transformacion de células competentes de E. coli
MC1061, utilizando la técnica de choque térmico (Sambrook J. & Russell W., 2001). Para ello se
adicionaron 20 uL de la reaccién de ligacion en 100 ul de las células competentes de E. coli
MCI1061 y la seleccion de transformantes se realizo utilizando 100 uL de la reaccion en placas de
LB suplementadas con 200 ug/mL de ampicilina. Las células transformantes se colocaron en
incubacion por 16 ha 37 ° C.

Extraccion de ADN plasmidico y confirmacion del plaismido pAmeA

De las células transformantes candidatas se realizo la extraccion de los ADN plasmidico,
utilizando el kit GeneJET Plasmid Miniprep kit siguiendo el protocolo del fabricante (Thermo
Scientific). Los plasmidos se analizaron en un gel de agarosa al 1%, se visualizaron en
transiluminador y se cuantificaron. Se realiz6 la confirmacion de los plasmidos mediante una PCR
punto final del gen csr4 directamente de colonia y utilizando ADN plasmidico.

Secuenciacion del gen csrA en el plasmido pAmeA

Una vez confirmados los plasmidos por PCR, se realizé la secuenciacion del gen csrd para

corroborar la insercion de este en el plasmido de clonacion y su orientacion, para ello, se prepard

en un microtubo de 0.6 uL, un volumen final de 16 pL, con una concentracion de 10 uM




(pmol/uL) de oligonucleodtidos utilizados (CstAMFw y CsrAMw) y 100 ng/ul. de producto de
plasmido pAmeA. La secuencia fue analizada con el programa DNA Baser Assembler, mientras
que para el alineamiento de la secuencia se utilizd la herramienta Blast-NCBI usando como
genoma de referencia a B. licheniformis ATCC DSM 13 = ATCC 14580.

RESULTADOS Y DISCUSION

Analisis in silico y arreglo genético del gen csrA

Se selecciond y utilizoé el genoma de referencia de B. licheniformis ATCC DSM 13 = ATCC
14580, determinando que este posee un total de 4,27832 Mb, 4382 genes y 4219 proteinas.
Posteriormente se realizé el analisis bioinformatico del gen csrd, el cual arrojo su arreglo
genético, indicando que se ubica entre los genes flilV y hag (Fig. 1), los cuales tienen una
importancia en el metabolismo celular, para la obtencion de diferentes fuentes de carbono. Este
proceso celular es semejante al estudiado en B. subtilis (Mukherjee, et al., 2011; Yakhnin et al.,
2007). Cabe mencionar que otro de los procesos regulado por estos genes es la biosintesis flagelar,
teniendo en cuenta que el gen hag, es el responsable de codificar la produccion de la proteina
flagelina (Babitzke & Romeo, 2007).

La secuencia de aminoacidos de la proteina CsrA se muestra en la figura 2, ademas se puede
observar la estructura aproximada de la proteina. De acuerdo con Miiller, et al. (2019), CsrA es
una proteina la cual es altamente conservada y afecta la traduccion o la estabilidad de transcritos
blancos, ha sido ampliamente estudiada en la subfamilia de las proteobacterias, pero muy poco
en el género Bacillus (Yakhnin, H. et al. 2007). Esta proteina ya ha sido estudiada en la bacteria
B. licheniformis M2-7, donde se pudo observar que esta asociada a la degradacion de gasolina, ya
que cuando la bacteria fue sometida a medio suplementado con este hidrocarburo, su expresion
relativa aumento dos veces mas que en el control (Serrano-Angel et al., 2020).

Diseiio y construccion de los plasmidos pAmeA

Para el disefio del plasmido se utilizo el programa SnapGene, utilizando como referencia el
plasmido de clonacion pJET1.2/Blunt (Fig. 3A), y la region codificante del gen csr4 (Fig. 3B)

generando asi, el plasmido pAmeA con un total de 3,199 pb (Fig. 3C). Aqui se puede observar

diferentes componentes de importancia para el analisis, como el sitio multiple de clonacion




(SMC) donde se insertd el gen csrd, el gen de resistencia a ampicilina que se utilizd para
confirmar a las transformantes y diversos sitios de restriccion que podran ser utilizados durante
la confirmacion de la construccion.

Construccion del plasmido pAmeA

La extraccion permitid obtener ADN genomico de B. licheniformis M2-7, logrando una
concentracion de 44 y 58 ng/uL. y un rango de pureza de 1.8 (280/260 nm), lo que indica que no
hay presencia de contaminantes como proteinas o fenol, que se absorben a 280 nm (Thermo
Fisher, Nanodrop). Se confirmo también, que el gen csrA4 tiene un tamafio de 225 pb (Fig. 4A), se
purific6 el fragmento obteniendo una concentraciéon de 400 ng/ul y finalmente se ligod a
pJET1/2.Blunt.

Confirmacion del plasmido pAmeA.

Se obtuvo un banco de 63 transformantes las cuales presentaron resistencia al antibidtico de
seleccion, confirmando asi la insercion del plasmido de interés. Este hecho se confirmé a partir
de una PCR de colonia, donde se obtuvo un total de 16 cepas positivas para la amplificacion del
gen csrA, cuya banda fue de 225 pb, esta metodologia se utilizé con la intencién de agilizar y
optimizar el proceso de confirmacion del plasmido pAmeA (Yakhnin H., et al., 2011). Una vez
confirmada la presencia de los plasmidos en citoplasma de las cepas candidatas, se realizo la
extraccion de ADN plasmidico (Fig. 4B), obteniendo una integridad y concentracion adecuada,
confirmando una muestra libre de contaminantes. Kodackattumannil, P., et al; (2023), argumentan
que la extraccion por kit comercial afiade elementos como las RNAsas, que permiten la obtencion
de muestras de alta calidad y pureza, por el contrario, los métodos caseros arrojan muestras de
ADN contaminadas con residuos que pueden alterar los procesos posteriores a la clonacion.

Una de las premisas para la confirmacion de la insercion de fragmentos en plasmidos de clonacion
es la secuenciacion de estos, por lo cual el gen csr4 insertado en el plasmido pAmeA fue
secuenciado. Se obtuvo un porcentaje de similitud del gen csr4 por arriba del 97% de homologia
con el gen de la cepa de referencia B. licheniformis ATCC DSM 13 = ATCC 14580 (B14 00691

NCBI) permitiendo la confirmacion de la correcta construccion del plasmido. Cabe mencionar

que el porcentaje de homologia no cumplié el 100% debido a que durante el proceso de




secuenciacion normalmente ocurren errores por accion de la polimerasa o del secuenciador al
etiquetar incorrectamente nucleotidos de la secuencia (Bautista et al., 2015). Otro aspecto que
permite la secuenciacion es determinar la orientacion del gen insertado, debido a que se utilizan
el par de oligonucledtidos que permiten determinar por complementariedad de bases de la
orientacion del gen estudiado. Ademas, esta metodologia se caracteriza por permitir mostrar de
manera especifica mutaciones en las diferentes bases nucleotidicas del gen estudiado, cuando es
alineada con los diferentes genomas de referencia del NCBI.

Perspectivas del proyecto

Con este trabajo se pretende realizar un plasmido de expresion del gen csrA4 y que en un futuro se
obtenga la cepa complementaria de LYAS, para que asi la expresion heterologa del gen permita
que la cepa recupere su fenotipo original y posteriormente cuantificar la expresion relativa del
gen csrA. Por otra parte, se espera evaluar el crecimiento de la cepa de B. licheniformis LYAS en
otras fuentes de carbono para confirmar la interaccion de CsrA con la degradacion de los
hidrocarburos.

FIGURAS

Figura 1. Tamafio y distribucion de los genes fliW, hag y csrA pertenecientes a B. licheniformis

DMS 13=ATCC 14580. Marcado en rojo se muestra el gen de interés csrA y en linea punteada se
muestra el inicio y final de la region codificante con un tamafio de 225 pb
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Figura 2. Modelo hipotético de la proteina CsrA y su secuencia de 74 aminoacidos. Se logran
diferenciar colores dentro de la gamma del azul que determinan su estructura proteica.

Model Confidence:

[Very high (pLDDT > 90)
'Confident (90 > pLDDT > 70)
Low (70 > pLDDT > 50)
[Very low (pLDDT < 50)

Secuencia de aminoacidos:
MLVLSRKLNE AIQIGDDIEV KIISVDGDQV KIGIDAPKHI EIHRKEIYLA IQEENSRAAS ISNDLLAKLS SQKK

Figura 3. Disefio de plasmido pAmeA. A) Plasmido pJET1.2/Blunt linealizado; B) insercion de
csrA en el vector de clonacion pJET1.2/Blunt; C) plasmido pAmeA que contiene el gene csrA.
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Figura 4. A) Amplificacion del gene csrA. Gel de agarosa al 1% donde se utiliz6 una temperatura
de alineamiento de 51 °C. Carril MP: Marcador de peso molecular de 1Kb. Carril 1 y 2: Fragmento
de 225 pb correspondiente a csr4. B) Extraccion de ADN plasmidico. Gel agarosa al 1%. Carril
1: plasmido pAmeA obtenido de la cepa candidata AmeA2; Carril 2: plasmido pAmeA obtenido
de la cepa candidata AmeA3; Carril 3: Marcador de peso molecular 1Kb.
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A) B)
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225pb

CONCLUSION

En este trabajo se lograron cumplir los objetivos postulados, se confirmé que el gen csrA

pertenece al operdn de la sintesis flagear de Bacillus licheniformis. Se obtuvo la construccion y

confirmacion del plasmido pAmeA conteniendo el gen csr4 de Bacillus licheniformis M2-7,

también se obtuvo la construccion de la cepa de E. coli AmeA. Descartando mutaciones en el

plasmido por medio de la secuenciacion.
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