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l. RESUMEN

G. sulfurreducens presenta caracteristicas metabdlicas que le permiten la
generacion de electricidad debido a su capacidad de transferir extracelularmente
electrones mediante la oxidacién de compuestos organicos.

La transferencia de electrones en esta bacteria involucra numerosos componentes
entre los que encontramos citocromos tipo ¢ y el pili tipo IV con propiedades
conductivas. Este pili esta constituido por la proteina PilA (Reguera et al., 2005). La
regulacion de esta proteina es muy compleja y la investigacion muy escasa, se sabe
que participan varios reguladores globales, siendo el sistema de dos componentes
PilR/PilS y el factor sigma 54 los principales reguladores. Sin embargo, se ha
observado que el gen gsul771 que codifica para una proteina homoéloga a SARP,
también tiene un papel importante en la expresion de pilA.

En el laboratorio se construyo la cepa mutante GSU1771 mediante la delecion del
gen gsul771, en esta se observd una mayor expresion de pilA y al parecer de
algunos citocromos involucrados en la transferencia a Fe(lll) (Almazan, 2018;
Martinez, 2018).

En este trabajo se caracterizé fenotipicamente dicha mutante y se realizd su
respectiva complementacion. Se comparé la cepa silvestre DL1 de G.
sullfurreducens con la mutante y la mutante complementada en los diferentes
medios de cultivo (NBAF y Citrato férrico), empleando como donador de electrones
acetato y los diversos aceptores de electrones. En el medio NBAF, el cual tiene
como aceptor de electrones al fumarato, se observé un retraso en el crecimiento de
la cepa mutante GSU1771, este retraso se relaciona con la posibilidad de que el
regulador GSU1771 controle algunos genes implicados en el transporte y
metabolismo del fumarato (Almazan, 2018; Martinez, 2018), mientras que la
mutante complementada presenta un crecimiento retardado debido a la carga
metabdlica que se le atribuye al plasmido pRG5 (Juarez et al., 2009; Burgos-
Gamez., 2018). En la cinética de reduccion de Fe(lll) soluble a Fe(ll), la mutante
GSU1771 presenta una reduccion mas rapida que la DL1, esto puede deberse al
posible incremento en la produccion de citocromos tipo ¢ en esta cepa (Almazan,
2018; Martinez, 2018), mientras que la mutante complementada presenta una
reduccion similar a DL1. Se realizé la caracterizacion de la biopelicula de la mutante,
se evalud el grosor, la estructura, el porcentaje de células vivas, entre otros
parametros con el microscopio confocal, empleando el kit vivas y muertas. La
mutante GSU1771 presentd una mayor formacion de biopelicula que la cepa
silvestre y una estructura caracteristica, con pilares y canales que no se observan
en DL1. En la cuantificacion de la biomasa mediante la tincién por cristal violeta, la
mutante genera mas biomasa que la DL1 y en el ensayo de aglutinacion, el
porcentaje de aglutinacion de la mutante es mayor que la cepa silvestre. Todo esto
se le atribuye entre otras cosas a la sobreexpresion de pilA (proteina estructural del
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Pili) (Tremblay PL, 2011; Almanza, 2018; Martinez, 2018), la cual podemos ver en
la Inmunodeteccion de PilA realizada a diferentes tiempos.

Il. INTRODUCCION

G. sulfurreducens es una Deltaproteobacteria, anaerobia abundante en los suelos 'y
sedimentos, capaz de acoplar la oxidacion de compuestos organicos a la reduccion
de Fe(lll) y Mn(lV), participando asi en los ciclos biogeoquimicos de estos
elementos (Leang et al., 2003; Methé et al., 2003). Este tipo de microorganismos
presentan ciertas caracteristicas metabdlicas que le permiten ser empleados en
aplicaciones biotecnologicas como la generacién de bioelectricidad en celdas
microbianas de combustible (MFC), la biorremediacion de ambientes contaminados
con metales pesados, halogenados u aromaticos, en suelos como en sedimentos
acuosos (Lovley and Nevin, 2011; Shi et al., 2016).

G. sulfurreducens puede transferir extracelularmente los electrones generados en
el metabolismo a aceptores externos como electrodos y un gran nimero de metales
pesados como uranio, vanadio, paladio entre muchos mas, llevando a cabo la
respiracion desasimilatoria de los mismos (Lovley et al., 2004; Lovley, 2008; White
et al., 2016). En el mecanismo de transferencia de electrones se sabe que participa
un gran numero de citocromos tipo ¢ codificados en su genoma, alrededor de cien
y un pili tipo 1V, que se ha demostrado que tiene propiedades conductivas (Reguera
et al., 2005; Hernandez-Eligio, 2017; Filman DJ. et al., 2019; Shu C. et al., 2019).
La regulacion de la expresion de los genes involucrados en la transferencia de
electrones no es del todo conocida. La proteina PilA o pilina es la proteina
estructural del pili y para su expresion participan diversos reguladores
transcripcionales, en donde el principal es el sistema de dos componentes (TCS)
PilR/PilS. Ademas, en la regulacion transcripcional del gen pilA participa un
promotor dependiente de sigma 54 (RpoN) (Hernandez et al., 2016, 2017). El factor
sigma 54, dirige la transcripcion de varios genes involucrados en diversos procesos
como son la produccion de electricidad, biosintesis de pili, citocromos tipo c, etc.
(Buck y Cannon, 1992; Lovley, 2011). Los estudios de regulacion genética de pilA
son escasos (Juarez et al., 2009; Tremblay et al., 2011; Hernandez-Eligio et al.,
2017) es por eso que es muy importante estudiar la regulacion de transferencia de
electrones y la reducciéon de metales pesados en G. sulfurreducens, ya que
mediante manipulacion genética se podrian mejorar dichos procesos.

En el grupo donde se desarrollé este trabajo, nos hemos enfocado en el estudio e
identificacion de nuevos reguladores que estén involucrados en el proceso de
transferencia de electrones y reduccion de metales (Juarez et al., 2009; Hernandez-
Eligio et al., 2017; Burgos-Gamez, 2018; Gonzalez-Gutiérrez, 2018; Martinez,
2018). Por un lado, la regulacion de la expresion de pilA, es muy compleja, se ha
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visto que intervienen varios reguladores que se describiran posteriormente. Uno de
ellos que podria estar jugando un papel determinante en su expresion y que se ha
identificado recientemente, es el producto del gen gsul771. El gen gsul771
inicialmente se identific6 como un regulador transcripcional por una mutacion en
este gen que aumento la capacidad de G. sulfurreducens de reducir Fe(lll) a Fe(ll)
insoluble, por lo que se relaciono a la expreson del gen pilA (Tremblay et al., 2011).
En nuestro laboratorio se construy6 la mutante GSU1771 (Martinez, 2018) y se ha
observado que presenta un fenotipo interesante en cuanto a la sobreexpresion del
gen pilA y de algunos citocromos importantes en la transferencia extracelular. Es
por ello que este proyecto se planted para realizar la caracterizacion de algunos de
los fenotipos interesantes observados. Como el comportamiento en la generacion
de una biopelicula méas gruesa que la WT (DL1) y una sobreexpresion de la pilina.
Se hizo un estudio de la estructura de la biopelicula empleando técnicas
cuantitativas como tincion por cristal violeta, ensayo de aglutinacion, observaciones
y mediciones por medio de microscopia confocal empleando un kit de dos
colorantes, la tincidn vivas y muertas. Y posteriormente empleando los programas
Fiji y Comstat, se analizaron las imagenes y se determind su estructura.
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.  MARCO TEORICO
1. Geobacter sulfurreducens

Geobacter pertenece a la familia Geobacteraceae, se encuentra clasificada dentro
del dominio bacteria, phylum Proteobacteria, clase Deltaproteobacteria y el orden
Desulfuromonadales (Holmes et al., 2004; Lovley et al., 2011). Son bacilos gram
negativos anaerdbicos que habitan en suelos y sedimentos acuosos (Holmes et al.,
2004). Fueron los primeros organismos que se pudieron aislar que llevaran a cabo
la reduccion de 6xidos metdlicos insolubles junto con la oxidacion del acetato, un
producto primario en ambientes anaerobicos debido al metabolismo fermentativo
(Lovley and Lonergan, 1990). Ademas, se sabe que estos organismos pueden
oxidar el acetato y emplear 6xidos de hierro insolubles (Fe(lll)), como unico aceptor
de electrones, participando en el ciclo biogeoquimico de este elemento (Lovley DR.
etal., 1995). De igual manera, pueden oxidar completamente compuestos organicos
hasta llegar al CO2, mediante la reduccion de varios aceptores de electrones
extracelulares ademas del Fe(lll) como son el Mn(IV), U(VI), V(VI) entre otros
(Lovley et al., 2011).

G. sulfurreducens se aislé por primera vez en sedimentos contaminados con
hidrocarburos (Figura 1) (Caccavo et al., 1994) y su crecimiento anaerébico puede
estar mediado por aceptores de electrones solubles o insolubles (Lovley et al.,
2011). Su genoma es de un unico cromosoma circular de 3.8 Mega pares de bases
con la caracteristica de que codifica mas que otros organismos las proteinas
citocromos tipo c, alrededor de 100, por ello la gran diversidad de aceptores de
electrones que puede utilizar y los procesos de transferencia de electrones que
puede realizar (Methé et al., 2003; Mehta et al., 2005).

Figura 1. Morfologia de Geobacter
sulfurreducens. Se observan los flagelos y pili que
presenta esta Deltaproteobacteria anaerdbica.
Obtenida de http://blogs.nature.com

2. Transferencia directa de electrones

La transferencia extracelular de electrones en G. sulfurreducens es generalmente
de tipo directa, en donde se establece un contacto directo entre la célula bacteriana
y el aceptor de electrones, esto mediado por proteinas tipo redox como los
citocromos tipo c o el pili bacteriano. En este proceso los electrones derivados de la
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oxidacion de compuestos organicos son transferidos a la superficie externa de la
célula para reducir un aceptor de electrones extracelular, como los 6xidos insolubles
de Fe(lll) y Mn(IV). Este proceso es de importancia biogeoquimica global, debido a
que estos sustratos insolubles se encuentran en muchos suelos y sedimentos
(Lovley D. R., 2000; Mehta et al., 2005; Lovley et al., 2011).

3. Citocromos involucrados en la transferencia de electrones

Los citocromos tipo ¢ son proteinas importantes involucradas en muchas funciones
bioldgicas, entre ellas la transferencia de electrones. Contienen grupos hemo, los
cuales amplian sus funciones al combinarlos con otros cofactores como iones
metalicos o flavinas (Bowman and Bren, 2008).

En G. sulfurreducens, se sabe que de los mas de 100 citocromos solo algunos son
esenciales para la transferencia a Fe(lll), Mn(IV) y electrodos (Lovley DR., 2006).
Entre ellos se describiran los més estudiados:

- Omc S. Es un citocromo tipo ¢ con seis grupos hemo y un peso molecular de
50 kDa, estd anclado al pili de G. sulfurreducens, el cual facilita la
transferencia de electrones del pili a los 6xidos de Fe(lll), en lugar de
promover la conduccién de electrones a lo largo de este (Mehta et al., 2005;
Holmes DE. et al., 2006; Leang et al., 2010; Filman DJ. et al., 2019; Lovley
DR. and Walker DJF., 2019), ya que se sabe que el pili es conductivo por si
solo y también realiza la transferencia de electrones (Aklujkar et al., 2013).

- Omc Z. Tiene ocho grupos hemo y un peso molecular de 30kDa. No se asocia
con el pili y sus patrones de expresion sugieren que su funcion podria ser
promover la reducion de aceptores de electrones extracelulares solubles
(Lovley and Nevin, 2011; Semenec L. et al., 2019).

- Omc E. Tiene seis grupos hemo y un peso molecular de 30kDa, es de la
membrana externa y es importante para el crecimiento con aceptores
insolubles como el 6xido de Fe(lll) y Mn(lV), se ha visto que las cepas
mutantes AomcE, pueden superar la delecion del gen y volver a reducir estos
aceptores insolubles (Lovley et al., 2004; Mehta et al., 2005; Kim et al., 2005).

- Omc B. Con un peso de 89 kDa y 12 grupos hemo, esta en membrana
externa y su mutante disminuye la reduccion de Fe(lll) soluble e insoluble,
pero encuanto a la reduccion soluble, la cepa se puede adaptar al crecimiento
de esta (Leang et al., 2003; Ueki T. et al., 2017).
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- Mac A. Es un citocromo tipo c ubicado en el periplasma, con dos grupos hemo
y un peso molecular de 36kDa. Este es un intemedario clave en la
transferencia de electrones a Fe(lll), podria ser como un transportador
intermedio en la membrana interna y externa de este proceso (Lovley, 2011;
Butler et al., 2004; Dantas JM. et al., 2017).

Y las proteinas trihemo conservadas en periplasma (Ppc), en G.sulfurreducens son
una familia conservada de citrocomos tipo ¢ con 3 grupos hemo localizadas en el
periplasma. PpcA es de 9.6kDa, tiene 3 grupos hemo y posee 4 homologos, PpcB,
PpcC,PpcD y PpcE. Los citocromos PpcA,PpcB y PpcD se detectaron en cultivos
con Fe(lll) soluble e insoluble y PpcE solo en citarto Fe(lll). PpcB es de 9.3kDa con
2 grupos hemo, en un estudio se vio que la expresion de PpcB estaba regulada
positivamente en células que reducian citrato Fe(lll), mientras que PpcA se
expresaba constitutivamente en ambas condiciones y PpcD abundaba mas en
células crecidas con 6xidos de Fe(lll). Se sabe que PpcA sirve como un portador de
electrones intermediario de acetato hasta Fe(lll) y también esta involucrado en la
transferencia de electrones de acetato a U(VI), entre otros (Lloyd et al., 2003; Lovley
DR., 2004; Ding et al., 2008).

4. Pili tipo IV

Los pili son estructuras en forma de pelo, mas cortas y finas que los flagelos y se
encuentran en la superficie de muchas bacterias y generalmente participan en
adhesion. Los estudios de células cultivadas en oxidos de Fe(lll) revelaron que el
gen pilA, que codifica para la proteina estructural pilina o PilA del pili, se expresaba
mas durante el crecimiento en oOxidos de Fe(lll) que en Fe(lll) soluble.
Estructuralmente el pili tipo IV de G. sulfurreducens esta constituido por monémeros
de pilina y tiene anclado a lo largo de este al citocromo tipo ¢ Omc S, que facilita la
transferencia de electrones del pili a los 6xidos de Fe(lll). G. sulfurreducens tiene la
capacidad de producir pili eléctricamente conductivos, por ello su importancia en la
transferencia extracelular de electrones y para la reduccion de sustratos insolubles
como oxidos metalicos, ya que el analisis de sus propiedades conductivas indica su
funcionamiento como un nanocable para promover el contacto eléctrico entre la
célula y los 6xidos de Fe(lll) de la superficie (Reguera et al., 2005; Mehta et al.,
2005; Filman DJ., 2019; Shu C., 2019; Lovley DR. and Walker DJF., 2019; Huerta-
Miranda GA. et al., 2019). El pili tipo IV de G. sulfurreducens es importante para la
interaccion metal-bacteria, la interaccion con electrodos y también forma un rol
determinante para la formacion de biopelicula (Reguera et al., 2007). Este pili es
importante para la formacion de una buena biopelicula, que se relaciona con la
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conductividad eléctrica de este (Reguera et al., 2005; Lovley DR. and Walker DJF.,
2019).

5. Biopelicula

La biopelicula es la formacion de comunidades bacterianas complejas adheridas a
una superficie, ya sea viva o inerte, con caracteristicas funcionales y estructuras
complejas, como son los vidrios semiconductores de 6xido de estafio dopados con
flaor, mejor conocidos como FTO o mas simple, el vidrio plano. La formacion de la
biopelicula comienza con la interaccion de las células planctdénicas con una
superficie en respuesta a las sefiales ambientales apropiadas, estas se adhieren a
la superficie y generan sefiales quimicas para coordinar diferenciacion y formacion
de estructura, ademas de presentar un andamiaje de exopolisacaridos y otras
sustancias poliméricas extracelulares. G. sulfurreducens puede desarrollar
biopeliculas multicapa altamente estructuradas en la superficie anddica de una
celda microbiana de combustible (CMC), que convierte el acetato en electricidad.
Los estudios genéticos demostraron que la transferencia eficiente de electrones a
través de la biopelicula requeria la presencia de pili conductores de electricidad.
Estos pili pueden representar una red electronica que impregna la biopelicula y
puede promover la transferencia eléctrica de largo alcance de una manera eficiente
energéticamente, aumentando la produccién de electricidad mas de 10 veces
(Reguera et al., 2006). Se sabe que G. sulfurreducens requiere la expresion de pili
conductores de electricidad para formar biopeliculas en las superficies de 6xido de
Fe(lll), pero los pili también son esenciales para el desarrollo de biopeliculas en
vidrio plano cuando el fumarato es el Unico receptor de electrones, por lo que se vio
que el pili es necesario para el crecimiento maximo de la biopelicula, incluso cuando
no se requiere la transferencia de electrones a una superficie aceptora de
electrones. También se demostro que el pili es necesario para la agregacion celular
en los estudios de aglutinacién, lo gue nos sugiere que los pili de G. sulfurreducens
igualmente tienen un papel estructural en la formacién de biopeliculas (Reguera et
al., 2007). De forma estructural en G. sulfurreducens sabemos que el pili esta
recubierto con el citocromo Omc S, el citocromo Omc Z se encuentra
consistentemente en el material entre las células y su matriz extracelular producida
es rica en citocromos y polisacéaridos. Cabe resaltar que la carga superficial de una
célula bacteriana y las interacciones electrostéticas son factores importantes en la
formacion de biopeliculas, ya que la carga de la superficie es critica en la etapa
inicial de unién para la formacion de biopelicula. La superficie de G. sulfurreducens
de tipo salvaje es electronegativa y puede explicar por qué muchas cepas de
Geobacter se adhieren facilmente a superficies anddicas usadas (Rollefson et al.,
2011; Bartolini M., et al., 2018; Reguera G. and Kashefi K., 2019; Tippapha Pisithkul,
et al., 2019).
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6. Reguladores homoélogos a GSU1771

El regulador GSU1771 se sabe que es homdlogo a los reguladores tipo SARP de
Streptomyces (Tremblay et al., 2011). Estreptomicetos son el grupo mas extenso
de actinobacterias, un grupo de bacterias gram positivas de contenido GC
generalmente alto, la mayoria de ellas se encuentran en el suelo y juegan un rol
importante en la descomposicion de materia organica, como la celulosa y quitina.
Streptomyces son la fuente mas abundante de antibioticos. Normalmente, cada
especie produce varios antibioticos (Gang Liu et al., 2013).

Se descubrié SARP como una nueva familia de proteinas que regula la produccion
de antibidticos en los Estreptomicetos. Los SARP son proteinas de union a ADN
gue comparten similitudes de secuencia con varios miembros de la familia OmpR
de dominios de union a ADN (Wietzorrek and Bibb, 1997; Bertrand Aigle et al.,
2005).
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V. ANTECEDENTES
1. Geobacter sulfurreducens

El nombre Geobacter en latin significa, "una varilla de la tierra", la cual hace una
referencia adecuada a la ubicuidad y la presencia generalizada de este género en
una variedad de ambientes, particularmente en suelos y sedimentos donde la
reduccion de metales es un proceso activo e importante en sus ciclos
biogeoquimicos. G. sulfurreducens PCA, se aislé por primera vez en sedimentos
contaminados con hidrocarburos (Caccavo et al., 1994). La cepa PCA fue la primera
especie de Geobacter susceptible de manipulacién genética (Coppi et al., 2001) y
de secuenciar su genoma (Methé et al., 2003). Estos desarrollos proporcionaron por
primera vez herramientas moleculares para explorar el notable potencial respiratorio
de estas bacterias e impulsar la investigacion con esta cepa y en el campo de los
microorganismos eléctricamente activos en general. (Reguera G. and Kashefi K.,
2019). Los primeros blancos estudiados para la transferencia extracelular de
electrones de este organismo fueron los citocromos tipo c, éstos se localizan
embebidos en sumembrana interna, externay en el periplasma (Lovley et al., 2004).
Al mismo tiempo se estudio el crecimiento de G. sulfurreducens en Fe(lll) y Mn(1V)
insolubles y solubles. El crecimiento de la bacteria en los insolubles expresaba una
mayor cantidad de pilina, la cual es la proteina estructural del pili tipo IV y es
codificada por el gen pilA, mientras que en los solubles era menor la expresion de
pilina (Childers et al., 2002). Con esto se sugirio que el pili de este organismo tenia
un papel directo en la transferencia de electrones a aceptores extracelulares
insolubles (Reguera et al.,, 2005). En la superficie celular externa de G.
sulfurreducens se piensa que es reducido el Fe(lll) soluble y es menos complejo
este proceso que el insoluble (Coppi et al., 2001). Se sabe que el pili tipo 1V tiene
como una de sus funciones establecer contacto directo con las superficies y
determina la importancia para la transferencia extracelular de electrones. En
estudios se realiz6 una mutacion en el gen pilA y se observé que ya no podia reducir
oxidos de Fe(lll) (Reguera et al.,, 2005), ademas G. sulfurreducens tiene la
capacidad de oxidar acetato con Fe(lll) como Unico aceptor de electrones, lo cual
es importante para la degradacion anaérobica de la materia organica por ser un
intermedario extracelular clave (Lovley DR., 1995).

2. Modelo de transferencia de electrones

La transferencia de electrones en G. sulfurreducens ocurre mediante la oxidacion
de compuestos organicos, principalmente acetato, el cual se oxida por medio de
reacciones del ciclo de Krebs (Galushko and Schink, 2000), estos electrones
resultantes se transfieren al ambiente extracelular donde se encuentran iones
metalicos que se reducen. Dichos electrones que se producen son transferidos a
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través de la membrana interna, el periplasma y finalmente a través de la membrana
externa mediante los citocromos tipo ¢ y con ayuda del pili conductivo se hace
contacto con los 6xidos de Fe(lll) (Figura 2) (Galushko et al., 2000).
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Figura 2. Modelo propuesto para la transferencia extracelular de electrones mediante el pili
en G. sulfurreducens. Modificado de Lovley (2006).

3. Pili eléctricamente conductivo o geopili

Se descubrié que el pili tenia un papel en la reduccién de 6xidos de Fe(lll) al
observar a G. metallireducens, el cual producia flagelos y pili durante su crecimiento
con oxidos de Fe(lll) o Mn(IV), pero no durante el soluble. Gracias a esto junto con
otros analisis, se revelo que el gen pilA responsable de codificar la proteina
estructural pilina, se expresaba mas en el crecimiento con oxidos de Fe(lll) que
Fe(lll) soluble. La cepa mutante ApilA de G. sulfurreducens no puede reducir los
oxidos de Fe(lll) por lo que presentaba una deficiencia en el transporte de
electrones, ademas de verse afectado también el intercambio de electrones
interespecies y el desarrollo de biopeliculas conductivas (Reguera et al., 2005). En
uno de los andlisis de microscopia de fuerza atdmica, se propuso que la
transferencia de electrones de largo alcance a los 6xidos de Fe(lll) podria ser por
los filamentos de pilina (Reguera et al., 2005), aunque hasta ahora todavia no se
tiene muy en claro como ocurre la transferencia de electrones a lo largo del pili
conductivo, se sigue estudiando este proceso y existen diferentes hipotesis de como
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ocurre, entre ellas esta la de salto de electron entre citocromos, pero también se
sugiere que los citocromos no median esto (Reguera et al., 2005). Entre las ultimas
propuestas para la transferencia de electrones a lo largo del pili en G. sulfurreducens
esta que es por los aminoacidos aromaticos de la proteina PilA, mediante un salto
de electrdn (Lovley, 2012; Tan et al., 2016; Filman DJ. et al., 2019; Shu C, 2019).

4. Regulador GSU1771

Tremblay y sus colaboradores en el 2011 desarrollaron un experimento de evolucién
adaptativa, donde se modificd las condiciones ambientales para generar una
presién selectiva a una cepa silvestre de G. sulfurreducens (PCA) y ver si esta cepa
podria reducir con una mayor eficiencia 6xido de Fe(lll). En los resultados se
aislaron dos cepas derivadas de esta WT y podian reducir mas rapido Fe(lll)
insoluble, las denominada V1 y V2, las cuales como era de esperar presentaban
mutaciones en su genoma, pero las mutaciones de mayor interés fueron las que
presentaron ambas cepas en sus genes, la pgcA, que codifica para un citocromo
tipo cy gsul771, para un regulador transcripcional. También construyeron una cepa
mutante en el gen gsul771 para verificar si el fenotipo positivo obtenido para la
reduccion de Fe(lll) insoluble era por este gen y se encontrdé que en la cepa el gen
pilA estaba sobreexpresado (Elena and Lenski, 2003; Tremblay et al., 2011).

En el laboratorio se contruyo la mutante GSU1771 debido a que se desconocian los
mecanismos de regulacion transcripcional de la proteina GSU1771 sobre el gen pilA
en G. sulfurreducens y su funcion en el control de expresion de otros blancos
(Almanza, 2018). Se cuantific6 mediante RT-gPCR la expresion de los genes omcB,
omcC, pilA, omcE, omcS y omcZ, importantes en la transferencia de electrones, se
encotro que estan sobreexpresados y los genes dcuB y frdCAB reprimidos. Ademas,
mediante ensayos de union ADN-proteina tipo EMSA determinaron que la proteina
GSU1771 se unia a la region promotora de pilA, omcE, omcZ,dcuB y frdCAB de
forma directa (Martinez, 2018).

5. SARP

Como se menciond anteriormente en los experimentos de Tremblay de evolucion
dirigida, se generd una cepa mutante con una insercion de un elemento IS en la
region codificante del gen gsul771. Se sabe que la proteina que codifica para
GSU1771 es una proteina miembro de los reguladores transcripcionales tipo SARP
(Proteina reguladora antibiética de Streptomyces) y no se habia reportado
anteriormente en las Deltaproteobacterias, solo en Streptomyces, el cual se
encuentra muy alejado filogenéticamente y tiene que ver con la sintesis de
metabolitos secundarios, como antibiético. Estos reguladores en algunas especies
de Streptomyces son activadores y/o represores de la transcripcidbn de genes
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implicados en la biosintesis de antibidticos (Tremblay et al., 2011; Gang Liu et al.,
2013).

V. JUSTIFICACION

El proceso de transferencia extracelular de electrones en G. sulfurreducens es
importante por sus aplicaciones biotecnolégicas en la biorremediacion y en la
produccion de electricidad. La generacion de mutantes involucradas en la
transferencia de electrones, podria mejorar dicho proceso y tener un gran potencial
de aplicaciéon en celdas microbianas de combustible, ademas de contribuir al
entendimiento del proceso de trasferencia de electrones.

VI. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La mutante GSU1771 es capaz de reducir 6xidos de Fe(lll) y sobreexpresar pilA, es
por eso que su caracterizacion a nivel de la formacion de la biopelicula y reduccion
de Fe(lll) es muy importante ya que podria tener una mayor transferencia de
electrones, ademas de complementarla en trans para comprobar que la mutacion
es la responsable del fenotipo observado.

VIl. HIPOTESIS

GSU1771 codifica para un regulador transcripcional que afecta negativamente la
produccion del pili, al mutarlo se obtiene una biopelicula mas gruesa por una
sobreproduccion de pilA lo que repercutira en una mayor transferencia de
electrones.

VIll. OBJETIVOS

1. Objetivo General
Caracterizar la estructura de la biopelicula en la mutante GSU1771 y complementar
la mutante con el gen silvestre.

2. Objetivos particulares

> Caracterizacion del crecimiento de la mutante GSU1771 en diferentes
donadores y aceptores de electrones.
» Caracterizar la estructura de la biopelicula.

» Complementar en trans la mutante GSU1771.
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IX. MATERIAL Y METODOS
1. Cepas y plasmidos utilizados

En este trabajo se utilizo las cepas bacterianas y los plasmidos que se encuentran
en la siguiente tabla (Tabla 1):

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en este trabajo

Cepa Caracteristicas Referencias
Coleccion del
laboratorio
(Judrezetal.,

G. sulfurreducens  Cepa silvestre DL1 2009)

G. sulfurreducens Derivada de G. sulfurreducens DL1 con una delecién del
mutante GSU177 gen gsul771 Almazan(2018)

Cepa transformable a eficiencias altas y deficiente en los Sambrook et al.,

E. coli XLBlue sistemas de recombinacién homdloga 1989
Plasmidos Caracteristicas Referencias
Vector de clonacion linealizado. Contiene un gen letal que
es interrumpido por la ligacion del inserto de DNA en el Thermo
Pjetl.2/blunt sitio de clonacion. Tiene cassette de resistencia a Scientific
Ampicilina, su tamafio es de 2974pb CloneJET PCR
Cloning Kit

Vector para la subclonacion. Tiene un amplio rango de

hospedero, tiene origen de replicacion en Geobacter.

Cuenta con cassette de resistencia a Espectomicinay un  (Byoung-Chan
pRG5 tamafio de 7293pb Kim et al., 2005)

2. Medios de cultivo

Los medios de cultivos utilizados durante los experimentos, junto con sus
caracteristicas principales, son las siguientes (Tabla 2):

Tabla 2. Medios de cultivo utilizados

Nombre Uso Caracteristicas Referencias
El donador de electrones es el acetato.
El aceptor de electrones es el

Crecimiento de las cepas de  fumarato. Ver anexo,
NBAF G. sulfurreducens Burbujea y esteriliza el medio. (Coppi et
Medio liquido y solido al., 2001)
Citrato Ver reduccion de Fe(lll) a El donador de electrones es el acetato  Ver anexo,
férrico Fe(ll) para crecimiento de sodio. Coppi et
indirecto El aceptor de electronees es el Fe(lll). al.,2001
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Burbujea y esteriliza el medio.

Crecimiento de E. coli XLB.

Luria Transformacion en E. coli.

Bertani XLB Nutricionalmente rico disefiado para el Sambrook

(LB) Seleccién de mutantes y crecimiento cultivos. etal., 1989
cultivos. Medio liquido y sélido.

Nota: En el anexo se encuentra la composicion de cada medio y su forma de preparacion.

El medio LB se complement6 con o sin antibiotico Ampicilina.

3. Desplazamiento del Oz para obtener un ambiente anaerobio

En el intercambio gaseosos la mezcla de gases se generd con una presién, para
disolver el oxigeno presente (Tabla 3) (Figura 3):

Tabla 3. Mezcla de gases para generar medio anaerobio

Gas Cantidad Referencias
N2 80% Coppi et al., 2001
C02 20% Coppi et al., 2001

La estacién de gaseo cuenta con una columna con cobre en su interior, la cual se
calienta y reduce para eliminar humedad del ambiente y rastros de oxigeno. Los
medios (NBAF y citrato férrico), las inoculaciones y tomas de muestra se realizaron
con jeringas y agujas estériles, las cuales fueron purgadas (limpiadas con el flujo de
la mezcla de gases) para eliminar todo rastro de oxigeno que contuvieran.

Gas2usd

— Esterlizar

Durbujeo defaze Curbujzo de fase X
Medio preparada licuida cen QESCooa Con Srsgffgn?zl
N2 CO2 N2:CO2 SLpe

Figura 3. Procedimiento para la preparacion de los medios de cultivos anaerédbicos. El medio
NBAF y el medio citrato férrico se burbujean en tubos o frascos con una mezcla de N2:CO2 (80:20)
durante 8 minutos la fase liquida por cada 10 ml de medio de cultivo y 8 minutos la fase gaseosa por
cada 10 ml de medio de cultivo, se sellan bien colocando sobre los tapones de goma butilica un
casquillo y finalmente se esterilizan en autoclave a 121 °C por 20 minutos. El citrato férrico es de
coloracion café parduzca y se forran sus recipientes con aluminio durante todo el proceso para evitar
la exposicién a la luz.
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4. Aditivos para los medios de cultivo y antibidticos

La siguiente tabla contiene los aditivos que se le ponen a los medios y los
antibiéticos utilizados con su funcion (Tabla 4):

Tabla 4. Aditivos para los medios y antibiéticos

Stocks Caracteristicas  Funcidn Referencias
Extracto de Burbujeadoy Nutriente adicional al medio Coppi et
levadura al 5% esterilizado NBAF al.,2001
Burbujeadoy Actia como reductor en caso Coppi et al.,
Cisteina 100 mM esterilizado de ser necesario 2001
Acetato 2.5 M Burbujeadoy Es el donador de electrones en Coppi et al.,
[100X] esterilizado el medio citrato férrico 2001
Ampicilina (Amp) Se esteriliza  Es el antibidtico para la Coppi et al.,
200 mg/ml por filtros resistencia en el pjetl.2 2001
Tetraciclina (Tc) Se esteriliza  Es el antibidtico para las cepas Coppi et al.,
10 mg/ml por filtros competentes de XLB 2001
Espectinomicina
(Sp) 50mg/ml en Es el antibiético para la
XLBy 75 pg/mlen Se esteriliza  seleccién de la subclonacion Coppi et al.,
Geobacter por filtros 2001

Se utilizan en la subclonacion
Se esteriliza  para seleccionar las colonias Coppi et al.,
XGAL e IPTG por filtros que tengan el inserto. 2001

El NBAF se complement6 con extracto de levadura y cisteina por separado (Figura
4).
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Figura 4. Procedimiento para la suplementacion e inoculaciéon del medio NBAF. Antes de
inocular el medio, se espera unos minutos a que regrese a su color original. Se suplementa con 0.1
ml de extracto de levadura [5%] y se reduce con 0.1 ml de cisteina [100 mM] por cada 10 ml de
medio de cultivo.

El citrato férrico se complemento por separado con acetato de sodio y se evito la luz
forrando los tubos o frascos con aluminio (Figura 5).
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Figura 5. Procedimiento para la suplementaciéon e inoculaciéon del medio Citrato férrico.
Durante toda su preparacién el medio se encuentra protegido de la luz. Se suplementa con 0.1 ml
de acetato de sodio 2.5 M [100X].

5. Oligonucledtidos empleados para construcciones moleculares

Las secuencias de los oligonucleoétidos utilizados en este trabajo se muestran a
continuacion (Tabla 5):

Tabla 5. Oligonucledtidos
Oligonucleétido

(clave-aiio) Secuencia Observacion
Oligo FW

gsul771UpFw Secuencia (5'->3): EcoR1

(2640-2019) ATGAATTCCATATCCGCGAGAAAGACCT

Comp71Rev Secuencia (5'->3): Oligo RV

(442-2018) ATAAGCTTACAGATATACTGCATGAGACG Hindlll

Juntos amplifican un fragmento de 1014pb que tiene al gen gsul771 (WT1771).

6. Caracterizacion de la mutante GSU1771 de G. sulfurreducens

6.1. Reduccion de diferentes aceptores de electrones solubles

Los medios utilizados son para monitorear el crecimiento de las cepas empleadas y
medir su reduccion, mediante cinéticas de crecimiento en NBAF con acetato como
donador y fumarato como aceptor de electrones y cinéticas de reduccion de Fe(lll)
soluble, con acetato como donador y Fe(lll) soluble como aceptor de electrones.

6.1.1 Cinética de crecimiento empleando fumarato como aceptor de electrones
El NBAF tiene como donador de electrones acetato y como aceptor de electrones
fumarato. Este medio permiti6 monitorear el crecimiento de G. sulfurreducens por

turbidez (Densidad optica) en el espectrofotometro. Se dividié en frascos de 20 ml
y/o tubos de 10 ml. Antes de inocularlos se complementaron con 0.2 mly 0.1 ml de
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extracto de levadura respectivamente y se redujeron con 0.2 mly 0.1 ml de cisteina
respectivamente, a las concentraciones mencionadas anteriormente (Tabla 4).

Para iniciar la curva se necesito cultivos frescos, por o que se preparé un nuevo
cultivo en un tubo, se inocul6 con 0.3 ml para que estuviera a una densidad optica
(D.O) de 0.4 aproximadamente dentro de 24 horas (depende de la cepa) y de ahi
se realizaron calculos para inocular en los frascos de 20 ml, la concentracion idénea
para iniciar la curva a una D.O de 0.02, se incubaron a 30°C.

Se analizo las cepas por duplicado: Cepa silvestre (WT) DL1 de G. sulfurreducens
y la mutante GSU1771.

Después de complementar la mutante GSU771 se realizé otra cinética por triplicado,
que incluia la WT, la mutante GSU1771, la mutante GSU1771 complementada
(GSU1771/WT1771), la GSU1771 con el pRG5 solo (GSU1771/pRG5) y la DL1 con
el pRG5 solo (WT/pRGb5).

Se les tom6 muestra en la estacién de gaseo en el tiempo cero y cada 12 horas con
una incubacion de 30°C. Las lecturas de las muestras fueron analizadas en el
espectrofotometro con una absorbancia de 600 nm y se graficaron los resultados.

6.1.2 Cinética de crecimiento empleando Fe(lll) soluble como aceptor de
electrones

El medio citrato férrico tiene como donador de electrones acetato de sodio y como
aceptor de electrones Fe(lll) soluble. Se dividi6 en tubos de 10 ml, antes de
inocularlos se complementaron con 0.1 ml de acetato de sodio.

Para iniciar curva se necesitd cultivos frescos en NBAF, por lo que se pusieron
nuevos cultivos en tubos y se inocularon con 0.3 ml para que estuviera a una
densidad oOptica alrededor de 0.4 dentro de 24hrs (depende de la cepa) y de ahi se
realizaron célculos para inocular en los tubos de citrato férrico de 10 ml a la
concentracion para iniciar curva a una D.O inicial de 0.02.

6.1.2.1 Determinacion de Fe(ll) por un método colorimétrico

El reactivo ferrozina propuesto por Stookey (1970), reacciona con Fe divalentes
para formar una especie de complejo magenta estable. La ferrozina es un reactivo
para la determinacion de hierro. Aumenta el potencial de reduccién del hierro
formando complejos preferentemente con el Fe(ll) e induciendo la reduccion del
Fe(lll) durante el andlisis. EI compuesto de ferroina forma una solucion estable de
color magenta con el ion ferroso. EI complejo tiene un pico de absorcion a 562 nm
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y se utiliza como reactivo e indicador para el hierro (Viollier E. et al., 2000; Nguyen
T.H. and Waterhouse A.L., 2019).

Curva estandar de Fe(ll)

Se prepard una solucion patron para hacer diluciones seriadas y obtener las
diluciones a diferentes concentraciones mM de Fe(ll) (Tabla 6) (Ver anexo).

Tabla 6. Concentraciones para curva estandar 1
1 mM
5mM
10 mM
20 mM
40 mM

Se realiz6 diluciones de Fe(ll), para la curva estandar. Se colocé en tubos falcon
envueltos con aluminio las anteriores concentraciones y se hizo diluciones con 0.5
N de HCI (Tabla 7):

Tabla 7. Concentraciones para curva estandar 2

Concentracion Dilucién 1:50
0 mM 0mMm

1mM 0.02 mM

5 mM 0.1 mM

10 mM 0.2 mM

20 mM 0.4 mM

40 mM 0.8 mM

Se tomaron 2.45 ml de ferrozina en un eppendorf y se le adicionaron 50 ul de las
diluciones 1:50 (ver anexo). Las diluciones finales fueron las siguientes (Tabla 8):

Tabla 8. Concentraciones para curva estandar 3
Dilucién final
0mM
0.0004 mM
0.002 mM
0.004 mM
0.008 mM
0.016 mM

Se leyo en el espectrofotometro a 562 nm, las lecturas se graficaron para determinar
el punto de referencia de las muestras a analizar, se obtuvo la ecuacion de la recta,
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se despejo “X” para obtener la concentracion y “Y” es la D.O obtenida, ademas se
multiplicaron dichas concentraciones por sus respectivas diluciones y se graficaron.

Fueron inoculadas por duplicado (primera cinética) y triplicado (segunda cinética),
la cepa silvestre DL1 y la mutante GSU1771 (primera cinética), la DL1, la mutante
GSU1771, la mutante GSU1771 complementada y la mutante GSU1771 con pRG5
(segunda cinética). Se tomé muestra (0.1 ml) en el tiempo cero y cada 12 horas en
tubos eppendorf que contenian previamente 0.9 ml de HCI 0.5 N. El ml resultante
sufrié diluciones para poder ser leido por el espectrofotometro a 562 nm, mediante
ensayo con ferrozina (entre mas concentrada estuviera la muestra con Fe(ll), la
ferrozina se ponia mas morada) (Coppi et al., 2001).

6.2 Caracterizacion de biopelicula

6.2.1 Desarrollo de la biopelicula y observaciéon de su estructura empleando
microscopia confocal mediante la tincidn vivas y muertas

La tincion vivas y muertas permite diferenciar las células vivas de las muertas al
observarse en el microscopio confocal, con esto podemos ver la viabilidad y
estructura de la biopelicula entre otros aspectos, esto es posible de observarse
mediante una serie de cortes que se realizan en la biopelicula con ayuda de este
microscopio.

6.2.1.1 Preparacion de cultivos y colorantes

Para realizar la tincion de vivas y muertas de la biopelicula formada por G.
sulfurreducens, se partié de cultivos en medio NBAF en botellas. Primeramente, se
prepar6 el medio NBAF, se vertio en tubos a los cuales previamente se les agrego
el soporte FTO en el cual crece la biopelicula. Se marco el lado no conductor para
su posterior identificacion. Posteriormente, se burbujed el medio de cultivo y se
esteriliz6. Al momento de inocular, se partieron de preinéculos con una D.O de 0.3
aprox. a 600 nm para que la cuantificacion fuera comparable y se inocul6 a una
concentracion inicial de 0.02, el lado conductor del FTO queda hacia arriba para que
se forme la biopelicula sobre este. Los cultivos de la DL1 y la mutante GSU1771 se
incubaron a 25 °C, con sus duplicados, para los tiempos de 24, 48, 72 (DL1 y
GSU1771) y 120 (solo GSU1771) horas.

El kit LIVE/DEAD “BacLight Bacterial Viability” utilizé una mezcla del colorante Syto
9 (colorante de &cidos nucleicos fluorescente verde) y yoduro de propidio (colorante
de 4&cidos nucleicos fluorescente rojo). Estos colorantes difieren en sus
caracteristicas espectrales y en su habilidad para penetrar la membrana de células
bacterianas. El colorante Syto 9 tifio todas las bacterias presentes en la muestra
(bacterias con membranas intactas y dafiadas). En contraste, el Yoduro de propidio
penetra solamente la membrana de bacterias dafiadas causando una reduccion en
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la fluorescencia del colorante Syto 9 cuando ambos colorantes estan presentes. Por
lo tanto, se observaron las células vivas en color verde y las células muertas en
color rojo.

Para visualizar las células de la biopelicula generadas por G. sulfurreducens se
utilizé la siguiente mezcla de colorantes:

15 ul Syto 9

15 pl Yoduro de propidio

150 pl Solucién salina burbujeada y estéril
150 pl Cisteina burbujeada y estéril

6.2.1.2 Procedimiento

En el cuarto del microscopio confocal con poca luz, se retiré con cuidado el soporte
(FTO) del medio de cultivo y se coloc6 en una caja Petri. Se tomé solucion salina
mAas cisteina con una jeringa y se enjuago el biofilm con 3 o0 4 gotas, se levant6 con
cuidado y se seco el exceso con un papel absorbente. Se agrego 25 ul de la mezcla
de colorante a la muestra, asegurandose de que se cubriera toda la superficie del
soporte donde estaba el biofilm. Se incub6 la muestra por 10 minutos, cubriendo la
caja Petri con papel aluminio, asegurandose de que la muestra no se secara, Si se
observa seca se agrega 1 o 2 gotas de solucién salina mas cisteina. Después de
los 10 minutos de incubacidén, se lavo el soporte con solucion salina mas cisteina.
Se colocé el soporte (FTO) en la tapa de una caja Petri, se cubridé con dos gotas de
solucion salina mas cisteina y se observé al microscopio. Se utilizé el microscopio
confocal Olympus FV1000 Multi-foténico tipo Upright BX61WI y el objetivo de 60X,
al final se analizaron las imagenes con los programas Fiji y Comstat como se
muestra a continuacion.

6.2.1.3 Andlisis de imagenes
1) Tener instalados los programas Fiji, Comstat y el cédigo de %VIVAS Y MUERTAS
2) Para abrir imagen
Meterse a Comstat — ImageJ — File — Open - (Se buscoé el documento a analizar) —
Abrir - Ok
3) Para asignar los canales
Image — Color - Channels Tool - Channel 1 — More - Green
Channel 2 — More - Red
Color-Composite
4) Para mejorar imagen (se ajusto el brillo)
Image — Adjust - Color Balance - (Guardar imagen)
5) Para guardar imagen
File - Save As - PNG
6) Para guardar en el formato que lee Comstat la imagen
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Plugins — BioFormats - BioFormats Exporter - (es el formato OME-TIFF, se
selecciond carpeta y guardd) — Ok — Uncompressed - Ok

7) Para sacar el grosor y cobertura del sustrato.
Plugins - Comstat2 (aceptar y se abren varias pantallas) - (En el cuadro de Observed
Directories) — Add - (se seleccioné la carpeta donde se guard6 el formato OME-
TIFF, sin abrir) - (sale otra ventana y se ve que estén los dos canales) - (se
selecciond en el cuadro de Comstat2.1) - Area Occupiied in Layers - Maximum
Thickness - Go (sali6é cuadro con valores)

8) Se hizo un documento en Excel y se selecciond los siguientes valores por canal,
primero sale el verde y después el rojo se encuentra mas abajo.
-AREA OCCUPIED BY CELLS IN DIFFERENT LAYERS (Percent del 3)
-Maximum thickness (um)

9) Sac6 promedios y desviacion estandar

10) Para visualizar imagen lateral (se hizo paso del 2 al 4 en Fiji)
Plugins - 3D viewer - Resampling factor: 1 (se quité canal azul) - Ok
Edit - show bonding (se ajusté la imagen moviéndola hacia abajo con la flecha
(teclado) y después se le quitd el show bonding)

11) Para sacar porcentaje de vivas y muertas
Tener el block de notas con el codigo (% VIVAS Y MUERTAS):
for (i =1; i <X; i++) {run ("Find Maxima...", "noise=180 output=Count exclude"); run
("Next Slice [>]");}
Seleccionar en el valor de X el nUmero de stacks (cortes) mas grande que se obtuvo
y sumarle uno mas

12) Se abrié Fiji (ImageJ)
Fiji — Plugings — BioFormats - BioFormats importer
Image - Color (se seleccion6 canales chl verde y ch2 rojo y se fij6 que la barra de
abajo se encontrara desde el stack inicial)
Image — Color - Split Channels (separa los canales)
Plugins — Macros — Install - (se seleccioné el archivo con el cédigo) (solo se hizo la
primera vez)
Pluging — Macros - %VIVAS Y MUERTAS (lo que salio era del canal que se tuviera
seleccionado)
Salié una ventana con muchos ndmeros (son el numero de pixeles por capa), se
selecciond desde el primero hasta el nUmero antes de que se repitieran.
Edit - Copy (se peg6 en Excel), por cada canal y por cada imagen.
Se sumo los pixeles por canal de vivas y de muertas y se saco el total. Con esto se
obtuvo el % de vivas y el de muertas, se sacO promedio y la desviacion estandar.

6.2.2 Ensayo de Aglutinacion

Los ensayos de aglutinacion son para poder cuantificar la cantidad de agregados
gue se forman en el soporte, en comparacién con las células planténicas que
guedan en el medio y asi relacionarlo con la formacion de biopelicula.
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Se preparé cultivos en tubos de 10 ml de NBAF con sus respectivos aditivos y se
incubaron a 25°C durante 48, 72 y 120 horas (3 tubos para aglutinacion y 2 de
control por cepa) de DL1 y la mutante GSU1771. Después se tomé su D.O a 600
nm ladeando el tubo con mucho cuidado de que no se despegaran las células del
fondo (D.O células en suspension “S”). A continuacion, se agitaron con fuerza los
controles y se les tomé su D.O (D.O total “T”). Se obtuvé la aglutinacion al restar la
T-S, después se saco el porcentaje, su diferencia y su desviacion estandar (Reguera
et al., 2007).

6.2.3 Tincion con cristal violeta de biopelicula de Geobacter sulfurreducens

Esta técnica cuantifica la formacion de biopelicula empleando cristal violeta como
colorante para tefiir toda la biomasa celular, es decir, células vivas, muertas, los
exopolisacaridos, entre otros componentes, para proseguir con su medicion en
celda para espectrofotometro a una absorbancia a 550 nm.

6.2.3.1 Formacion de biopelicula en el soporte FTO

La preparacion de cultivos fue igual que la preparacién de cultivos que se ocup6
para ver el desarrollo de la biopelicula y observacion de su estructura empleando
microscopia confocal mediante la tincion vivas y muertas, igualmente incubados a
25°C, pero por triplicados y dos controles de 48, 72 y 120 horas de DL1 y la mutante
GSU1771. Los controles se agitaron con fuerza y se les tomo su D.O a 600 nm.

De los tubos para la tincion se les retiré con cuidado el soporte (FTO) del medio de
cultivo y se coloco en una caja Petri. Se tomd PBS 1X con una jeringa y se enjuagé
la biopelicula con 3 0 4 gotas de PBS, se levant6 con cuidado y se secoé el exceso
con un papel absorbente. Se agregd con una jeringa 10 gotas de PBS 1X- Metanol
50% (la solucion debia cubrir completamente la superficie del soporte donde se
encontraba la biopelicula). Se dej6 reposar por 2 minutos y posteriormente se
descarto el PBS 1X- Metanol 50 %. Se seco el exceso con una sanita. Se adiciono
con una jeringa 10 gotas de Metanol (cubriendo perfectamente la superficie del
soporte) y se dejo reposar por 10 minutos. asegurandose de que no se secara la
muestra (si esto pasa se agrega un poco mas de metanol). Se descartd el metanol
y se secO perfectamente el soporte, se colocé el soporte a 37 °C para secar mas
rapidamente. Se agregd con una jeringa cristal violeta suficiente para cubrir toda la
superficie del soporte. Se dejo reposar por 10 minutos verificando que no se secara
la muestra (si esto sucede se debe agregar mas cristal violeta). Se eliminé el exceso
de colorante enjuagando el soporte (FTO) con agua grado mili Q y se dej6 secar. Si
el soporte tenia aun alguna marca del lado no conductor (el lado donde no esta la
biopelicula) se quitaba con etanol o acetona. Se coloco el soporte dentro de un tubo
falcon y se agregd 1 ml de acido acético al 30%. Se colocé el ml en una celda para
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espectrofotometro y se midié la absorbancia a 550 nm, utilizando como blanco acido
aceético al 30%. Se realizaron diluciones con el acido acético si el resultado de la
tincion era visiblemente intenso (morado oscuro) o si la lectura en el
espectrofotometro era mayor o igual a 1. Se analizaron los resultados tomando en
cuenta las diluciones y dividiendo la D.O de la muestra entre el promedio de los
controles, se saco el promedio, desviacion estandar y la diferencia entre la cepa
mutante GSU1771y la DL1.

6.2.3.2 Formacion de biopelicula en vidrio

Se prepard los cultivos como en el ensayo de aglutinacion para DL1 y la mutante
GSU1771, se agitaron con fuerza los 2 controles y se les tomd la D.O a 600 nm, se
destaparon con cuidado los otros tres tubos para la tincion y se deseché el medio,
se escurrieron los tubos en un papel absorbente y se esperé a que se secaran
completamente, se metieron a la incubadora a 37°C para acelerar el proceso de
secado. Se adiciono 20 ul de cristal violeta por tubo y se dejo reposar por 20 minutos
(evitar salpicar las paredes del tubo), posteriormente se escurrieron del cristal
violeta por 10 minutos y después 20 minutos a 37°C. Se lavo el exceso con agua
grado mili Q sin adicionar el chorro de agua directo, hasta que dejara de salir
colorante, se pusieron a secar los tubos durante 1 hora a 37°C y se les adiciono 1
ml de acido acético puro. Por ultimo, se midio en una celda en el espectrofotdmetro
a 550 nm y se realizaron diluciones correspondientes si eran requeridas. Se analiz6
los resultados tomando en cuenta las diluciones y dividiendo la D.O de la muestra
entre el promedio de los controles, se sacé el promedio, desviacion estandar y la
diferencia entre la cepa mutante GSU1771 y la DL1.

6.3 Inmunodeteccion o “western blot” de PilA en mutante GSU1771

Se pusieron cultivos a 24, 48, 72 y 120 horas de las cepas DL1 y la mutante
GSU1771. Se lisaron y se les extrajo proteina, se les midié su concentracion en el
nanodrop y se realizaron las diluciones correspondientes. Se hizo un gel de
poliacrilamida al 15%, para la inmunodeteccion y otro para el control de carga. Se
corrieron en una electroforesis SDS-PAGE, uno de los geles se transfirid a una
membrana mediante una camara de electroforesis (Biorad) a 40 V' y 100 Ma por una
hora y media. Después se retirdé la membrana y se sumergié en PBS 1X durante 15
minutos. Se preparo la solucion bloqueadora y se bloqued la membrana toda la
noche en el cuarto frio. Al siguiente dia se hicieron los lavados correspondientes y
se le adiciono el anticuerpo primario (anti-pilina) a una diluciéon 1:1000, preparado
en PBS-BSA 0.3% y se incubd por 4 horas, se repitieron los lavados
correspondientes y se agregé el anticuerpo secundario (Anti-lgG de conejo
acoplado a fosfatasa) a una dilucién 1:5000 preparado en PBS-BSA 0.3% y se dej6
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toda la noche en el cuarto frio, se realizaron sus lavados y se adicioné 1 ml de
reactivo (1-Step NBT/BCIP) para la reaccion de la enzima acoplada al segundo
anticuerpo, en cuanto se visualizaron las bandas se paroé la reaccién con agua. Para
determinar la expresion de la proteina PilA, se realizd un analisis con el programa
ImageJ para determinar la intensidad y el area de cada una de las bandas
observadas en el Western Blot de cada tiempo, al final se obtuvo el factor de cambio
en la cantidad de pili.

7. Complementacion de la mutante GSU1771

7.1 Disefno de oligonucledtidos

Se us6 NCBI para obtener la secuencia del genoma de G. sulfurreducens y del gene
gsul771, se disefiaron los oligonucleétidos con el programa Primer3 Input (version
0.4.0) y se le afadi6 al oligonucle6tido FW el sitio de restriccion

y al RV el sitio de restriccion Ya se contaba en el laboratorio con
el oligonucleétido RV, por lo que solo se mandoé a sintetizar el oligonucleétido FW a
la unidad de sintesis y secuenciacion del IBT.

FW Secuencia (5->3'): AT CATATCCGCGAGAAAGACCT Tm (1): 67.96
Clave: gsul771UpFw
RV Secuencia (5'->3): AT ACAGATATACTGCATGAGACG Tm (1): 66.78

Clave: Comp71Rev

El genoma de G. sulfurreducens mide 3.8 Mb, el gen gsul771 mide 648pb y la
region amplificada con los oligonucleétidos es de 1014pb como se observa a
continuacion:

Oligo FW, Oligo RV, gene gsul771

CATATCCGCGAGAAAGACCTTGAGAATCATTTCGATTCCGACTCGAAGGACG
GATCGGACAACAAACAAAAAGGAACAGATAAAGGTGCTTCGGCAGCATCCAA
GGTCGATGAGCAGTTGAAGAGCGATTATCAGGTGATGCGCGCGCTGGATCTC
CTGAAAGGGTGGGAAATCCTGAAAACAATAAGCAAATGAGAGGATGACTTAC
GCCAAAAGGGGGGGCTCGGGCCCCCCCTTTTTTTATGTAAATCCGATAAGTT
CTATATTTGTATTGACACTCCCGTAACGATGTAGTATTCAGTAGGTAAATTAAT
CACAGTTAAGGTAAGGGTGTATCGCGATGGTTGCACATAGAAAAATAACGAC
GACAGATGAGAGGGGAGAAGAGGGGCCTGCTTTACATATCAACTCGTTTGG
CGGTCTTTCCATTTCTTACCACGGCGCTCCCATAAGCATTGTCTGGGAAAGC
CAGAAAGCCAGGATACTTTTCTGTTATCTCCTTATCTCTTATGATCAGTGGCT
GCACAGGGACAAACTGATTGAAATGATTTGGCCCGGATGTGATCTTTCCTCC
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GGTGCCAAGAACTTCAAGACTACCCTGAGCAGGCTGCGCAAGTCATTTTCC
GGTCCTCGCACCGTGAATCCCGTGTTGAGCTTGGGAGAGGCCATTCGGCTC
GATTACTCCGTTTTCTCGCTTGATTCCAGCCAGTTTAAATATCATGCCTCTTC
AGGGATAAAAATGCTGGCCCGCGGCGAGATTTCCGTGGCAAGAAAGTATCT
GGAAACTGCCCAGGATCTTTACAGTGGGCCCTTTTTGCCTGAAGAACCATTT
GATCCCTATATTACCGCGGAACGCAATGAACTGGAGAAACTTCACGCGTCC
GTTCTGTCTTCACTTGAAAAGGTATATCAAATTGAAGGGAATCAGGATGCCG
TCGAGGCTATAACTCTCCTGAAGAATGTTGCGGGGATGGCTCATCAATCTTG
ATGAGCCGTCTCATGCAGTATATCTGT

Se uso el programa ApE, para ver y analizar la secuencia con los oligonucleétidos.
7.2 Células competentes XLB

Para hacer las células calcio competentes XLB, en un tubo se adicion6 5 ml de LB
con 5 pl de antibiético Tetraciclina (10 mg/ml), se inoculd con la cepa XLBlue de E.
coli y se dejo incubar toda la noche en agitacion (200 rpm) a 37°C. Se prepararon
dos cajas de LB con el antibiético Tetraciclina (10 mg/ml) y se estrio con el cultivo,
se dej6 toda la noche a 37°C y después se metieron a 4°C para conservarse,
ademas en un matraz de 500 ml se adicioné 99 ml de LB con 1 ml del cultivo
obtenido, se dejo incubar a 37°C en agitacion durante dos horas y media y se tomo
la densidad optica a 600 nm hasta tener un crecimiento de 0.4. Se dividi6 el cultivo
en dos tubos falcon de 50 mly se metieron en hielo por 20 minutos, se centrifugaron
a 4°C a 4000 rpm por 15 minutos, se desecho el sobrenadante, se resuspendio el
pellet en 20 ml de CaClz (100 Mm) y se dejo en hielo por 30 minutos, se centrifugo
en las mismas condiciones anteriores, pero por 10 minutos, se volvié a retirar el
sobrenadante y se resuspendio el pellet en CaClz 100 Mm 14% Glicerol 5 ml. Por
altimo, se generaron alicuotas de 200 pl en tubos eppendorf y se almacenaron a -
80°C.

7.3 Reaccion de PCR para la amplificacion del gen gsul771 de DL1

De un cultivo de NBAF con la cepa silvestre DL1 de G. sulfurreducens se tomé 5 ml
en la estacion de gaseo y se extrajo el pellet de células por centrifugacién a 14000
rpm por un minuto desechando el sobrenadante. Se extrajo el DNA mediante el kit
“Genomic DNA Purification kit de Thermo scientific” y por electroforesis se corrié un
gel de agarosa al 1%, para confirmar la extraccion del DNA. Se midi6 en el nanodrop
la concentracion y se hizo una PCR para amplificar la region del gen gsuU1771 (esta
region mide 648pb, pero con los oligonucleodtidos es de 1014pb).

Para la PCR se uso6 la enzima DNA polimerasa Phusion y los oligonucleotidos
disefiado (FW: gsul771UpFw y el RV: Comp71Rev), junto con un control negativo.
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Se emplearon las siguientes condiciones para un volumen final de 50 ul (Tabla 9):

Tabla 9. Condiciones de PCR

98°C 30s.
98°C 10s
58°C 40s
72°C 30s
Repetir | X30
72°C 5min.
4°C 00

Se corrié un gel de agarosa al 1% para observar la banda de 1014pb del fragmento
amplificado que contiene al gen gsul771 y se purificd la PCR por banda con el kit
“Gene JET PCR Purification kit #K0701”, se corrio otro gel para observar la banda
especifica de 1014pb y se midié su concentracién en el nanodrop.

7.4 Clonacion en pjetl.2/blunt

Se clono con el kit “Clone JET PCR Cloning kit #K1231 de Thermo Scientific”, con
la siguiente reaccion para la ligacion:

Tabla 10. Reaccién de ligacion

Buffer de reaccion 10 pl
PCR purificada 2 ul
pjetl.2/blunt cloning vector(50 ng/pl) | 1 pl
Agua libre de nucleasas 6 pl
T4 DNA ligasa 1l
Vi= | 20 pl
A 22°C por 2horas

Para la transformacion, a un vial de 200 pl de células calcio competentes de XLBlue
generadas con anterioridad, se le adicion6 10 pl de la ligacion obtenida y se incub6
en hielo por 30 minutos, después se le proporciond un choque de calor a 42°C por
2 minutos y se regreso al hielo, se le adiciond 1 ml de LB estéril y se llevo a agitacion
a 200 rpm durante 1 hora a 37°C. Previamente se prepararon 4 cajas de LB con
Amp (200 mg/ml) (1 pl de Amp por 1ml de LB) y se plaquearon con 250 pl cada caja
con las células transformadas resultantes, por ultimo se dej6 incubando a 37°C toda
la noche.
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7.5 Seleccion con Ampicilina

En las cajas de LB con Amp (200 mg/ml) que se plaguearon con las XLB
transformadas, crecieron colonias blanquecinas pequefias a las 12 horas, estas se
picaron con un palillo estéril diferente cada una y en una caja nueva de LB con Amp
(200 mg/ml) se les hizo una resiembra, enumerandolas y se dejaron crecer a 37°C
durante toda la noche, esto para evitar que se tomaran colonias que no se
transformaron.

7.6 Extraccion de plasmido, digestion y secuenciacion

Se seleccionaron algunas de las colonias crecidas después de las 12 horas, se
picaron cada una con un palillo diferente y en 5 ml de LB con Amp se meti6 un palillo
de una colonia y asi con las otras colonias seleccionadas, se dejaron a 37°C toda
la noche en agitaciéon a 200 rpm. Se extrajo plasmido con protocolo del laboratorio
que usa perclorato (Ver anexo) y se resuspendio en 100 pl de H20 con RNAasa (50
pg/ml).

Se realiz6 una digestion con Hindlll (Tabla 11) y se corrié gel de agarosa al 1% para
verificar la posicidn que tenia el inserto (1014pb), ya que el inserto tiene en su
extremo 3’el sitio Hindlll y el vector pjetl.2/blunt tiene otro sitio Hindlll (entre las dos
Hindlll, hay 252pb), por lo que las posibles bandas a obtener teniendo en cuenta
que el vector mide 2974pb son de:

En la direccion 5-3": 3736pb + 252pb

En la direccion 3"- 57; 2722pb + 1266pb

Tabla 11. Reaccion de digestion por colonia

H20 6.7ul

Buffer IX (R) 1l

Hindlll 0.3l

plasmido 2l
Vi= | 10yl

A 37°C por una hora

Y a 80°C por 20 minutos para inactivar enzima

Una vez obtenidas las cepas con su direccion del inserto, se picaron de nuevo las
colonias que lo tenian y se colocaron en 5 ml de LB mas Amp cada palillo y se
dejaron crecer toda la noche a 37°C en agitaciéon a 200 rpm. A continuacion, se
extrajo el pellet de células, se purificd el plasmido con el “Kit Plasmid Miniprep 117,
obteniendo un volumen final de 70 pl y se midié en el nanodrop la concentracién.
Se realizd otra digestion con Hindlll y se corri6 un gel para ver las bandas
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correspondientes, por ultimo, se mandd a secuenciar por Sanger y se analizé la
secuencia con el software ApE.

7.7 Clonacion del gen gsul77l en el plasmido a pRG5 para la
complementacion

Al plasmido Pjet1.2/GSU1771 obtenido se le realizé una doble digestion con EcoR1
y Hindlll para obtener el inserto con el gen gsul771 y después se uso la enzima
Bluting enzima del kit del PJET.1 para reparar el DNA y generarle extremos romos,
durante 5 minutos a 70°C, el vector pRG5 fue digerido con Smal de Thermo
Scientific a 30°C durante 2 horas para dejarle extremos romos, se purifico por banda
la digestion con el “Gene JET PCR Purification kit” y se desfosforilo durante 1 hora
a 37°C con la enzima fosfatasa alcalina (FastAP), para quitar el fosfato del extremo
5" y evitar que se religara el plasmido, a continuacion, se le hizo una ligacion del
inserto con el vector pRG5 y se transformaron las células de la mutante GSU1771
electro competentes generadas con anterioridad, se inocularon frascos de NBAF
solido que contenian el antibiético Espectinomicina (75 pg/ml) y se realizaron una
seleccion de colonias. Colonias rojizas pequefias.

Se realizé el mismo procedimiento, pero a otras células de la mutante GSU1771
electro competentes, con solo el plasmido pRG5 sin el inserto.

La cepa mutante GSU1771 complementada (GSU1771/WT1771) y la mutante con
el pRG5 (GSU1771/pRG5) se crecieron en NBAF liquido y se les hizo su
caracterizacion fenotipica (cinéticas de crecimiento en NBAF y de Reduccion de
Fe(lll)) junto con la cepa DL1, la mutante GSU1771 y la cepa silvestre con el pRG5
solo (GSU1771/pRG5) como otro control, se les realiz6 la cinética de crecimiento
en NBAF.
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X. RESULTADOS Y DISCUSION
1. Caracterizacion de la mutante GSU1771

La caracterizacion de la cepa mutante GSU1771 consistié en evaluar la capacidad
que presenta de reducir los aceptores de electrones solubles como son el fumarato
y el Fe(lll). Ademas de la caracterizacion de la estructura de su biopelicula
empleando la tincion vivas y muertas mediante microscopia confocal, la
cuantificacion de su biopelicula por tincibn con cristal violeta, entre otros
parametros.

1.1 Reduccion de aceptores de electrones solubles

Como lo determind Reguera et al., en el 2005, el pili no es necesario para la
reduccion de aceptores de electrones solubles, a diferencia de la reduccion de
aceptores de electrones insolubles como 6xidos metalicos que si lo requieren
(Reguera G. et al., 2005; Juarez et al., 2009). Por ello se decidié caracterizar esta
mutante empleando dichos aceptores.

1.1.1 Cinéticas de crecimiento con fumarato y Fe(ll) como aceptores de
electrones (NBAF y en Citrato Férrico)

Crecimiento empleando fumarato como aceptor de electrones

Para evaluar la reduccion de fumarato se utilizaron los cultivos en medio NBAF, el
cual tiene acetato como donador de electrones y fumarato como aceptor de
electrones. El acetato es el principal donador de electrones para G. sulfurreducens
y el fumarato se usa en el laboratorio como aceptor de electrones alternativo y
porque al ser intracelular le permite un crecimiento mas rapido (Caccavo F. et al.,
1994). EI medio NBAF se emplea para monitorear el crecimiento mediante la
absorbancia a 600 nm y para obtener una mayor biomasa. La siguiente figura
representa la curva de crecimiento obtenida de la cepa silvestre DL1 y la cepa
mutante GSU1771 (Figura 6):
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Figura 6. Curva de crecimiento en NBAF de DL1 y mutante GSU1771. Se hacen mediciones cada
12 horas a 600 nm. Toma por duplicado.

Como se puede ver en la gréafica anterior (Figura 6), se observd un retraso en el
crecimiento de la cepa mutante GSU1771, este retraso se podria relacionar con que
el regulador GSU1771 estuviera involucrado en la regulacion de genes implicados
en el transporte y metabolismo del fumarato. Sin embargo, se requieren otros
experimentos para poder elucidar que origina el retraso en este medio de cultivo
(Almazéan, 2018; Martinez, 2018).

Reduccion de Fe(lll) soluble como aceptor de electrones

Para evaluar esta reduccion de este 6xido metalico soluble se ocup6 el medio citrato
férrico, el cual tiene acetato como donador de electrones y Fe(lll) soluble como
aceptor de electrones. Como se mencioné en la introduccion, los 6xidos de hierro
son el principal aceptor de electrones de Geobacter en el ambiente, por lo que es
importante estudiarlos en el laboratorio (Coppi et al., 2001). Se ha observado que la
reduccion de Fe(lll) a Fe(ll) estd acoplada al crecimiento, por lo que se determiné
la reduccion de Fe(lll) a Fe(Il) como una medida indirecta del crecimiento celular de
G. sulfurreducens. Los resultados obtenidos se muestran a continuacion (Figura 7):
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Figura 7. Curva de reduccion de Fe(lll) a Fe(ll) de DL1 y mutante GSU1771. Se hacen mediciones
cada 12 horas a 550 nm. Toma por duplicado.

Como se observa en la grafica anterior (Figura 7), en la reduccion de Fe(lll) soluble
a Fe(ll), la mutante GSU1771, presentd una reduccidon mas rapida que la cepa
silvestre (DL1), esto podria estar relacionada al incremento en la expresion de
algunos de los citocromos tipo c involucrados en la reduccién de Fe(lll) como se
demostré en los trabajos de Almazan, 2018 y Martinez, 2018, en los que se observé
que la cepa mutante GSU1771 producia mas citocromos tipo ¢ y mas proteina PilA
que la cepa silvestre, esto mediante el estudio del regulador GSU1771 en el control
de la expresion de genes implicados en el proceso de transferencia extracelular de
electrones, mediante el andlisis por RT-gPCR. En el cual se observd la
sobreexpresion de los genes omcB (su mutante disminuye la reduccién de Fe(lll)
soluble e insoluble), omcC (no es fundamental en reduccion de Fe(lll) soluble), pilA
(codifica para la proteina estructural del pili, importante en la transferencia
extracelular de electrones y para la reduccién de sustratos insolubles), omcE
(importante para el crecimiento con aceptores insolubles), omcS (esta anclado a lo
largo del pili y facilita la transferencia de electrones del pili a los oxidos de Fe(lll)) y
omcZ (podria promover la reducién de aceptores de electrones extracelulares
solubles) y por ensayos de union ADN-proteina tipo EMSA entre sus regiones
promotoras, se determind si la proteina GSU1771 regulaba directamente la
transcripcion de los genes evaluados, viendo que la proteina GSU1771 se unia a
las regiones promotoras de forma directa de pilA, omcE, omcS, omcZ. Todos genes
gue codifican proteinas involucradas en la reduccién de metales, lo cual nos indica
que en efecto GSU1771 codifica para un regulador transcripcional que afecta
negativamente la produccion del pili y la reduccion de Fe(lll) soluble e insoluble, por
eso al mutarlo, se ve incrementada la reduccion de Fe(lll) soluble como pudimos
observar en la grafica.
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1.2 Caracterizacion de biopelicula

La caracterizacion de la biopelicula es importante porque sirve para entender mejor
los posibles mecanismos de crecimiento de las bacterias en diferentes sustratos.
También ayuda a entender las contribuciones del pili y otros componentes de la
célula externa en la formacion de la estructura de la biopelicula y con ello poder
optimizar si es posible, la transferencia de electrones a las superficies que aceptan
electrones (Reguera et al., 2007).

1.2.1 Desarrollo de la biopelicula y observacion de su estructura
empleando microscopia confocal.

Se analizé la formacion de biopelicula a diferentes tiempos empleando las cepas
WT (DL1) y la mutante GSU1771. Para su observacion en el microscopio confocal
se utilizo el objetivo 60X y se observd como se generaron cortes longitudinales de
la biopelicula formada en el FTO, desde la parte inferior mas unida al sustrato hasta
la parte mas superior-externa de la biopelicula, la cantidad de los cortes dependen
del grosor de la biopelicula y en este tipo de tincion se pueden observar las células
vivas en color verde y las muertas en rojo. Con ello se puede determinar si dicha
biopelicula es metabdlicamente activa y puede servir para el transporte de
electrones o no. En nuestro caso se empleé el KIT LIVE/DEAD (como se describe
en material y métodos), con esta tincion se analizé la produccion de la biopelicula,
se evalud su estructura, se estimo el porcentaje de células vivas, su grosor y
cobertura del sustrato, mediante la obtencion de imagenes por microscopia confocal
y con los programas Fiji y Comstat (Heydorn, et al., 2000; Methods, 2012) para su
analisis correspondiente. Para tefiir las células que forman la biopelicula sobre el
FTO (vidrios semiconductores de 6xido de estafio dopado con fltor), los cuales son
peliculas delgadas épticamente transparentes y eléctricamente conductoras, se usé
el kit LIVE/DEAD “BacLight Bacterial Viability”. Los cultivos se crecieron a 25°C,
temperatura que favorece la formacion de biopelicula, se analizaron tres tiempos de
cultivo por duplicado, en el caso de DL1, 24, 48 y 72 horas y de GSU1771 a cuatro
tiempos, 24, 48, 72 y 120 horas, las imagenes fueron tomadas en la parte central
del FTO para que la biopelicula fuera lo mas uniforme posible y cada imagen estaba
formada por varios “slide” (cortes), planos del eje Z dependiendo del grosor de la
biopelicula. A continuacion, se muestran las imagenes obtenidas (Figura 8):
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Figura 8. Imagenes de microscopia confocal de DL1 y mutante GSU1771 a diferentes tiempos
(corte inferior). DL1 a 24, 48 y 72 horas. GSU1771 a 24, 48, 72 y 120 horas. La biopelicula fue
tefiida con el kit LIVE/DEAD®. Las células vivas en color verde y las células muertas en rojo. Cultivos
incubados a 25°C, los programas utilizados para su andlisis son Fiji y Comstat.

Con el kit LIVE/DEAD vy la microscopia confocal puede determinar la cantidad de
celulas metabolicamente activas, para poder tener la tasa general de transferencia
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de electrones a una superficie que acepta electrones, ya que esta depende del
namero de células metabdlicamente activas que pueden apilarse en la superficie.
También las altas tasas de transferencia de electrones a una superficie aceptora de
electrones requieren no solo la conductividad de los pili, sino también sus atributos
estructurales que permiten que las células se acumulen a altas densidades en una
superficie dada. Lo que nos dice que no solo el pili es necesario para la formacion
de la estructura de la biopelicula, sino que hay mas elementos involucrados y con
mas estudios se pueda optimizar la transferencia de electrones a los aceptores de
electrones (Reguera et al., 2007).

Con las imagenes de la Figura 8 podemos ver notoriamente la diferencia en el
crecimiento de la biopelicula de la cepa DL1, la cepa mutante GSU1771 y de sus
respectivos tiempos. En DL1 se observa un crecimiento homogéneo que aumenta
en el tiempo (Richter LV, et al., 2017), mientras que en la mutante GSU1771 se
observa una distribucién del crecimiento localizada en ciertas partes, las cuales
presentan aglomeraciones, pero con una biopelicula mucho mayor que la cepa
silvestre DL1. Se ha visto que el pili tipo IV de Geobacter sulfurreducens es esencial
para lograr una maxima biopelicula, incluso en superficies que nos sirven como
aceptores de electrones (Richter LV. et al., 2017; Reguera G. et al., 2007), como se
ha podido observar aqui con la mutante GSU1771, donde se ha visto que se
sobreexpresa pilA (Martinez B., 2018). Ademas de las imagenes de los cortes
inferiores (“slides” inferiores) de la mutante GSU1771, también se analizaron los
cortes superiores para poder apreciar mejor la estructura en forma de columnas con
canales que se forman en su biopelicula y que no estan presentes en DL1, en estas
se observa como se aglomeran la mayor cantidad de células en ciertas zonas. Las
imagenes obtenidas se muestran a continuacién (Figura 9):
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Figura 9. Imagenes de microscopia confocal de mutante GSU1771 a diferentes tiempos (corte
superior). GSU1771 a 24, 48, 72 y 120 horas. Se sefialan algunos de los canales mencionados. La
biopelicula fue tefiida con el kit LIVE/DEAD®. Las células vivas en color verde y las células muertas
en rojo. Cultivos incubados a 25°C, los programas utilizados para su analisis son Fiji y Comstat.

Con estas imagenes del corte superior de la mutante GSU1771 podemos observar
que el crecimiento localizado en las imagenes de los cortes inferiores, se ve
reflejado en estos cortes superiores y se logran apreciar estructuras caracteristicas
de pilares y la formacion de canales, los cuales se propone que podrian participar
en el transporte de liquido o nutrientes, para la formacion de la biopelicula como se
ha observa en reportes de otras bacterias que tienen canales en su biopelicula
(Palsdottir, 2009; Wilking JN. et al., 2013; Gingichashvili et al., 2019), estos canales
y estructuras de pilares no se han visto en Geobacter, por lo que se busco otro tipo
de bacterias con estructuras de biopeliculas parecidas que pudieran dar posibles
explicaciones de la funcion y forma de estas estructuras. Se encontré que
Myxococcus xanthus, la cual es una gram negativa, delta proteobacteria, que se
encuentra en el suelo, tiene un crecimiento que se asemeja al de la mutante
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GSU1771, donde al inicio empieza a crecer a lo largo. En este caso, la bacteria M.
xanthus tiene este tipo de crecimiento para acceder a los nutrientes de un amplio
espectro de microorganismos de los que se alimenta, es una bacteria depredadora
y forma biopeliculas delgadas, donde las células trabajan juntas para colonizar
nuevos territorios, invadir colonias de presas y lisar las células de presa (Keane R.,
2016; Zhou T., 2017), pero la diferencia estructural con la mutante GSU1771, es
que en lugar de formar pilares en su crecimiento como se observé en la mutante
GSU1771 (Figura 10 D-G), esta bacteria igualmente empieza a crecer hacia arriba
(verticalmente) cuando los nutrientes escasean y se agregan en grandes cuerpos
fructiferos, donde las células se diferencian en esporas al final (Kaimer and Thiery,
2020; Philipp F.Popp, 2019), por lo que una propuesta seria que el crecimiento
vertical de la mutante podria ser para buscar mas nutrientes. También se ha visto
en bacterias como Bacillus subtilis, que el crecimiento de la biopelicula depende del
transporte de nutrientes y desechos. Se cree que la difusion es la principal fuente
de transporte, pero se sabe que la difusion es ineficaz para el transporte a grandes
distancias, por lo tanto, deberia limitar el crecimiento, pero eso no explicaria porque
existen biopeliculas que pueden llegar a ser muy grandes, lo que nos lleva a la
bacteria mencionada que es modelo para estudiar la biopelicula, Bacillus subtilis
(Tippapha Pisithkul et al., 2019; Mielich-Suiss and Lopez D., 2014; Vlamakis H. et
al., 2013), en esta se observa un crecimiento a lo largo de la superficie que solo se
detiene con un factor de transcripcion de estrés esencial para detener el crecimiento
excesivo perjudicial de la biopelicula y para desencadenar la dispersién cuando los
nutrientes se vuelven limitados (Bartolini M. et al., 2018; Philipp F.Popp, 2019), pero
lo mas relevante de la bacteria B. subtilis es que presencia una notable red de
canales bien definidos que se forman en su biopelicula de tipo salvaje y
proporcionan un sistema para un transporte mejorado. Sus canales tienen una alta
permeabilidad al flujo de liquido y facilitan el transporte de liquido a través de la
biopelicula (Wilking JN. et al., 2013; Mielich-Suss and Lopez D., 2014), lo cual es
importante para su crecimiento y podria ser una explicacion para la funcion de los
canales que podemos ver en la mutante GSU1771 (Figura 9), para la distribucion
de nutrientes a todas sus células. Otra suposicion para la formacion de las
estructuras verticales en forma de pilares en la mutante GSU1771, podria ser por la
formacion de canales de agua en su estructura, como se observa en las biopeliculas
de la bacteria es Pseudomonas aeruginosa, la cual es Gram-negativa, del filo de las
Proteobacterias, patdgeno oportunista en humanos y conocida por formar
biopeliculas robustas y resistentes a antibioticos (Lee K, 2017; Costerton JW. et al.,
1994).

Con el andlisis realizado con el programa Fiji se obtuvieron imagenes de la vista
lateral de la biopelicula de cada imagen tomada de la cepa DL1 y la mutante
GSU1771. La funcion especifica para obtener estas imagenes es “3D viewer”. Los
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cortes (“slides”) utilizados para generar las vistas laterales varian dependiendo del
grosor de la biopelicula. A continuacion se muestran las imagenes obtenidas (Figura

10):

Figura 10. Vista lateral de la biopelicula de DL1 y mutante GSU1771 a diferentes tiempos. Las
imagenes son una vista lateral con un angulo de 45° reconstruidas a partir de todos los planos en el
eje Z colectados por microscopia confocal. A) DL1 a 24 horas, B) DL1 a 48 horas, C) DL1 a 72 horas,
D) GSU1771 a 24 horas, E) GSU1771 a 48 horas, F) GSU1771 a 72 horas y G) GSU1771 a 120
horas. Los programas utilizados para el analisis de las imagenes son Fiji y Comstat.

Con las imagenes expuestas anteriormente podemos ver notoriamente las
diferencias estructurales de la biopelicula en la cepa DL1 y la mutante GSU1771 y
la variacion que hay en la estructura y el grosor con respecto al tiempo. Para un
mayor analisis se utilizo los programas Fiji y Comstat para poder determinar algunos
parametros que son necesarios para una mejor discusion de las diferencias que se
observaron. Estos son, el porcentaje de células vivas y muertas, el cual requiere de
un cédigo para su obtencién, mostrado anteriormente en su procedimiento, en este
caso tuvo una i< 52, donde 52 es por el maximo numero de “slides” que se obtuvo
MAas una imagen extra. También se analiz6 el grosor y cobertura del sustrato.

El porcentaje de células vivas y muertas de la biopelicula nos permitié determinar
las células metabdlicamente activas al momento de tomar nuestras imagenes con
el microscopio confocal Olympus FV1000 Multi-fotonico tipo Upright BX61WI y el
objetivo 60X, el cual se puede adentrar en la parte liquida (solucién salina con
cisteina) que se le pone a la muestra para tomar las imagenes y que genera un
medio reductor en lo que dura la toma de imagenes, evitando asi la muerte de
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muchas mas células. La obtencion de este porcentaje es posible por la mezcla de
colorantes del kit LIVE/DEAD, los cuales pueden distinguir entre células vivas y
muertas por la permeabilidad de la membrana de las células, el colorante Syto 9 se
une a la membrana de las células vivas emitiendo una fluorescencia verde vy el
yoduro de propidio se une a acidos nucleicos de bacterias con dafios en la
membrana, es decir, bacterias muertas, emitiendo una fluorescencia roja. Con el
programa Fiji se visualizd cada canal por separado (imagenes distintas), canal 1-
verde para vivas y canal 2-rojo para muertas y con el cédigo de % VIVAS y
MUERTAS se obtuvieron los valores numéricos que indicaban la cantidad de pixeles
gue representaban las células por cada “slide”, para poder realizar las operaciones
y obtener el porcentaje de vivas y después de muertas para cada biopelicula. Los
resultados se muestran a continuacion (Tabla 12):

Tabla 12. Viabilidad de las células que constituyen la biopelicula

Viabilidad de las células que constituyen la biopelicula
Cepa DL G5U1771
HCelulas vivas a 24 horas 56.2511.83 | 89.4315
YCelulas vivas a 48 horas §7.210.038 | 87.6711.53
HCelulas vivas a 72 horas 02.2715.18 | 84.2843.07
YoCelulas vivas a 120 horas B4.8411.78

Como sabemos G. sulfurreducens es un microorganismo anaerdébico, por lo que
trabajar con él es un poco mas complicado, ya que al entrar en contacto con el
oxigeno se empiezan a mori las células. En este experimento es necesario sacar el
FTO de su medio de cultivo anaerdbico para tefiirlo y tomar sus “slides” en el
microscopio confocal, por lo que se intenta disminuir la cantidad de células muertas
al adicionarle solucion salina con cisteina 100 Mm (generando un medio reductor)
en su preparacion de las muestras, evitando que se sequen Yy trabajando
rapidamente. Los porcentajes de células vivas de las biopelicula de la cepa DL1 se
encuentran arriba del 90%, mientras que en GSU1771, estan arriba del 80%, estas
son buenas proporciones que nos indican que se fue eficiente al procesar las
muestras y que esta proporcion de células se encuentra viable y estan
metabolicamente activas en ese momento, lo que es importante ya que nos indican
que la biopelicula generada es buena para el transporte de electrones a una
superficie que acepta electrones, ya que como mencionamos antes, esta
transferencia de electrones depende en parte del nimero de células
metabdlicamente activas que pueden apilarse en la superficie. Estos datos se
complementan con la observacion de las imagenes tomadas de las Figuras 8, 9y
10, en los cuales casi no se aprecian células muertas y predomina la fluorescencia
verde.
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La diferencia en el porcentaje de células vivas entre DL1 y la mutante GSU1771,
pudo haber sido por la estructura particular de la mutante GSU1771, la cual es en
forma de pilares, por lo que tiene una mayor zona de exposicion al oxigeno que la
cepa silvestre, la cual solo es plana, también se piensa que pudo haber sido por el
mayor tiempo de exposicion al oxigeno que sufrio la mutante GSU1771, ya que al
tener una biopelicula mas gruesa, el tiempo de tomar sus cortes fue mas largo que
la cepa DL1.

A continuacién, con el programa Comstat (Heydorn A. et al, 2000) se calcularon los
paradmetros anteriormente mencionados: el grosor y la cobertura del sustrato de DL1
y de la mutante GSU1771 de las imagenes obtenidas por microscopia confocal. Los
resultados se muestran en la siguiente tabla (Tabla 13):

Tabla 13. Caracteristicas de la biopelicula formadas por DL1 y la mutante GSU1771

Grosor (pam) % de cobertura del sustrato

Cega D1 G5U1771 DLl G5U1771

24 horas 0.8810.23 20.31+1.13 1.37+0.51 21.3245.96
48 horas 2.48+0.68 24.5610.27 5.47+1.23 18.37+2.39
77 horas 9.75+2.01R 2AE3+T.24 A.64+0.36 23184173
12C horas 26.82+6.74 25.43%7.07

Se calculé el grosor debido a que es de los parametros mas importantes que se
reportan cuando se caracteriza la biopelicula. Los grosores mas altos corresponden
a la mutante GSU1771 en el tiempo de 120 horas. A 72 horas la mutante es 2.7
veces mas gruesa que la DL1, a 48 horas es 2.9 veces y a 24 horas es 2.95 veces,
con esto podemos ver que desde las 24 horas la cepa mutante genera una
biopelicula mucho mayor que la DL1, esto se puede relacionar con la
sobreexpresion de PilA (proteina estructural del pili) y de algunos citocromos en la
cepa mutante (Tremblay et al, 2011; Martinez, 2018), ademas de la estructura que
se observl con anterioridad, que es la que le ayuda a crecer verticalmente y con
ello tener un mayor grosor. Estos resultados se pueden comparar visualmente con
las imagenes obtenidas del microscopio confocal y por tal grosor, esta podria ser
una mutante altamente conductiva.

El parametro de cobertura del sustrato nos dice que porcentaje del area del soporte
0 sustrato esta cubierta por biomasa de la biopelicula y también nos dice que tan
eficiente es dicho sustrato para ser colonizado por la cepa estudiada. Como se
observé en la Tabla 13, el porcentaje de cobertura del sustrato es relativamente
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bajo, menor al 30%, el porcentaje de cobertura aumenta en el tiempo, pero no pasa
del valor mencionado. La cepa DL1 tiene una cobertura mucho menor que la
mutante, por lo que aungque son bajas las proprciones de la mutante, son mucho
mejores que la cepa silvestre, donde también podemos observar que a 24 horas la
mutante tiene 15.6 veces mejor cobertura que la DL1, después la cobertura de
GSU1771 se mantiene entre 2y 3 veces mejor que DL1 a 48 y 72 horas. Solo se
ha reportado una cobertura del 60% de la cepa silvestre sobre la superficie de una
celda microbiana de combustible (Richter LV. et al, 2012). Seria interesante probar
esta mutante en MFC, para ver que tanto se ve aumentada su cobertura, por lo
mencionado anteriormente.

1.2.2 Aglutinacion

La aglutinacion es una caracteristica de las células bacterianas y consiste en la
formacion de agregados en la base del soporte, el fenotipo de aglutinacion esta
relacionado con la formacion del pili en G. sulfurreducens (Reguera et al., 2005,
2007).

Como se ha mencionado antes, el pili juega un papel importante para la formacién
optima de la biopelicula electroactiva, pero también es necesario para la agregacion
de las células, (Reguera G. et al., 2007; Juarez et al., 2009), con este ensayo
podemos cuantificar la cantidad de agregados que se forman en comparacion con
las células en suspension que quedan en el medio y asi relacionarlo a la formacién
de la biopelicula. La Figura 11 muestra los resultados del ensayo:
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Porcentaje de aglutinacion Diferencia en la aglutinacién
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@ DLl & GSU1771 DLl #GSU1771

Figura 11. Porcentaje y diferencia de aglutinacién en DL1 y mutante GSU1771. Se cuantificé la
aglutinacion a 48, 72 y 120 horas. En cultivos a 25°C. A) Porcentaje de aglutinacion B) Diferencia de
aglutinacion.
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La mutante GSU1771 y la cepa DL1 fueron crecidas en fumarato como aceptor de
electrones a 25°C, condicion de temperatura que favorce la formacion del pili
(Reguera et al, 2005). La mutante GSU1771 presenta un mayor porcentaje de
células aglutinadas que la cepa DL1, hasta 400% mas que la DL1 a las 48 y 72
horas, a las 120 horas este porcentaje disminuye porque la DL1 se comienza a
sedimentar y la lectura de las células en suspension por consiguiente es menor.
Como se menciono, el fenotipo de la aglutinacion estéa relacionado con la formacion
del pili (Reguera et al, 2005), por lo que con este ensayo podemos ver que la
mutante GSU1771 forma una mayor cantidad de biopelicula y por consiguiente se
esperaria que tenga una mayor expresion de pilA, forme mas pili y sea mas
conductivo, también se piensa que la aglutinacién de alguna forma se ve favorecida
por el tipo de estructura que observamos anteriormente en la mutante GSU1771, lo
que hace que se aglutinen mas las células.

1.2.3 Cuantificacion de la formacion de Biopelicula

Esta cuantificacion se realiz6 empleando una tincion con cristal violeta como se
menciona en material y métodos.

Con la tincion vivas y muertas podemos analizar la estructura de la biopelicula, su
porcentaje de células vivas para determinar su viabilidad, entre otras caracteristicas,
pero para determinar la biopelicula total es necesario realizar el ensayo con cristal
violeta (Pantanella F. et al., 2013), con esto podemos cuantificar la cantidad de
biopelicula que se forma. Los resultados de la determinacion de la biopelicula se
grafican en la siguiente figura (Figura 12):
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Figura 12. Determinacién de Biopelicula con cristal violeta de DL1 y mutante GSU1771. Se
cuantifico la biopelicula a 48, 72 y 120 horas. En cultivos a 25°C. A) Biopelicula B) Diferencia de
Biopelicula.
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En la figura anterior (Figura 12) se puede observar que la mutante GSU1771, tiene
una produccion mucho mayor de biopelicula que la cepa silvestre DL1,
complementando con estos resultados, los resultados obtenidos en la tincion de
vivas y muertas, donde claramente se observa por el grosor y las imagenes
obtenidas con el microscopio confocal, que la mutante GSU1771, forma una mayor
biopelicula que la DL1. La mutante GSU1771 aumenta la cantidad de biopelicula en
el tiempo, mientras que la DL1 aumenta, pero lentamente y sin tanta diferencia.

La diferencia que se encuentra a las 72 horas de GSU1771 con respecto a DL1 es
de 6.4 veces mas cantidad de biopelicula, esta gran cantidad de biopelicula
generada por la mutante GSU1771, se le puede atribuir a la sobreexpresion de PilA
(proteina estructural del pili) que genera la mutante y se ve reflejada en la mayor
produccion de biopelicula (Tremblay PL., 2011; Almanza, 2018; Martinez, 2018).
Como ya se menciond, los FTOs estan hechos con éxidos metalicos, por lo que son
mas adhesivos y mejores para la formacién de biopelicula, pero debido a factores
como el tamafio disparejo de estos, se cambi6 a vidrio plano, en tubos.

1.3 Inmunodeteccion de PilA

Para confirmar lo planteado anteriormente, se realizO6 un Western blot o
inmunodeteccién, para ver la expresion de PilA a diferentes tiempos. Ya que se
habia reportado que se encontraba sobreexpresada en la mutante que realizé
Tremblay (2011) y en los trabajos hechos por Martinez (2018) de GSU1771, donde
mediante una RTgPCR observo la sobrexpresion de pilA. La PilA tiene una gran
importancia en los procesos de transferencia extracelular de electrones y para la
formacién de biopelicula en G. sulfurreducens (Tremblay PL., 2011; Alimanza, 2018;
Martinez, 2018). En la siguiente figura se presenta la inmunodeteccion de PilA
(Figura 13):

15kDa

Figura 13. Inmunodeteccion de PilA. La proteina PilA o pilina tiene 90 aminoacidos que
corresponden a un tamafo de 9.9kDa. Carril 1. DL1 a 24 horas, Carril 2. GSU1771 a 24 horas, Carril
3. DL1 a 48 horas, Carril 4. GSU1771 a 48 horas, Carril 5. Marcador Page Ruler, Carril 6. DL1 a 72
horas, Carril 7. GSU1771 a 72 horas, Carril 8. DL1 a 120 horas, Carril 9. GSU1771 a 120 horas,
Carril 10. pilA. Se utilizaron 5 pg de proteina de cada una de las muestras.
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Tabla 14. Factor de cambio en la cantidad de pilina producida

Factor de cambio en la cantidad de pilina producida
DLl 1
GSU1771-24 horas 1.4
GSU1771-48 horas 1.9
GSU1771-72 horas 2.3
GSUL771-120 horas 1.2

Podemos observar que efectivamente la proteina PilA se sobreexpresa en la
mutante GSU1771, en todos los tiempos se ve una banda mas intensa en donde se
encuentra la mutante GSU1771, siendo a 72 horas donde se ve una mayor
diferencia en la sobreexpresion de PilA de 2.3 veces mayor GSU1771 que la DL1
(Tabla 14), con esto podemos corroborar los anteriores resultados, que confirmaban
la sobreexpresion de PilA en el tiempo.

2. Complementacion de la mutante GSU1771

La complementacion de una mutante se realiza para comprobar que el
fenotipo observado se debe a la mutacion que se estéa estudiando.

2.1 Complementacion

Después de haber caracterizado a la mutante
GSU1771, se complementdé la mutante para
corroborar que el fenotipo presentado por esta
mutacion era debido a la delecion del gen gsul771. - « 1014ph
Se generaron los oligonucleétidos de la Tabla 5
para que se amplificaran un fragmento de 1014pb
que tiene al gen gsul771 (WT1771) de 648pb
(Figura 14).

Figura 14. PCR del fragmento que contiene al gen
gsul771. Carril 1. Ladder, Carril 2. Fragmento de 1014pb,
Carril 3. Control -

Se hizo clonacion del fragmento WT1771 en el plasmido pjetl.2 con resistencia a
Ampicilina y se realiz6 digestion con Hindlll, para observar las bandas
correspondientes (Figura 15 A) que tuvieran el fragmento WT1771 y para determinar
la direccion del fragmento WT1771 (5°->3"). Se obtuvo la secuencia de la clona
PCLD1 realizada en la Unidad de Sintesis Secuenciacion de ADN del Instituto de
Biotecnologia, UNAM y se analizaron las secuencias en los programas ApE y
BioEdit.
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En el andlisis de las secuencias se detecté un cambio de una base G a A (TTG a
TTA), en ambos casos es una Leucina, se analizé la secuencia con el programa
Softberry, y la mutacion no se encontraba dentro del gen ni de la posible region
promotora, por lo que se prosiguio con la subclonacion (Figura 15 B).

La clona obtenida se nombré como PCLD1=XLB/pjetl.2/WT1771

A 3 9 13 B e 3
723300
_ 2974pb
40D0pb — 3736k
1014ph | :
1500ph o I-
F=
»
300ph | 252pk

L L
Figura 15. Clonacion. El pjetl.2 es 2974pb, el fragmento WT1771 es de 1014pb y el pRG5 es de
7293pb. A) Restriccién enzimatica con Hindlll para encontrar al plasmido pjetl.2/WT1771 (clona
PCLD1), Hindlll genera dos bandas (3736pb y 252pb). Carril 1. Ladder, Carril 9. PCLD1(1), Carril
13. PCLD1(2) B) Restriccion enzimatica con Hindlll a plasmido pre digerido con EcoR1, para
empezar a subclonar. Carril 1. Ladder, Carril 2. PCLD1, Carril 3. pRG5.

Se subcloné en XLB+pRG5 y se seleccionaron colonias blanquecinas en
IPTG+XGAL+Sp+Tc, para corroborar que efectivamente se encontraba el
fragmento WT1771 en el plasmido pRG5 se hizo digestion con Sacll (Figura 16 A),
ya que esta enzima parte el fragmento WT1771 en uno de sus cortes y genera un
bandeo de tres bandas al tener el fragmento. Después se realizé una PCR con los
oligonucledtidos que se usaron en un principio para corroborar que seguia el
fragmento WT1771(Figura 16 B), en el carril 2 y 3 se encuentra el pRG5 con el
fragmento WT1771, en el carril 4 esta la clona PCLD1 como control positivo y en el
carril 5 el solo el pRG5 como control negativo, 1o que nos indica que en efecto se
subclono correctamente nuestro fragmento del WT1771 en el pRGS.
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Figura 16. Subclonacion. El pRG5 es 7293pb, el fragmento WT1771 es de 1014pb. A) Restriccion
enzimatica con Sacll del plasmido pRG5/WT1771, Sacll genera tres bandas (5515pb, 2952pb y
100pb) y corta al fragmento WT1771.Carril 1. Ladder, Carril 2. pRG5/WT1771(1), Carril 3.
pRG5/WT1771(2). B) PCR para corroborar la presencia del fragmento WT1771 Carril 1. Ladder,
Carril 2. pRG5/WT1771(1), Carril 3. pPRG5/WT1771(2), Carril 4. Control + (PCLD1), Carril 5. Control
- (pPRGDY).

Se clond en las células electro competentes previamente generadas de la mutante
GSU1771, la GSU1771/WT1771 (mutante complementada) y la GSU1771/pRG5
(mutante con solo el plasmido pRG5) y se sembraron en medio sélido de NBAF con
Espectinomicina.

2.2 Caracterizacion de la mutante GSU1771 complementada
Crecimiento empleando fumarato como aceptor de electrones

Al obtener colonias crecidas en medio NBAF con la resistencia a Espectomicina, se
empezaron las curvas respectivas para observar su fenotipo y determinar si se
complementaron correctamente. Para evaluar la reduccion de fumarato se utilizaron
los cultivos en medio NBAF, el cual tiene acetato como donador de electrones y
fumarato como aceptor, como anteriormente se menciond. Se ve el crecimiento por
triplicado de la WT (DL1), la mutante GSU1771, la mutante GSU1771
complementada (GSU1771/WT1771), la GSU1771 con el pRG5 solo
(GSU1771/pRG5) y la DL1 con el pRG5 solo (WT/pRG5) (Figura 17):
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Figura 17. Curva de crecimiento en NBAF con GSU1771 complementada. Se tomé muestra cada
12 horas por triplicado a 600 nm

Se observo el mismo comportamiento que la anterior cinética en la mutante, el
retraso en el crecimiento relacionado con la posibilidad de que el regulador
GSU1771 controle algunos genes implicados en el transporte y metabolismo del
fumarato (Almazan, 2018; Martinez, 2018). Mientras que la mutante
complementada presenta un crecimiento menor que la cepa DL1, pero a las 36
horas mayor que la mutante GSU1771, este retraso es debido a la carga metabdlica
que se le atribuye al plasmido pRG5, como se ha observado en otros trabajos con
este plasmido (Juarez, et al, 2009; Burgos-Gamez, 2018) y como controles se puso
a la mutante con el pRG5 solo y a la cepa silvestre con el pRG5 solo, donde se vio
que efectivamente se presenta el mismo retraso en el crecimiento con sus
respectivas cepas, la GSU1771 y la WT respectivamente.

Reducciéon de Fe(lll) soluble como aceptor de electrones

Por ultimo, se evalud la reduccion de Fe(lll) a Fe(ll) con el medio citrato férrico, para
ver si la mutante complementada presenta el mismo fenotipo que la cepa DL1, ya
gue se le regreso su gen que se le deleto, el gen gsul771 (Almanza, 2018), como
ya se menciond, el acetato como donador de electrones y Fe(lll) soluble como
aceptor. Los resultados de la cinética se muestran en la siguiente figura (Figura 18):
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Reduccion de Fe(lll) a Fe(ll)
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Figura 18. Curva de Reduccion de Fe(lll) con mutante GSU1771 complementada. Se tomé
muestra cada 12 horas por triplicado a 600 nm

En la cinética de reduccion de Fe(lll) soluble a Fe(ll), la mutante GSU1771 presenta
la reduccion en menor tiempo que la DL1, esto como ya se mencion6 podria deberse
al incremento en la produccion de citocromos tipo ¢ en esta cepa (Almazan, 2018;
Martinez, 2018), la mutante con solo el plasmido pRG5 presenta una reduccion
retardada debido a la carga metabdlica que se le atribuye al plasmido pRG5 (Juarez,
et al, 2009; Xadeni, 2018) y la mutante complementada presenta una reduccion
similar a DL1, lo que nos diria que en efecto se complet6 la mutante.

Como ya se habia visto en estudios pasados, la sobreexpresion del gen pilA en la
mutante GSU1771, se vio reflejada a lo largo de este trabajo. En la caracterizacion
de la biopelicula, donde se observo en la microscopia confocal un grosor mucho
mayor que en la cepa silvestre, ademas de una estructura caracteristica que no se
habia visto antes en Geobacter en forma de pilares con canales, y una gran
viabilidad que nos sugiere que la biopelicula de la mutante GSU1771 es capaz de
ser mas electroactiva que la DL1. También en el ensayo de aglutinacion, los
resultados indicaron una mayor aglutinacion en la mutante, donde se sabe que la
aglutinacion esta relacionada con la formacion de pili. En la tincion con cristal violeta
se determind que la mutante igual generaba una mayor biomasa atribuyéndoselo a
la sobreexpresion de pilA para la formacién del pili, se sabe que el pili es primordial
para la formacion mayor de biopelicula. En la cinética de reduccion de Fe(lll) soluble
se observd que ocurre mas rapido que en la DL1, lo cual se atribuyé a la
sobreexpresion de algunos citocromos relacionados en la reduccion de Fe(lll),
vistos en estudios previos y de igual forma las cinéticas de reduccion de Fe(lll) con
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la mutante complementada, nos indican que el gen gsul771 es responsable del
fenotipo mutante observado y que la complementacion fue un éxito.

XI.

XII.

L)

*,

*

CONCLUSIONES

El gen pilA se sobreexpresa en la mutante GSU1771, favoreciendo la
formacion una biopelicula electroactiva mas gruesa.

La reduccién de Fe(lll) soluble a Fe(ll) ocurre mas rapido en la mutante
GSU1771 que en DL1, lo cual podria estar relacionado al incremento en la
produccion de citocromos tipo ¢ observado en estudios previos.

La estructura de la biopelicula de la mutante GSU1771 tiene un grosor
mucho mayor que la DL1 y se incrementa en el tiempo, se forman estructuras
caracteristicas como pilares con canales.

La mutante se complementé exitosamente. El fenotipo observado en la
reduccion de Fe(lll) de la DL1, se ve similar en la mutante GSU1771
complementada, confirmando que el gen gsul771 es responsable del
fenotipo mutante observado.

PERSPECTIVAS

Analizar la estructura de la biopelicula de la mutante GSU1771, mediante
otras técnicas.

Analizar la transferencia de electrones de la biopelicula generada por la
mutante, empleando técnicas electroquimicas.

Ver si la mutante es una mejor reductora de otros metales pesados.

Ver la transferencia de electrones en CMC.
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XIII.  ANEXOS

Medio de cultivo NBAF (litro)

Agua grado milli Q 8000 ml
Fumarato de sodio [1 M] 40 ml
NB Sales [100X] 10 ml
NB Minerales Elixir [100X] 10 mi
DL-Vitaminas 15 mi
CaCl2 [0.4 %] 10 ml
MgSOas-7H20 [1.0%)] 10 mi
NaHCO3 189
Na2C0Os3-H20 0.5¢
Na2SeO4 [1 mM] 1ml
C2H3NaO2-3H20 2.04 ¢

Aforar a 1L

Resazurina [0.1%] 0.5 mil

=

ok

Pesar todos los reactivos.

En una parrilla de agitacion colocar un vaso de precipitado de vidrio con
capacidad de 1000 ml y una barra de agitacion, agregar 800 ml de agua
grado milli Q.

En constante agitacion, agregar uno a uno y en orden todos los reactivos
listados.

Ajustar el volumen a 1000 ml.

Alicuotar en tubos o botellas para anaerobiosis (burbujear) y esterilizar.

No es necesario ajustar el pH, ya que por el buffer de carbonatos del medio
deberia quedar en un pH de 7.0.

Antes de inocular y de ser necesario, agregar 0.1 ml de extracto de levadura
[5%] y 0.1 ml de cisteina [100 mM] por cada 10 ml de cultivo y esperar a que
desaparezca el tono rosado que se produzca en el medio de cultivo.

Nota: se le adiciona después de burbujear la parte liquida 15 g de agar por litro en
caso de ser medio NBAF sdlido.

Medio de citrato férrico (litro)

Citrato férrico 13.7 ¢

Hidroxido de sodio [0.15 N] 500 ml
DL-Vitaminas 10 mi
DL-Minerales 10 ml
NaHCO3 25¢

NH4Cl 0.25¢g
NaH2PO4-H20 0.06 g
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KCl 0.1g

Na2SeO4 [1 mM] 1.0 mi

N

9.

Pesar todos los reactivos, procurar que el citrato férrico no se exponga a la
luz.

Prepara 500 ml de NaOH [0.15 N] y poner en hielo con anterioridad.

En una parrila de calentamiento con agitacion, colocar un vaso de
precipitado de vidrio con capacidad de 1000 ml y agregar 400 ml de agua
grao milli Q y una barra de agitacion. Es importante cubrir completamente el
vaso de precipitado con papel aluminio antes de iniciar y no removerlo hasta
concluir.

Calentar el agua hasta el punto de ebullicion, una vez que empiece a
burbujear se trasladara el vaso de precipitado, con ayuda de guantes o una
franela, a una parrilla de agitacién sin calor. Rapidamente y con precaucion
se verterd el citrato férrico mientras se agita.

Una vez gue el citrato férrico se haya disuelto, se colocara sobre la parrilla
de agitacion un recipiente que contenga agua con hielo, y dentro de este se
pondréa el vaso de precipitado con el citrato férrico disuelto. Alun en agitacion,
se agregaran lentamente los 500 ml de NaOH [0.15 N] previamente
preparado y enfriado.

Colocar un termémetro en la solucion hasta que esta llegue a una
temperatura de entre 20 a 25 °C, posteriormente se retira el del agua con
hielo y se sigue agitando sin el termometro.

Realizar la mediciéon del pH con ayuda de un potenciometro, llevar la solucion
aun pH de 7.0.

Sin detener la agitacion, agregar en orden las soluciones y los reactivos
restantes, DL-Vitaminas, DL-Minerales, NaHCO3, NH4Cl, NaH2PO4-H20, KClI
y Na2SeOa.

Agitar por 5 minutos mas para asegurar la homogenizacion de la mezcla.

10. Ajustar el volumen a 1000 ml.
11. Alicuotar en tubos o botellas para anaerobiosis y esterilizar.
12. Antes de inocular y de ser necesario, agregar 0.1 ml de acetato de sodio 2.5

M [100X] por cada 10 ml de cultivo.

Medio LB (litro)

Triptona 10 g
Levadura 50
NaCl 59
Agar (s6lido)” 29

* El agar solo es para el medio sélido

1.
2.

Pesar todos los reactivos.
En un frasco colocar 800 ml de agua Milli y agregar uno a uno y en orden
todos los reactivos listados.
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3. Ajustar el volumen a 1000 ml y esterilizar.
4. Medio LB (litro)

Curva estandar de Fe(ll)

Solucion de Ferrozina (2 mM ferrozina en 50 Mm de HEPES)

Agua grado milli Q 8000 ml
HEPES 11.96 g
Ferrozina 1lg
Ajustar pHa 7
Aforar 1L

Solucién de HCI 0.5 N

Solucién patrén 40Mm:

Sulfato de etileno diamonio ferroso 0.153 g
(SEDF)
HCI0.5N 10 ml

Extraccion de Plasmido/ Perclorato

1. Centrifugar en un tubo eppendorf hasta completar los 5 ml del cultivo de la

colonia transformada crecida en LB con su antibiético a 14000 rpm por 1
minuto.

2. Resuspender en 175 pl de TES
TES 15% Sacarosa

50 mM TRIS pH 8.5

50 mM EDTA pH 8.0

25 pl de lisozima (10 mg/ml)

20 minutos en hielo

400 pl de agua helada

15 minutos a 73°C

Centrifugar 20 minutos a 14000 rpm

Tirar pellet con palillo

© © N o g b~ W

60 ul 5 M NaClO4

10.600 pl isopropanol, mezclar y se ve opaco
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11.Centrifugar 15 minutos y quitar sobrenadante
12.Lavar pellet con 1 ml de etanol al 70% dos veces

13.Secar a 37°C por 20 minutos con tubo destapado y resuspender en 50-100
pl de H20 de acuerdo al tamafio del pellet.

61



XIV. BIBLIOGRAFIA

Aklujkar M., C. M. (2013). Proteins involved in electron transfer to Fe(lll) and Mn(IV)
oxides by Geobacter sulfurreducens and Geobacter uraniireducens.
Microbiology, 515-35.

Almanza, R. V. (2018). Construccion y caracterizacion de la mutante AGSU177 en
Geobacter sulfurreducens y su relacion con la transferencia extracelular de
electrones. Tesis, 1-.

Bartolini M., C. S. (2018). Regulation of Biofilm Aging and Dispersal in Bacillus
subtilis by the Alternative Sigma Factor SigB. Journa Bacteriology, vol201
p.14.

Bertrand Aigle., X. P. (2005). Involvement of AlpV, a New Member of the
Streptomyces Antibiotic Regulatory Protein Family, in Regulation of the
Duplicated Type Il Polyketide Synthase alp Gene Cluster in Streptomyces
ambofaciens. J Bacteriol., 2491-2500.

Bowman SE., B. K. (2008). The chemistry and biochemistry of heme c: functional
bases for covalent attachment. Nat Prod Rep, 1118-30.

Burgos Gamez, X. (2018). Caracterizacién de la mutante PiIRD53N del sistema de
dos componentes PilS-PilR en Geobacter sulfurreducens. Tesis de maestria
en ciencias, IBT-UNAM, 1-56.

Butler JE., K. F. (2004). MacA, a diheme c-type cytochrome involved in Fe(lll)
reduction by Geobacter sulfurreducens. J Bacteriol, 4042-5.

Byoung-Chan Kim, C. L.-H. (2005). OmcF, a Putative c-Type Monoheme Outer
Membrane Cytochrome Required for the Expression of Other Outer
Membrane Cytochromes in Geobacter sulfurreducens. J Bacteriol., 4505—
4513.

Caccavo F Jr., L. D. (1994). Geobacter sulfurreducens sp. nov., a hydrogen- and
acetate-oxidizing dissimilatory metal-reducing microorganism. Appl Environ
Microbiol., 3752-9.

Childers SE., C. S. (2002). Geobacter metallireducens accesses insoluble Fe(lll)
oxide by chemotaxis. Nature, 767-9.

Coppi MV., L. C. (2001). Development of a genetic system for Geobacter
sulfurreducens. Appl Environ Microbiol., 3180-7.

Costerton JW., L. Z. (1994). Biofilms, the customized microniche. J Bacteriol., (8):
2137-2142.

Dantas JM, B. A. (2017). NMR studies of the interaction between inner membrane-
associated and periplasmic cytochromes from Geobacter sulfurreducens.
FEBS Lett. , (12):1657-1666.

Ding, Y.-H. R. (2008). Proteome of Geobacter sulfurreducens grown with Fe(lll)
oxide or Fe(lll) citrate as the electron acceptor. Biochim Biophys Acta, 1935-
41.

DJF, L. D. (2019). Geobacter Protein Nanowires. Front Microbiol., 10:2078.

Elena SF., L. R. (2003). Evolution experiments with microorganisms: the dynamics
and genetic bases of adaptation. Nat Rev Genet, 457-69.

Filman DJ, M. S. (2019). Cryo-EM reveals the structural basis of long-range electron
transport in a cytochrome-based bacterial nanowire. Commun Biol., 2(1):219.

62



Galushko AS., S. B. (2000). Oxidation of acetate through reactions of the citric acid
cycle by Geobacter sulfurreducens in pure culture and in syntrophic coculture.
Arch Microbiol, 314-21.

Gang Liu.,, K. F. (2013). Molecular Regulation of Antibiotic Biosynthesis in
Streptomyces. Microbiol Mol Biol Rev., 112-143.

Gingichashvili S, D.-A. D. (2019). The Adaptive Morphology of Bacillus subtilis
Biofilms: A Defense Mechanism against Bacterial Starvation.
Microorganisms., 30;8(1).

Gonzalez Gutiérrez, M. G. (2018). Identificacion de sRNAs en Geobacter
sulfurreducens durante la reduccion de fumarato y Fe(lll). Tesis de doctorado
en ciencias, 1-60.

Hernandez-Eligio, A., Andrade, A., Soto, L., Morett, E., & Katy, J. (2017). The
unphosphorylated form of the PilR two-component system regulates pilA
gene expression in Geobacter sulfurreducens. Environ Sci Pollut Res, 25693-
25701.

Heydorn A., N. A. (2000). Quantification of biofilm structures by the novel computer
program COMSTAT. Microbiology., ( Pt 10):2395-2407.

Heydorn, A., Nielsen, A., Hentzer, M., Sternberg, C., Givskov, M., Ersbgll, B., &
Molin, S. (2000). Quantification of biofilm structures by the novel computer
program COMSTAT. . Microbiology , 146, 2395-2407.

Hildur Palsdottir, J. P. (2009). Three-Dimensional Macromolecular Organization of
Cryofixed Myxococcus xanthus Biofilms as Revealed by Electron Microscopic
Tomography. Microbial Cell Biology, 2077-82.

Holmes DE., C. S. (2006). Microarray and genetic analysis of electron transfer to
electrodes in Geobacter sulfurreducens. Environ Microbiol., 8(10):1805-15.

Holmes DE., N. K. (2004). Comparison of 16S rRNA, nifD, recA, gyrB, rpoB and fusA
genes within the family Geobacteraceae fam. nov. Int J Syst Evol Microbiol.,
1591-9.

Huerta-Miranda GA, A.-E. A.-H. (2019). Influence of the major pilA transcriptional
regulator in electrochemical responses of Geobacter sulfureducens PilR-
deficient mutant biofilm formed on FTO electrodes. Bioelectrochemistry.,
127:145-153.

Juarez, K., Kim, B.-C., Nevin, K., Olvera, L., Reguera, G., Lovley, D. R., & Methé, B.
A. (2009). PIIR, a Transcriptional Regulator for Pilin and other Genes
Required for Fe(lll) Reduction in Geobacter sulfurreducens. Journal of
Molecular Microbiology and Biotechnology, 146-158.

Kaimer, S. T. (2020). The Predation Strategy of Myxococcus xanthus. Front.
Microbiol.,, vol.11 art.2.

Keane R, B. J. (2016). The predatory life cycle of Myxococcus xanthus. Microbiology.
, (1):1-11.

Kim BC., L. C. (2005). OmcF, a putative c-Type monoheme outer membrane
cytochrome required for the expression of other outer membrane
cytochromes in Geobacter sulfurreducens. J Bacteriol., 4505-13.

Leang C., C. M. (2003). OmcB, a c-type polyheme cytochrome, involved in Fe(lll)
reduction in Geobacter sulfurreducens. J Bacteriol., 2096-103.

Leang C., Q. X. (2010). Alignment of the c-type cytochrome OmcS along pili of
Geobacter sulfurreducens. Appl Environ Microbiol., 4080-4.

63



Lee K, Y. S. (2017). Pseudomonas aeruginosa Biofilm, a Programmed Bacterial Life
for Fitness. J Microbiol Biotechnol. , (6):1053-1064.

Lloyd, J. R. (2003). Biochemical and genetic characterization of PpcA, a periplasmic
c-type cytochrome in Geobacter sulfurreducens. Biochemical Journal, 153-
161.

Lovley. (2011). Powering microbes with electricity: direct electron transfer from
electrodes to microbes. Environ Microbiol Rep., 27-35.

Lovley. (2012). Long-range electron transport to Fe(lll) oxide via pili with metallic-
like conductivity. Biochem Soc Trans. , 1186-90.

Lovley DR, H. D. (2004). Dissimilatory Fe(lll) and Mn(lIV) Reduction. Advances in
Microbial Physiology, 219-286.

Lovley DR., L. D. (1990). Anaerobic Oxidation of Toluene, Phenol, and p-Cresol by
the Dissimilatory Iron-Reducing Organism, GS-15. Appl Environ Microbiol.,
1858-64.

Lovley DR., N. K. (2011). A shift in the current: new applications and concepts for
microbe-electrode electron exchange. Curr Opin Biotechnol., 441-8.

Lovley DR., P. E. (1995). Fe(lll) and SO reduction by Pelobacter carbinolicus. Appl
Environ Microbiol, 2132-2138.

Lovley DR., U. T. (2011). Geobacter: the microbe electric’'s physiology, ecology, and
practical applications. Adv Microb Physiol., 1-100.

Lovley, D. (1995). Bioremediation of organic and metal contaminants with
dissimilatory metal reduction. J Ind Microbiol., (2):85-93.

Lovley, D. (2006). Bug juice: harvesting electricity with microorganisms. Nat Rev
Microbiol., 4(7):497-508.

Lovley, D. R. (2000). Fe(lll) and Mn(lV) reduction. Lovley, D. R. 2000. Fe(lll) and
MEnvironmental microbe-metal interactions. ASM Press, Washington, D.C.,
p. 3-30.

Martinez B., S. A. (2018). Estudio de la regulacién transcripcional mediada por la
proteina GSU1771 sobre los genes relevantes en la transferencia de
electrones en Geobacter sulfurreducens. Tesis, 1-77.

Mehta T., C. M. (2005). Outer membrane c-type cytochromes required for Fe(lll) and
Mn(lV) oxide reduction in Geobacter sulfurreducens. Appl Environ Microbiol,
8634-41.

Methé BA., N. K. (2003). Genome of Geobacter sulfurreducens: metal reduction in
subsurface environments. Science 302, 1967-1969.

Methods, N. (2012). With the aid of informatics, microscopy is in the midst of a crucial
evolution into a more quantitative and powerful technique. Focus on Bioimage
Informatics , 9, 627.

Mielich-Suss B., L. D. (2014). Molecular mechanisms involved in Bacillus subtilis
biofilm formation. Environ Microbiol., (3):555-65.

Nguyen, T. a. (2019). A Production-Accessible Method: Spectrophotometric Iron
Speciation in Wine Using Ferrozine and Ethylenediaminetetraacetic Acid. J.
Agric. Food Chem, 680-687.

Pantanella F, V. P. (2013). Analytical techniques to study microbial biofilm on abiotic
surfaces: pros and cons of the main techniques currently in use. Ann Ig.,
1):31-42.

64



Philipp F.Popp, T. (2019). Coordinated Cell Death in Isogenic Bacterial Populations:
Sacrificing Some for the Benefit of Many? Journal of Molecular Biology,
Pages 4656-4669.

Reguera G., a. K. (2019). The electrifying physiology of Geobacter bacteria, 30 years
on. Adv Microb Physiol, 74, 1-96.

Reguera G., M. K. (2005). Extracellular electron transfer via microbial nanowires.
Nature, 1098-101.

Reguera, G. N. (2006). Biofilm and nanowire production leads to increased current
in Geobacter sulfurreducens fuel cells. Appl. Environ. Microbiol. , 72:7345-
7348.

Reguera, G. P. (2007). Possible nonconductive role of Geobacter sulfurreducens
pilus nanowires in biofilm formation. J Bacteriol., (189):2125-2127.

Richter LV, F. A. (2017). Significance of a Posttranslational Modification of the PilA
Protein of Geobacter sulfurreducens for Surface Attachment, Biofilm
Formation, and Growth on Insoluble Extracellular Electron Acceptors. J
Bacteriol. , 199(8).

Richter LV, S. S. (2012). Two isoforms of Geobacter sulfurreducens PilA have
distinct roles in pilus biogenesis, cytochrome localization, extracellular
electron transfer, and biofilm formation. J Bacteriol. , 4(10):2551-63.

Rollefson, J. b. (2011). Identification of an Extracellular Polysaccharide Network
Essential for Cytochrome Anchoring and Biofilm Formation in Geobacter
sulfurreducens. Journal of Bacteriology, 193, 1023-1033.

Semenec L, V. I. (2019). Enhanced Growth of Pilin-Deficient Geobacter
sulfurreducens Mutants in Carbon Poor and Electron Donor Limiting
Conditions. Microb Ecol., (3):618-630.

Shu C, Z. Q. (2019). Direct Extracellular Electron Transfer of the Geobacter
sulfurreducens Pili Relevant to Interaromatic Distances. Biomed Res Int.,
12p.

Tan Y., A. R.-W. (2016). The Low Conductivity of Geobacter uraniireducens Pili
Suggests a Diversity of Extracellular Electron Transfer Mechanisms in the
Genus Geobacter. Front Microbiol., 7:980.

Tippapha Pisithkul, J. W.-N. (2019). Metabolic Remodeling during Biofilm
Development of Bacillus subtilis. American Society for Microbiology, vol.10
e00623-19.

Tremblay PL., S. Z. (2011). A c-type cytochrome and a transcriptional regulator
responsible for enhanced extracellular electron transfer in Geobacter
sulfurreducens revealed by adaptive evolution. Environ Microbiol., 13-23.

Ueki T, D. L. (2017 ). Toward establishing minimum requirements for extracellular
electron transfer in Geobacter sulfurreducens. FEMS Microbiol Lett. , 364(9).

Viollier, E. I. (2000). The ferrozine method revisited: Fe(ll)/Fe(lll) determination in
natural waters. Applied Geochemistry , 785-790.

Vlamakis H., C. Y. (2013). Sticking together: building a biofilm the Bacillus subtilis
way. Nat Rev Microbiol., (3):157-68.

Wietzorrek A, B. M. (1997). A novel family of proteins that regulates antibiotic
production in streptomycetes appears to contain an OmpR-like DNA-binding
fold. Mol Microbiol., 1181-4.

65



Wilking JN, Z. V. (2013). Liquid transport facilitated by channels in Bacillus subtilis
biofilms. Proc Natl Acad Sci U S A., 110(3):848-52.

Zhou T., N. B. (2017). Exopolysaccharides promote Myxococcus xanthus social
motility by inhibiting cellular reversals. Mol Microbiol., (4):729-743.

66



INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Gorcn CD‘ Control Escolar de Licenciatura

Instituto de
Investigacién en

Clencias VOTOS DE APROBATORIOS

Basicas y
Aplicadas

Presidente del Consejo Directivo del Instituto de Investigacion en Ciencias Béasicas Aplicadas de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos.
Presente.

Por medio de la presente le informamos que después de revisar la version escrita de la tesis que
realizé la C. CASTREJON LOPEZ DULCE BERENICE con nimero de matricula 20154001804

cuyo titulo es:

Caracterizacion de mutantes en reguladores globales involucrados en la expresion de

genes implicados en la generacion de bioelectricidad en Geobacter sulfurredunces.

Consideramos que Sl retne los méritos que son necesarios para continuar los tramites para

obtener el titulo de Licenciado Ciencias Area Terminal de Bioquimica y Biologia Molecular.

Cuernavaca, Mor a 10 de junio del 2020

Atentamente

Por una Universidad Culta

SE ADICIONA PAGINA CON LAS EFIRMAS DE LOS SIGUIENTES:

DR. RAMON ANTONIO GONZALEZ GARCIA-CONDE PRESIDENTE

DR. ARMANDO HERNANDEZ MENDOZA SECRETARIO

DRA. KATY JUAREZ LOPEZ VOCAL

DR. RAMON ALBERTO BATISTA GARCIA PRIMER SUPLENTE
DRA. SONIA DAVILA RAMOS SEGUNDO SUPLENTE

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México, 62209.
Tel. (777) 329 70 00, Ext. 3270 / correo IICBA@uaem.mx

W A

U

1

= u—\l_‘r —:\
- \
o RECTOR
Una universidad de— 2017-20




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

| presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es vélido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

RAMON ALBERTO BATISTA GARCIA | Fecha:2020-06-10 11:20:34 | Firmante
gSbd1D6ZgtfXIPmHMoZ3XR6XyDCvui8/DmDgvge+9XMjAUWhkBO3XiOCFBfVXvVCJI8MeQeNhw2vrOHQkvHZgsS8+4zmB2tNLO6LFcNNdLgLdgrwMNI/qvxJIxtU1XJ+7LhujBiw9
pZqyRzwLPnDZJEuvysTDbvK4vGX7FOvOHORol4vgLgDviuBFdUo/LRWNNWU+zDZMNRgvXSTXR/a3siSuFIsrdeuVKsk+1N/ouko6mSDp1xEb24R7yCn70F0/RIQVXs9/DK+UK
yS1QRdgF68JbRuU9Y3wzKUSdwnizoiR4xGmw9eqWduPF/eAXS81j09Gi75QxwVe+10Gkc+5kug==

SONIA DAVILA RAMOS | Fecha:2020-06-10 15:14:08 | Firmante
nXaQe7Qx9dInrCo8SE004vH77WL780W6lgzntbKt9iFKdaC4vo4MUOMdARPgIHcx+ZwGKe8dbs7zENXIXMWEM+ynrda0jhZm80ZnHsHhA6WH2j7Mg1TmWLmMHHrw/nksurZ3q9
rNvnkFOzb615VtIXVmA27NHYmsgxH1pgXfgym56SXfLfhOTjQVyolE/oDJo/EzjFBluocvzAKQINDtOcIG3dw82D+ngNZK8AKwjpvinOurjMGA/+Yns2aYHB/EN2eBM3Ce2/mf/4xfyjlv
Yhq7WXXz+wxUEC50t50Zs8rS3AUw3alb9nUVD5CXW6FJE9WPFJzDOkrwVp+IBEE6wgD+w==

RAMON ANTONIO GONZALEZ GARCIA CONDE | Fecha:2020-06-10 15:44:20 | Firmante

WKKhnhVjréDEETRSJfTcpgnNOUORSgpUO3YBCwgOryMc+zIP1K5InSaY OEYRKpCOX/5+pAmmhah6h/rEK8YrRIyvwLSZagTsrbBTLAY 21+8fEEIFJ/htMILDaCi24tNrvhGQOeK
6JBGA+UnNPAFgdE7ORBK9ek/BWUBPSFsYHU/bLR4hhwnRIMEEEe3RICHWIQ4biZemKWHR3aQsHpz5W3AT7w+RNg9e TKno9gfTIWTQO8nx1+KEchzyUbxYBKXUjDAHIE/
U+3nzW0sShIVRgOBvU4STJIYONGs30zcP396YBygl2mtFECOgPWIAbGWIGJ/LsO8UU/4jLOLVWNCZmQ==

KATY JUAREZ LOPEZ | Fecha:2020-06-10 16:13:00 | Firmante
ba21cUwHtYUtD1hO+rAMAXM5cZYtnecMJgbkzNH6Xf48qYWRXhBqGhGt4kUkgFZyW6GDnvCSFVPRbgSnk9k4LhTO3A46KgHFbeBmEAgIwGwWW56grbKBdF38bELmMfOp3Ko
bnz7zWjyy4nirqCviFUIA2qog/upY9khK1CBEXMODTPKhIjzxxEz8KEbV/HX2XkntVvvngph6rQY+EINEWQTTBDatNWhTh3KIYjTZ/h5sX+9VFZ1IVhFfPOH7pC/KI6H/JtggIpAOp+1N
gjIM7NKLtMPbmEXYmplvJaQUEOLXn50tBgZ+zZWsecHyLHmg55wqwL TQbMLUSfyD920K9/tg==

ARMANDO HERNANDEZ MENDOZA | Fecha:2020-06-10 23:09:07 | Firmante
0gbZx/w41K5xN9yEb3VjQzMMtz/kjHIweUOmpbsLp/bxuddWagXibhcgY pWNdOESwGOilowk5uSual ZP93WAXKRNBAHQPJIVNCHpXRssNX5l0azn+y8D70fz6Rrt6 XgNN7ZxN6zX0
st+zZvGLy3YsDTGbzceynK1dsT911CAMoShayYjrHkPSzFBYA1GMWRcN1g83v2heUmUPuUxR/K+BnImHIHMIinW7bRT7Yu6ipeXqyl7PWPaY 1hRySPrRgyi//lemgAPJIvtiPpWHMz
mIfKliwnT5rA52B03+7E3kO8uywMMrJ51oxSkecfY/TsJAFQFALNDA67u9+JrYZ/Vn+Ku5CGg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el cédigo QR ingresando la siguiente clave:

pjzZWgN

https:. //eflrma uaem.mx/noRepudio/wzQQq8EqJjctr7EpjgiOqOkxNsgmyxNv

Una unlv



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/wzQQq8EqJjctr7EpjgiOqOkxNsqmyxNv

