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l.Resumen

El poli-R-hidroxibutirato (PHB), es wun poliéster de la familia de los
polihidroxialcanoatos (PHAs) compuesto por unidades de hidroxibutirato. EI PHB tiene
importancia industrial, pues es un plastico biodegradable. Azofobacter vinelandii es una
bacteria que presenta caracteristicas interesantes para la produccién de PHB, como son,
su capacidad para crecer en gran variedad de sustratos y de acumular estos polimeros
hasta en un 90% de su peso seco. Esta bacteria es aerobia estricta y fijjadora de
nitrégeno. Dado que la fijacién de nitrégeno es un proceso altamente sensible a oxigeno,
para crecer en condiciones de aerobiosis esta bacteria debe proteger a su nitrogenasa del
dafo por oxigeno. Una caracteristica distintiva de A. vinelandii es su alta tasa de
respiracion. Estudios con Azotobacter sugieren que la proteccion de la nitrogenasa se da
en parte mediante la llamada proteccion respiratoria, que consiste en la generacion de un
ambiente intracelular andxico gracias a la respiracion muy activa que presenta esta
bacteria. Esto se logra por la presencia de una cadena respiratoria ramificada que tiene
componentes alternativos que estan solo parcialmente acoplados a la generacién de un
potencial de protones transmembranal. Asi, estas vias alternativas para el transporte de
los electrones generan menos energia que la completamente acoplada. En la proteccion
respiratoria estan implicados dos componentes de la cadena respiratoria: una
NADH:ubiquinona oxidoreductasa de tipo Il (Ndhll) en la porcion inicial, y una citocromo
oxidoreductasa terminal CydAB I. Adicionalmente, existen componentes alternativos
adicionales, como una NADH:ubiquinona oxidoreductasa translocadora de Na® cuya
funcién en A. vinelandii se desconoce. En esta tesis se propuso evaluar el efecto de la
eliminacion de estos tres componentes de la cadena respiratoria mediante la inactivacion
de los genes ndhll, cydA y nqrE, que codifican para la NADH: ubiquinona oxidoreductasa
desacoplada (Ndhll), la citocromo bd quinol oxidasa terminal (CydAB), y una subunidad
de la NADH:ubiquinona oxidoreductasa translocadora de Na*(Nqgr), sobre el crecimiento y
la produccion de PHB de A. vinelandii OP. Esto se realizé con la hipotesis de que la
inactivacion de los genes ndhll, cydAB y nqrE disminuira la demanda de oxigeno durante
el cultivo en matraces de agitacion de A. vinelandii OP. Asi, se construyeron las cepas
mutantes ndhll::Gm, cydAB::Km y nqrE::Tn5, y se caracterizaron bajo tres condiciones de
aireaciéon (baja, media y alta), en cultivo liquido, dos de las mutantes: cydAB::Km y
ngrE::Tn5 y se compararon con la cepa silvestre OP. Los resultados de esta
caracterizacion demuestran que la cepa mutante de cydAB::(km de A. vinelandii OP,
presentd un mayor crecimiento en una condicion de aireacién media, pudiendo crecer
mas que la mutante nqrE::Tn5 y que la cepa silvestre OP. La cepa nqrE::Tn5, presenté
un rendimiento en la produccion de PHB volumétrico (mg de PHB/g de sacarosa) mayor
que el de la cepa mutante cydAB::km y que la cepa silvestre OP. También se determind
que el pH del medio de cultivo es un factor fundamental para el crecimiento de A.
vinelandii, por lo que es importante controlarlo durante el cultivo.




Il. Introduccion

Generalidades de los Polihidroxialcanoatos (PHAS).

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son una compleja clase de polimeros producidos
por diferentes bacterias. Son poliésteres de acidos hidroxialcanoicos, que se
sintetizan como compuestos de almacenamiento de energia y de carbono y son
almacenados en forma de granulos intracelulares (Kung et al.,2007). Todos los
PHAs comparten algunas propiedades que los hacen interesantes para la
industria: (1) son termoplasticos y elastdbmeros que pueden ser procesados para la
fabricacion de diferentes productos; (2) son insolubles; (3) presentan un alto
grado de polimerizacion que llega hasta los 4 millones de Da; (4) son productos
quimicos enantioméricamente puros, que consisten, Unicamente del
estereoisomero R; (5) no son toxicos; (6) son biocompatibles; (7) exhiben
propiedades piezoeléctricas (que son un fendmeno presentado por
determinados materiales que al ser sometidos a tensiones mecanicas adquieren
una polarizacion eléctrica en su masa, apareciendo una diferencia de potencial y
cargas eléctricas en su superficie); (8) Se producen a partir de recursos renovables
como son los carbohidratos; (9) todos los PHAs son biodegradables, pues son
hidrolizados por depolimerasas extracelulares, para ser utilizados como fuente de

carbono y energia por muchas bacterias y hongos (Steinbtichel, A., 2001).

Azotobacter vinelandii, una bacteria productora de PHAs
A. vinelandii (Figura 1) es una bacteria productora de poli-R-hidroxibutirato

(PHB), un PHA compuesto por unidades de hidroxibutirato (Figura 2), que es el
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mas comun y mejor caracterizado de estos poliésteres. A. vinelandii presenta
caracteristicas interesantes para la produccion de PHB, como son: su capacidad
para crecer en gran variedad de sustratos como glucosa, sacarosa, otros tipos de
azlcares, alcoholes y sales inorganicas (Page, 1992; Chen y Page 1994; Page y
Cornish, 1993; Chen y Page 1997), y de acumular estos polimeros hasta en un
90% de su peso seco. También puede producir PHB de alto peso molecular

(hasta de 4 millones de Daltones) bajo ciertas condiciones (Chen y Page, 1994).

En cuanto a la biologia de A. vinelandii, se trata de una bacteria Gram
negativa del suelo, que se mueve a través de flagelos peritricos, de vida libre,
aerdbica obligada. Este microorganismo es quimioorganotréfico, utiliza azucares,
alcoholes y sales inorganicas para crecer. Ademas, es fijador de nitrégeno; en vida
libre fija al menos 10 mg de N2 por gramo de carbohidrato consumido. También
utilizan nitrato y sales de amonio y ciertos aminoacidos como fuentes de nitrogeno

(Consultado en: http://biblioweb.tic.unam.mx/libros/microbios/. CIFN).
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Figura 1. Micrografia electronica de A. vinelandii. Se pueden observar los granulos de
PHB dentro del citoplasma, (Segura et al. 2003)

Figura 2. Estructura quimica del poli-R-hidroxibutirato (PHB). Obtenida en
(http://www.quimicaviva.qb.fcen.uba.ar)

La biosintesis de PHB en A. vinelandii

En A.vinelandii, el PHB se sintetiza en tres pasos enzimaticos a partir del acetil-
CoA (Figura 3): El primer paso consiste en la condensacion de dos moléculas de
acetil-CoA. La enzima R—cetotiolasa cataliza esta primera reaccion para generar
acetoacetil-CoA, el cual es reducido por una acetoacetil-CoA reductasa

dependiente de NADPH produciendo beta-hidroxibutiril-CoA, que finalmente es
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polimerizado por la PHB sintasa, liberando CoA (Manchak y Page, 1994). Los
genes que codifican estas enzimas, estan incluidos en el operén phbBAC, (Segura

et al., 2000 (Figura 3).

Figura 3. Biosintesis del PHB. Obtenida en (http://www.quimicaviva.qb.fcen.uba.ar)

La regulacion de la sintesis de PHB en A. vinelandii

La cantidad de PHB que produce A. vinelandii depende de diversos
factores, como son: las condiciones de cultivo, la capacidad metabdlica de la
bacteria para utilizar los nutrientes para la sintesis del polimero y los mecanismos
de regulacion genética de la expresion de los genes phbBAC y de control de las
actividades de las enzimas biosintéticas. Un nivel de regulacién se da mediante el
control alostérico de la primera enzima de la ruta, la R-cetotiolasa, afectada
negativamente por CoA libre, y positivamente por acetil-CoA (Senior y Dawes,
1973; Manchak y Page, 1994). Es por esta regulacion que el nivel de oxigeno es
un factor determinante de la cantidad de polimero que sintetiza A. vinelandii.
Cuando la cadena respiratoria se ve limitada por falta de oxigeno, el poder

reductor (NADH y NADPH) se incrementa, lo que inhibe la actividad de enzimas

12|


http://www.quimicaviva.qb.fcen.uba.ar/

del ciclo de Krebs (Choi y Lee, 1999; Senior et al., 1972). Esto disminuye tanto la
entrada de acetil-CoA a este ciclo, como la generacion de CoA, lo cual permite
que haya disponibilidad del precursor de PHB y libera la inhibicion de la B-
cetotiolasa por una relacion acetil-CoA/CoA alta, incrementando la sintesis de
PHB (Senior y Dawes, 1973; Segura y Espin, 2004).

Otro nivel de regulacion se da mediante el control de la expresién de los
genes biosintéticos. En este control participan el regulador PhbR, actuando como
activador de la transcripcion de los genes phbBAC (Peralta-Gil et al., 2002); el
factor sigma RpoS, que participa en la transcripcion tanto del regulador phbR
como de phbBAC (Peralta-Gil et al., 2002), y el regulador tipo Fnr denominado
CydR (Wu et al., 2001). Ademas de estos reguladores directos existen sistemas
de regulacion global que participan en el control de la expresion de los genes
phbBAC. El primer sistema de regulacion global que afecta la expresion de los
genes phb esta conformado a su vez por dos sistemas reguladores: el sistema de
regulacion de dos componentes conformado por la proteina cinasa detectora
transmembranal GacS y el regulador transcripcional GacA (Castafeda et al., 2000;
Castafieda et al., 2001); y el sistema de regulacién postranscripcional
RsmA/RsmZ-Y (Cocotl, 2007; Manzo et al., 2012). El sistema GacS/GacA funciona
cuando GacS se autofosforila y fosforila luego al regulador GacA, activandolo.
GacA activo, controla a su vez al sistema RsmA/RsmZ-Y de la siguiente manera:
en el sistema RsmA/RsmZ-Y el efector es una proteina pequefia denominada
RsmA que se une, entre otros, a los RNAs mensajeros del gen del activador phbR
y del operdn biosintético phbBAC, (figura 4). Esta union inhibe la traduccion de

estos mensajeros y disminuye la vida media de éstos (Hernandez-Eligio et al.,

13 |



2012). RsmA es por lo tanto, un regulador negativo de la sintesis de PHB. La
actividad de RsmA es controlada por unos RNAs pequefios denominados RsmZ1-
7 y RsmY cuya funcion es unirse a la proteina RsmA, titulandola e impidiendo su
efecto negativo sobre sus blancos. La expresion de estos RNAs es activada por
GacA fosforilada, inhibiendo de esta forma al regulador negativo RsmA.

Un sistema de regulacion adicional que participa en el control de la sintesis
de PHB, es el conocido como Sistema Fosfotransferasa relacionado a nitrégeno
(PTSN"). PTS™ consta de tres proteinas, la Enzima 1" (EIN") y las proteinas Npry
IIN". Se ha demostrado que éstas forman la siguiente cadena de transferencia de
un grupo fosforilo: fosfoenolpiruvato (PEP) — EI" —Npr —IIAN", donde AN al
parecer es el aceptor terminal del fosforilo (Segura y Espin, 1998; Noguez et al.,
2008). La proteina IIAN" en su forma no fosforilada actiia como un regulador
negativo de la sintesis de PHB al afectar negativamente la expresion de los genes
phbR y phbBAC por un mecanismo aun desconocido (Noguez et al., 2008).

Con la finalidad de obtener cepas de A. vinelandii mejoradas para la
produccion de PHB para generar plasticos biodegradables, en el laboratorio donde
se realizo esta tesis recientemente se construyé una cepa de esta bacteria que

lleva las mutaciones ptsN y rsmA, la cual acumula grandes cantidades de PHB

cuando se crece en placas o en matraces (Andres Garcia Tesis de Maestria).
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Figura 4. Regulacion de sintesis de PHB en A. vinelandii

Ill. Antecedentes

A. vinelandii es una bacteria interesante para la producciéon de PHB por su
gran capacidad de acumulacion del polimero, por su capacidad para utilizar ciertos
substratos econdmicos y porque gracias al conocimiento que se tiene de los
sistemas genéticos que regulan la produccién de PHB se cuenta con mutantes
mejoradas (Galindo et al., 2007). Sin embargo, el uso de esta bacteria aun

presenta algunos inconvenientes que hay que resolver.

15 |



Una caracteristica distintiva de A. vinelandii es su alta tasa de respiracion.
Esta caracteristica esta probablemente ligada al fendmeno de fijacion biologica del
nitrdgeno que esta bacteria puede llevar a cabo. Las bacterias de este género son
aerobias obligadas que utilizan una cadena de transporte de electrones con
oxigeno como aceptor final y son capaces de asimilar el nitrégeno atmosférico via
una nitrogenasa que, paraddjicamente, es sensible al oxigeno. La fijacidn biologica
de Nz es pues, un proceso anaerobio que requiere una gran cantidad de ATP y
una fuente de electrones de bajo potencial.

N2+ 8H" + 8¢ + 16 ATP—> 2NH3 + H, + 16ADP + 16Pi

Las nitrogenasas, las enzimas que catalizan este proceso, difieren en su contenido
metalico, pero todas contienen fierro y estdn compuestas por dos proteinas. Las
mas estudiadas tienen molibdeno, aunque otras contienen vanadio o sélo fierro.
En todos los casos estas enzimas se inactivan en presencia de oxigeno (Bishop y
Premakumar, 1992).

Estudios con Azotobacter en cultivo continuo sugieren que la manera como
estas bacterias aerobias pueden fijar nitrdgeno en presencia de oxigeno es
protegiendo a la nitrogenasa por dos mecanismos:

1) Proteccion conformacional: Se manifiesta via un cambio conformacional
rapido en el complejo de la nitrogenasa que se presenta cuando la
concentracion de oxigeno aumenta; en este proceso interviene la proteina
FeSlIl que detecta el estado redox celular e interacciona con la nitrogenasa,
lo que la estabiliza, aunque la vuelve temporalmente inactiva. Este es un
proceso reversible, ya que al disminuir la concentracién de oxigeno, la

actividad de la nitrogensa se restablece (Gallon, 1992).
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2) Proteccion respiratoria: Este mecanismo consiste en la remocion de
oxigeno al mantener una tasa de respiracion alta, lo que permite generar un
ambiente celular andxico adecuado para la fijacion de nitrogeno (Gallon,
1992).

Diferentes estudios del complejo sistema respiratorio de A. vinelandii, muestran
claramente que la concentracion del oxigeno ambiental existente durante su
crecimiento, tiene un profundo efecto en la actividad y composicién de la cadena
respiratoria de este organismo, ya que ésta tiene componentes alternativos que se
expresan dependiendo de las condiciones existentes (Bertsova et al., 2001). Esta
respuesta tiene que ver con la proteccion respiratoria de la nitrogenasa.

Dentro de estas cadenas respiratorias alternativas presentes en A. vinelandii
(Figura 5), se ha reportado que existen, en la porcion inicial, varias
deshidrogenasas (malato deshidrogenasa, succinato deshidrogenasa, NADPH
deshidrogenasa, NADH deshidrogenasa, e hidrogenasa), siendo NADH vy
succinato los principales donadores de electrones (Poole y Hill, 1997). Estas
deshidrogenasas transfieren los electrones a la ubiquinona. De hecho, la actividad
de NADH deshidrogenasa en realidad esta constituida por varias
NADH:ubiquinona oxidoreductasas, una llamada Ndhl del tipo Nuo acoplada a
bombeo de protones para la sintesis de ATP, y una Ndh tipo-ll (no acoplada). Esta
ultima se ha visto que esta involucrada en la proteccion respiratoria (Bertsova et
al., 1998; Bertsova et al., 2001). En el genoma de A. vinelandii existen
adicionalmente dos oxidoreductasas implicadas en el transporte de cationes a
través de la membrana, una de tipo Sha y una de tipo Nqgr (Setubal et al., 2009).

Recientemente, se caracterizd la de tipo Ngr, una NADH:ubiquinona
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oxidoreductasa, que transloca sodio en vez de protones (Fadeeva et al., 2008). El
papel de esta oxidoreductasa en el metabolismo de A. vinelandii se desconoce. En
otras bacterias genera un potencial electroquimico de sodio que se utiliza en la
importacion de solutos, en la sintesis de ATP y en el movimiento flagelar (Nufiez et
al., 2009). No se ha visto asociacion de Nuo, Ngr o Sha con la proteccion
respiratoria de la nitrogenasa. Ademas de las oxidoreductasas hasta aqui
enumeradas, en el genoma de A. vinelandii hay dos copias del sistema Rnf (Rnf1
y Rnf2) que, de acuerdo con Setubal et al., (2009), muestran similitud con NADH-
ubiquinona oxidoreductasas dependientes de sodio, sin que esté claro su papel en
el metabolismo.

En la porcion terminal de las cadenas respiratorias de A. vinelandii también
existen distintas alternativas para el transporte de los electrones de la ubiquinona
reducida (ubiquinol) al aceptor final oxigeno.

Esta oxidoreduccion ubiquinol-oxigeno, puede ocurrir por una via de dos
pasos, via una citocromo c reductasa (complejo Ill) seguida por una citocromo C
oxidasa terminal (complejo IV), o por un proceso de un solo paso, via una oxidasa
terminal dependiente de ubiquinol. De acuerdo con Setubal et al., (2009), el
genoma de A. vinelandii codifica para cinco oxidasas terminales de la cadena
transportadora de electrones (Figura 5): la citocromo c¢ oxidasa (oxidasa Cdt),
citocromo o oxidasa (Cox), citocromo cbbs (Cco), citocromo bd copia | (Cyd AB 1),
citocromo bd copia Il (CydAB II). La presencia de dos oxidasas citocromo bd en A.
vinelandii no se esperaba. La CydAB oxidasa |, ha sido caracterizada
extensamente, mientras que la funcién precisa la CydAB oxidasa |l permanece

por ser elucidada, (Setubal et al., 2009). La proteccidn respiratoria de la

18|



nitrogenasa se ha determinado que se da mediante la NADH:ubiquinona
oxidoreductasa tipo Il, (Ndhll) en la porcion inicial de la cadena respiratoria y de la
oxidasa CydAB I, en la porcion terminal de reduccion de oxigeno a agua (Bertsova
et al.,, 2001). Estas oxidasas protegen a la nitrogenasa, incrementando la
respiracion y generando un ambiente intracelular andxico (Dalton y Postgate,
1968; Dalton y Postgate, 1969). Estas cadenas respiratorias alternativas son muy
activas y, como ya se menciond, estan sélo parcialmente acopladas a la
generacion de un potencial de protones trans-membranal. Cuando se utiliza Ndhll
en combinacion con la oxidasa CydAB | se genera 5 veces menos energia que al
utilizar una via completamente acoplada (Bertsova et al., 1998). Esto
probablemente repercute en el consumo y demanda de oxigeno, el crecimiento y

los rendimientos de PHB.

Figura 5. Cadena transportadora de electrones ramificada de A. vinelandii (en negritas la
Ndhll, Na*Ndh (ngr) y CydAB).
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Cuando se cultiva A. vinelandii en matraces agitados o en fermentadores
instrumentados, ésta exhibe un menor crecimiento en comparacion con el de otras
bacterias utilizadas en procesos biotecnoldgicos (Pefia et al., 2002; Galindo et al.,
2007; Mejia et al., 2010). Asi, a pesar de que se han generado cepas que
sobreproducen PHB, las concentraciones volumétricas al final del cultivo son bajas

(datos no publicados).

Dada la alta tasa de respiracién que presenta A. vinelandii, es comun que
en cultivos donde no existe un control de la tensién de oxigeno disuelto (TOD) se
presenten limitaciones de oxigeno desde etapas muy tempranas en el proceso de
fermentacion (Diaz-Barrera et al., 2007). También se ha observado que en una
TOD mayor al 5 % la bacteria utiliza la fuente de carbono principalmente para la
produccion de biomasa (Pefia et al., 2000), lo cual puede ser explicado a través de
una mayor actividad en el ciclo de los &acidos tricarboxilicos, mientras que en
cultivos realizados a una baja TOD se favorece la acumulacion intracelular del
PHB, debido a una baja actividad de este ciclo metabdlico. Estas observaciones
implican que el oxigeno disuelto juega un papel relevante en la produccion de
biomasa y de PHB en esta bacteria. Es importante sefialar que la limitacién de
oxigeno puede también reducir la capacidad respiratoria de la bacteria, lo que
puede también reducir el crecimiento, repercutiendo en la cantidad de PHB

producida.
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Componentes de la cadena respiratoria de A. vinelandii involucrados en la
proteccion respiratoria.

La NADH: ubiquinona oxidoreductasa del tipo Il esta codificada por el gen
ndhll (Bertsova et al., 2001; Fig. 6). De acuerdo con Bertsova et al., (2001), la
inactivacion de este gen en la cepa de A. vinelandii UW136 provocd un marcado
descenso en su actividad respiratoria. Esta mutante fué incapaz de crecer
diazotréficamente (fijando nitrégeno) bajo una aireacion alta, mientras que el
crecimiento no se vid afectado en condiciones de baja aireacion o en presencia de
NH4" (condicion de no fijacion de nitrogeno). Estos resultados demostraron que la
Ndhll es un componente esencial del sistema de protecciéon respiratoria de la

nitrogenasa en A. vinelandii.

Figura 6. Mapa de la region del genoma de A. vinelandii donde se encuentra el gen ndh I
(http://www.azotobacter.org).
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Ademas de la participacion de Ndhll en la proteccion respiratoria, existen
datos que demuestran que la oxidasa terminal citocromo bd | (CydAB |) también
es importante. Esta oxidasa esta codificada por los genes cydAB (Kelly et al.,
1990; Figura 7).

De acuerdo con Kelly et al., (1990) la inactivacion de los genes cydAB por
insercion de un Tn5-B20, resulté en la pérdida de la capacidad de crecer en medio
deficiente de nitrégeno fijado cuando se incubaban en condiciones aerobias, pero
la mutante fué capaz de fijar nitrdbgeno cuando la concentracion de oxigeno
ambiental se redujo a 1.5% (vol/vol). En ese trabajo se propuso que la cadena
respiratoria de A. vinelandii requerida para la proteccion respiratoria de la
nitrogenasa termina con el citocromo bd. Posteriormente, Wu et al., (2000),
reforzaron la idea de que en A. vinelandii, la fijacion del nitrégeno aero-tolerante
requiere del citocromo bd y propusieron que la regulacion de la expresion de este
citocromo esta dada por CydR, una proteina homologa a Fnr de E. coli, que
reprime la transcripcion de los genes cydAB de esta oxidasa terminal bajo

condiciones de baja oxigenacion.

Figura 7. Mapa del operon cydAB en el genoma de A. vinelandii,
(http//www.azotobacter.org)
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Efecto de la inactivacion de la NADH:Ubiquinona oxidoreductasa translocadora de
Na*.

Las NADH:ubiquinona oxidoreductasas: translocadoras de Na* (Na'NQR)
son bombas redox de sodio compuestas por seis subunidades (NgrA-F) que estan
codificadas por el operon nqr (Fig. 8), (Nufez et al. 2009). Este complejo
enzimatico acopla la oxidacion exergonica de NADH y la reduccién concomitante
de ubiquinona, con el transporte de Na® del espacio citoplasmatico al
periplasmatico (Bertsova; et al. 1998). Estas Na"NQR disminuyen la concentracion
de Na" intracelular y contribuyen a la generacion de un potencial electroquimico de
Na®. Este potencial transmembranal de sodio juega un papel importante en el
metabolismo de diferentes bacterias, esta involucrado en la importacién de
solutos, en la sintesis de ATP y en la rotacion flagelar (Skulachev, 1989). Nufez et
al. (2009), describieron el aislamiento y caracterizacion de una cepa mutante de A.
vinelandii denominada GG4, derivada de la cepa AEIV, que tiene un
minitransposon Tn5 insertado en el gen nqrE. Este gen codifica para una de las
subunidades de la ubiquinona oxidoreductasa NADH: translocadora de Na®
anteriormente descrita. Esta cepa presentd una sobreproduccion del
exopolisacarido alginato. Por otro lado, Gaytan et al., (2012), trabajaron con la
mutante ATCN4 de A. vinelandii, que posee esta misma mutacién en el fondo
genético de la cepa A. vinelandii ATCC 9046. Esta mutante también mostré un
fenotipo de sobre-produccién del polisacarido alginato (fenotipo altamente

mucoide), al ser cultivada en medio minimo y medio rico en matraces. La mutante
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ATCN4 mostré una mayor eficiencia en la conversiéon de la sacarosa a alginato y
también al poliéster PHB; teniendo respectivamente rendimientos (gramos de
alginato o PHB producidos por gramo consumido de sacarosa) de 3.6 y 1.6 veces
los obtenidos en los cultivos de la cepa silvestre. La mutante ATCN4 mostro
también un mayor crecimiento (medido como contenido de proteina) y una mayor
tasa de crecimiento (u), pues para la mutante la p fue de 0.05 h-' con una
concentracion maxima de proteina de 0.7 g L™ mientras que en la cepa silvestre
estos valores fueron de 0.04 h™ y 0.48 g L' respectivamente. Estos investigadores
mostraron que el contenido de PHB en la cepa silvestre ATCC 9046 se mantuvo
constante entre 40-55% del peso seco durante el crecimiento; mientras que en los
cultivos de la mutante ATCN4, el porcentaje de PHB se incrementdé durante la fase
de crecimiento exponencial y llegé a un maximo de 66% después de las 48hrs de
cultivo (Figura 9). Estos datos muestran que la inactivacion de esta oxidasa
terminal tuvo un efecto positivo en dos parametros importantes para la produccion
de PHB: el crecimiento y el contenido del polimero. Esto se logré ademas con una
mayor eficiencia de conversion de la fuente de carbono en biomasa y en PHB; sin
embargo, esta cepa sobreproduce alginato, y la sintesis de este exopolisacarido
compite con la produccién PHB por la fuente de carbono suministrada (Segura et

al., 2003).
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Figura 8. Mapa del operén nqr en el genoma de A. vinelandii, (http//www.azotobacter.org)

Time (h)

Figura 9. Produccién de biomasa (a) y PHB (b) por A. vinelandii ATCC 9046 (cuadros) y
su derivada mutante ATCN4 (circulos) (Gaytan et al., 2012).
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Se sabe que uno de los parametros criticos en la produccion del PHB es la
produccion de biomasa que se alcanza, y ésta, al igual que la acumulacion del
polimero, depende de la concentracion de oxigeno existente en los cultivos de A.
vinelandii.

Una dificultad que tiene A. vinelandii como productor de PHB a gran escala,
es que, durante la fijacion aerobia de nitrégeno, esta requiere altas
concentraciones de oxigeno para soportar el gasto energético de la fijacion del N..
Ademas de que en esta bacteria la proteccidn respiratoria conlleva un gasto
energético considerable (Oelze, 2000). Aunque una parte de estos inconvenientes
se soluciona en los cultivos de A. vinelandii utilizando una fuente de nitrégeno
fijado, como puede ser el amonio o fuentes mas complejas como las peptonas o el
extracto de levadura, A. vinelandii presenta una tasa de respiracion alta aun bajo
condiciones de no fijacion de nitrégeno. Asi, el cultivo de A. vinelandii requiere
altas concentraciones de oxigeno (Gaytan et al., 2012). Esto aumenta los costos
de produccién en los fermentadores al necesitarse velocidades de agitacion altos,
y un mayor consumo de potencia para suministrar el oxigeno necesario. Se ha
determinado que este fendmeno se debe probablemente a la existencia de las
cadenas respiratorias alternativas descritas anteriormente (Bertsova et al., 1998,
Bertsova et al, 2001, Poole y Hill, 1997, Cruz-Ramos, 2000).

Con objeto de mejorar la produccion de PHB o el rendimiento de biomasa
en A. vinelandii, en este proyecto se propuso la inactivaciéon de los genes ndhll,
cydA y nqrE, que codifican para componentes de las cadenas respiratorias

alternativas para reducir la tasa de respiracion.
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IV. Hipétesis
Si se inactivan los genes ndhll, cydAB o nqrE, cuyos productos participan
en cadenas respiratorias alternativas, aumentara la produccién de biomasa y de

PHB, y disminuira la demanda de oxigeno durante el cultivo de A. vinelandii.

V. Objetivo general

Evaluar en la cepa de A. vinelandii OP el efecto de la inactivacion de los
genes nqrE, ndhll y cydA, que codifican para la NADH:ubiquinona oxidoreductasa
translocadora de Na*, la NADH:ubiquinona oxidoreductasa desacoplada Ndhll y la
citocromo bd quinol oxidasa terminal de las cadenas respiratorias desacopladas,

sobre su crecimiento y la produccion de PHB .

VI. Objetivos particulares
e Caracterizar la capacidad de crecimiento y produccion de PHB de las
mutantes generadas en cultivos en matraces agitados.
o Estudiar la influencia de diferentes condiciones de aireacion (baja, media y
alta) en el crecimiento y produccion de PHB por las distintas cepas

mutantes de A. vinelandii en cultivos en matraces agitados.
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VIl. Materiales y métodos

VII.1 Medios y condiciones de cultivo de las cepas de A. vinelandii y E. coli
Las cepas de A. vinelandii y E. coli utilizadas en este trabajo se describen en
la tabla 1. Los plasmidos utilizados en este trabajo se enlistan en la tabla 2.

Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo

Cepas Fenotipo/genotipo Referencia
Azotobacter vinelandii
Bush y

opP Silvestre, Nal’, No produce alginato Wilson, 1959

Derivada de AEIV con mutacion|Nufiez et al.,
GG4 ngrE::Tn5,Sp" 2009
ndhll Derivada de la OP ndhll::gm, Nal’, Gm" | Este trabajo
cydA Derivada de la OP cydA::km, Nal’, Km" | Este trabajo
ngrE Derivada de la OP ngrE::Tn5, Nal’, Sp” | Este trabajo
E. coli

supE44  AlacU169 hsdR17 recAl
DH5a endAl gyrA96 thi-1 relAl GIBCO BRL

Las cepas de E. coli se crecieron en medio LB (en g/L): peptona de

caseina, 10; cloruro de sodio, 10; extracto de levadura, 5; agar, 15 (para medio
o
solido). Estos cultivos se incubaron a 37 C por 12 h. Las cepas de A. vinelandii se

crecieron a 300C por 72 h en medio Burk modificado (en g/L): sacarosa, 20;

extracto de levadura, 3; K2HP04, 0.66; KH2P04, 0.16; MOPS, 1.42; CaSO4, 0.05;

NaCl, 0.2; MgSO4-7HZO, 0.2; NazMoO4-2HZO, 0.0029; FeSO4-7H20, 0.027;
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suplementado con 14 g de agar para medio sélido y eliminando el extracto de

levadura. Las cepas de A. vinelandii se conservaron en medio BS (en g/L):

MgCI2-6HZO, 0.160; NaMoO4-2H20, 0.0002; FeSO4-7H20, 0.005; CaCI2-2H20,

0.073; Na2804, 0.183; de K2HPO4, 08y KH2PO4, 0.2. Los antibiodticos usados para

E. coli fueron: ampicilina 200 ug/ml, tetraciclina 20 ug/ml y 10ug/ml de gentamicina

en medio liquido o sdlido. Para A. vinelandii fueron: acido nalidixico 15 ug/ml,

gentamicina 1 yg/ml, kanamicina 1 pg/ml y espectinomicina 50 pug/ml, en medio

liquido o sdlido. Alternativamente, las cepas de A. vinelandii se crecieron bajo las

mismas condiciones en medio PYS (en g/L): sacarosa, 20; petona de caseina, 5;

extracto de levadura, 3; suplementado con 14 g de agar para medio sdlido.

VII.2 Oligonucledtidos utilizados.

Los oligonucledtidos empleados para las distintas PCR se indican en la

Tabla 2.

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo

Nombre | Secuencia Uso

AASF GGGCCCACCCCTACCCCGGTTTTT Amplificacién del gen ndh de A.
vinelandii

AASR GGATCCGGAGGGGACTCAGTGAAGC | Amplificacion del gen ndh de A.
vinelandii

nqrEFF | GCAAACTGTTCGGCTTCACC Comprobaciéon de la insercién y
polaridad del minitransposon Tn5 en
el gen nqgrE de la cepa OP de A.
vinelandii. Amplificaciéon del gen
nqrE.

nqrEFR | ATGGCGGGCTTCAGCAGTG Comprobaciéon de la insercién y

polaridad del minitransposon Tn5 en
el gen nqrE de la cepa OP de A.
vinelandii. Amplificacion del gen
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nqrE.

Tn50

GGCCGCACTTGTGTATAAG

Comprobacién de la insercién vy
polaridad del minitransposon Tn5 en
el gen nqrE de la cepa OP de A.
vinelandii. Complementario a la
secuencia O del Tn5.

Tn5l

GGCCAGATCTGATCAAGAG

Comprobacion de la insercién y
polaridad del minitransposon Tn5 en
el gen nqrE de la cepa OP de A.
vinelandii. Complementario a la
secuencia | del Tn5.

RposR

GACAGCGATCGAGGCCGTTC

Amplificacién del gen rpoS de A.
vinelandii

RposF

GATTTGTCGCAGAGTATCG

Amplificacién del gen rpoS de A.
vinelandii

cydA
upC

GTGTGGCAGTGCAAGATC

Amplificacién del gen cydA de A.
vinelandii

CydA
LwC

CGAGGGCGAAGTTGATGC

Amplificacién del gen cydA de A.
vinelandii

VII.3 Determinacién de proteina

La cuantificacion de proteina se realizd por el método de Lowry et al.,

(1951). Los ensayos se realizaron por triplicado. El procedimiento fue el siguiente:

se tomo6 1ml de medio de cultivo y se centrifugd a 13, 000 r.p.m para obtener el

paquete celular, esto se resuspendiéo en 1 ml de H,O. Se tomaron 10 pl de las

células resuspendidas y se llevo a 200 pl con H,O. Se anadio 1ml de la solucion

reactiva, se agitd y dejo reposar 10 min. Se anadié 0.1 ml de reactivo de Folin

diluido con 1 vol de H;O y se dejo reposar 30 min. Finalmente se leyd la

absorbancia en el espectrofotometro a 595 nm. Simultdneamente se corrié una
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curva de calibracion utilizando un patron de albumina con las siguientes
concentraciones en ug /ml: 5, 10, 25, 50, 75, 100 y 150.

Preparacion de solucién reactiva

Soluciones

Solucion A: NaC0O32% en NaOH 0.1 N

Solucién B: Tartrato de Nay K 2%

Solucion C: CuSO4 1%

Solucion reactiva:

Se mezcld 0.01ml de solucion C+ 0.01 ml de soluciéon B + 0.980 ml de solucion A

VIl.4 Determinacién de sacarosa

Previo al andlisis a las muestras se les realiz6 una dilucion 1/25.
Posteriormente se tomaron 90 pl de cada una de las diluciones y se mezclaron
con 0.1 ml de soluciéon enzimatica (3-fructuosidasa), se incubé durante 10 min a
temperatura ambiente y posteriormente se adicion6 0.1 ml de solucién de 3,5
acido dinitrosalicilico (DNS) a cada muestra. Los tubos se calentaron a 95°C
durante 5 min y después se enfriaron en hielo. Finalmente, se agregdé 1 ml de
agua destilada y se leyo en el espectrofotometro a 540 nm.

Preparacion de reactivos
o Amortiguador de citratos: 0.32 M y pH 4.6: 0.197 g de &cido citrico disueltos
en 50 ml de agua destilada. De igual forma, se pes6 9.1 g de citrato de
sodio y se llevo a 50 ml con agua destilada. Se agregé gota a gota el citrato

de sodio al acido citrico hasta alcanzar un pH de 4.6.
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e Solucion enzimatica: Se pesaron 10 mg de enzima (3-fructuosidasa) y
disolvieron en 4 ml de amortiguador de citratos.

e Solucion de DNS (3,5 acido dinitrosalicilico): Se pesaron 16 g de hidroxido
de sodio, 300 g de tartrato de sodio y potasio y 10 g de DNS (almacenar en

frasco ambar). Se mezclaron en ese orden en 1L de agua destilada.

VII.5 Determinacién de pH

Para la determinacion del pH del medio de cultivo se tomaron 3 ml del medio
de cultivo (PY sacarosa) antes de inocular con las cepas correspondientes (tiempo
inicial) y 3 ml a las 36 hrs de cada uno de los matraces correspondientes a cada
condicion de aireacion (baja, media y alta) y a cada una de las cepas. El pH se

midié usando un potencidmetro CORNING pH meter 240.

VII. 6 Determinacion de PHB

La determinacion de PHB se llevo a cabo utilizando la metodologia reportada
por Law y Slepecky (1961) modificada de la siguiente manera: Se tomo6 1 ml de
muestra, se centrifugd a 13, 000 r.p.m eliminando el sobrenadante. Se agregé 1 ml
de hipoclorito comercial diluido al 30 %, la pastilla se resuspendio y se dejo
reposando 1 hr; transcurrido ese tiempo se lavé con 1 ml de H,O, posteriormente
con 1 ml de etanol y finalmente con 1 ml de acetona. Se seco la pastilla y disolvid
en 1 ml de acido sulfurico. EI PHB disuelto en acido se calenté a 95°C por 10
minutos, convirtiendo el PHB en crotonato. Finalmente, se diluyé la muestra en
acido sulfurico lo necesario para obtener una lectura en espectrofotometro a

235nm inferior a 0.8. Para el calculo de la concentracion de crotonato se utilizé la
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ecuacion de Lambert y Beer y el coeficiente de extincion molar del crotonato

(15600 mol”'cm™).

VII.7 Extraccion de ADN cromosomal de A. vinelandii

A.vinelandii se crecié en 50 ml de medio BS liquido en agitacion a 200 r.p.m.

a 300C, durante 46 h. Se centrifugaron 10 ml de cultivo a 8000 r.p.m. 5 min, para

obtener la pastilla celular, la cual se transfirié a un tubo de 1.5 ml tipo Eppendorf.

Se adicionaron 100 pl de NaCl 5 M, se dej6 reposar 10 min a 650C. Se agregaron

80 ul de CTAB 10 % / NaCl 0.7 M (ver apéndice) y se dejé incubando 20 min a

65°C. Posteriormente, se realiz6 una extraccion con 400 pl de cloroformo-
isoamilico (24:1). Se centrifugd a 13,000 r.p.m., recuperando el sobrenadante. Se
extrajo con 400 ul de fenol-cloroformo-isoamilico. Esto se realizé tres veces, hasta
obtener una interfase limpia, centrifugandose cada vez 10 min, y recuperando
cuidadosamente la fase acuosa. Se extrajo una vez mas con 400 ul de cloroformo-
isoamilico. Posteriormente, se centrifugdé a 13,000 r.p.m. por 3 min, recuperando
cuidadosamente el sobrenadante. Se agregaron 0.6 volumenes de isopropanol. Se
centrifugd a 13,000 r.p.m. por 10 min y se desecho el sobrenadante, recuperando

Unicamente la pastilla. La pastilla se lavd tres veces con etanol al 70 %.

o
Cuidadosamente se retir6 el etanol, y la pastilla se dejoé secar a 37 C por 10 min.

Finalmente, la pastilla se resuspendié en 30 pl de HZO con RNAsa (ribonucleasa

20 ug/ml), incubando la muestra por 1 h a 370C (Sambrook et al., 1989).
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VI1.8 Electroforesis del ADN

Se prepararon geles de agarosa al 1% en solucion amortiguadora de TRIS-
acetatos (ver apéndice). Los pozos del gel fueron cargados de acuerdo a la
concentracion necesaria de la muestra de interés, mas 1-2 pl de colorante. Como
marcador de peso molecular se utilizd una solucion de ADN del fago A digerido
con las enzimas Hindlll y BamH| (100 ng/ml), que fue utilizado para calcular el
tamafo de los fragmentos de ADN y su concentracion. También se utilizd como
marcador de peso molecular ADN 1 Kb plus ladder (Invitrogen). La electroforesis
se corridé a 80 volts, por 45-60 min en solucidon amortiguadora de acetatos al 1X.
Posteriormente, el gel fue tefido con bromuro de etidio (0.5 pg/ml) durante 3-5
min, enseguida se lavd con agua por 5 minutos y posteriormente se observé en el

transiluminador de luz UV, para visualizar el ADN (Sambrook et al., 1989).

VI1.9 Purificacidn de las construcciones génicas cydA::km y ndhll::gm

Para purificar las construcciones génicas cydA::km y ndhll::gm del gel de
electroforesis se corrid suficiente ADN en un gel de agarosa al 1%. Las
condiciones de corrida fueron de 80 volts por 45-60 min. Se corté la banda
deseada y se transfirié a un tubo eppendorf, posteriormente se utilizo GeneJET™
gel extraction kit de fermentas para terminar la purificacion, siguiendo el

procedimiento propuesto por el fabricante (Fermentas).
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VI11.10 Reacciones de ligacion

Para la clonacion de fragmentos de ADN, una vez que se obtuvo el
fragmento de ADN deseado, éste se ligo a un vector que previamente fue digerido
con una enzima de restriccion adecuada, en una relacion molar 3 (inserto): 1
(vector). Se utilizé la enzima T4 ADN ligasa siguiendo las instrucciones del

fabricante (New England Biolabs). Las condiciones de ligacién fueron las

o
siguientes: se incubd la reaccion por 12 h a 16 C, posteriormente se procedio a

realizar transformacién en E. coli (DH5a).

VI11.11 Preparacioén de células competentes de E.coli DH5a por el método de CaCI2

Se transfirid una colonia bacteriana a 5 ml de LB y se crecio a 37OC por 16-

20 h. Posteriormente, se inocularon 100 ml de LB liquido (en matraz de 250 ml)

con 1 ml de este cultivo y se incubd a 37OC por 3 h, en agitacién vigorosa hasta

que se alcanzé una D.O.650 de 0.4-0.5. Después, el cultivo se transfirié a tubos de

polipropileno y se incubaron en hielo durante 10 min. Enseguida, la muestra se
centrifugd a 4000 r.p.m. 10 min a 4°C (ultra centrifuga Beckman) y se recupero el

paquete celular. Este se resuspendié en 30 ml de CaCI2 50 mM dejandose en hielo

por 15 min. La muestra se centrifugd a 4000 r.p.m. por 10 min a 4°C y la pastilla se

resuspendio en 3-5 ml de CaCI2 50 mM frio por cada 50 ml del cultivo original. Se

hicieron alicuotas de 0.2 ml en tubos eppendorf de 1.5 ml y se mantuvieron a -
70°C en solucién de glicerol al 14 % hasta el momento de usarlas (Sambrook et
al., 1989).
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VI1.12 Transformacion en E. coli DH5a

Se mezclaron 0.1 ug de ADN con 0.2 ml de células competentes de E.coli
con los plasmidos pJET::ndh, pJET::ndh::Tc y pJET::ndh::Gm . Esta mezcla se

incubd en hielo por 30 minutos, posteriormente, se le dié un choque térmico a
0 . .7 . . .
42 C por 2 minutos y se volvié a incubar en hielo por 2 min. A la muestra se le

adiciond 1 ml de medio LB (sin antibiotico) y se crecio a 37OC por 1 h, a 200 r.p.m.
Después, se sembraron de 0.1 a 0.2 ml, en cajas con medio sdlido LB con el

antibiético correspondiente (Sambrook et al., 1989).

VII.13 Extraccion de ADN plasmidico (“Miniprep”)

Para la extraccién del ADN plasmidico de las células DH5a de E. coli se
utilizé el GeneJET™ Plasmid miniprep kit de Fermentas y se llevd a cabo la

metodologia propuesta por el fabricante.

VI1.14 Preparacion de células competentes de A. vinelandii

Como primer paso la cepa OP de A. vinelandii se cultivd 2 veces en medio

CM (Medio de Competencia) incubandolas por 48 h a 3000. Después se

recolectaron todas las células para inocular 50 ml de medio CM liquido. Se incubo

a 3OOC por 48 h a 200 r.p.m. Posteriormente, las células se recolectaron por

centrifugacion a 400 r.p.m. por 10 min y se lavaron las células con MgSO4 10 mM.
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Finalmente, las células se resuspendieron en 2 ml de medio CM con 16 mM de

MgSO4.

VI1.15 Construccion de la mutante ndhll::gm de A. vinelandii OP

Para inactivar el gen ndhll en A. vinelandii OP primero se cloné el gen ndhll.
Con base en la secuencia de este gen de la cepa DJ de A. vinelandii
(www.azotobacter.org), se disefiaron oligonucledétidos para amplificar ndhll por
PCR. En la amplificacion se utilizé como molde ADN cromosomal de la cepa OP y
se emplearon los oligonucledétidos: AASF y AASR (Tabla 2). Las condiciones de la

amplificacién utilizando la enzima Taq polimerasa de Fermentas fueron las
o
siguientes: temperatura de desnaturalizacion 94 C/1 minuto, temperatura de
(o} o
alineamiento 61 C/45 segundos, temperatura de extension 72 C/1.5 min, 30 ciclos.

Posteriormente, se le dio un ciclo mas de extension a 72OC/10 min. El producto de
PCR de 1360 pb obtenido se cloné en el plasmido pBR1MCS-gm, resultando el
plasmido pBR1MCS::ndhll. Posteriormente, para inactivar el gen ndhll se intentd
insertar un casete de resistencia al antibidtico tetraciclina en el sitio Blpl del gen
ndhll. Aunque no se logré obtener esta construccion, paralelamente se realizé la
clonacion del fragmento de PCR con ndhll utilizando una estrategia diferente. El
fragmento de PCR fue clonado en el vector pJET 1.2 (Clone JET ™ PCR Cloning
kit, Fermentas) obteniendo el plasmido pJET-ndh. Posteriormente, el gen ndhll se
inactivé insertando en el sitio Smal de ndhll un casete de resistencia a

gentamicina, obteniendo el plasmido pJET-ndh-gmr. El cambio a gentamicina en la
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seleccion se realizé para facilitar la seleccion de verdaderas transformantes en las
que se hubiera logrado el remplazo del gen silvestre de ndhll por el mutante
mediante doble recombinacion homologa, porque A. vinelandii es muy sensible a
este antibiotico. El remplazo alélico del gen silvestre por el inactivado con el
casete de resistencia a gentamicina se verifico por PCR, utilizando los oligos
AASR y AASF (Tabla 2). La orientacion del casete de gentamicina, determinante
de la polaridad de esta insercion, se determind mediante analisis de restriccion

usando la enzima Bglll.

VII.16 Construccion de la mutante cydA::km de A. vinelandii OP

Para inactivar el gen cydA en A. vinelandii OP, se contaba con el plasmido
pSM-cydA1 en el que se tenia clonado un fragmento de ADN de A. vinelandii
UW136 de 1.6 Kb con la regidén 5°del gen cydA interrumpida por la insercién de un
casete de resistencia al antibidtico kanamicina en el sitio Pstl. Con este plasmido
se transformaron células competentes de A. vinelandii OP y se seleccionaron
transformantes resistentes a kanamicina. Para confirmar el remplazo alélico del
gen silvestre por el alelo mutante generado por doble recombinacion homologa, se
extrajo el ADN cromosomal de las transformantes obtenidas y se realizé un PCR

con los oligos cydA upC y cydALwWC (Tabla 2). Las condiciones usadas para la
PCR fueron las siguientes: temperatura de desnaturalizaciéon 940C/3 minutos,
temperatura de alineamiento 61°C/45 segundos y temperatura de extension

(o]
72 C/2.00 minutos, por 30 ciclos. Posteriormente, se le dio un ciclo mas de
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o
extension a 72 C/10 min. Como control positivo se usé la construccion pKS-
cydA::km. Asi se confirmé la presencia del alelo cydA::km y la ausencia del alelo

silvestre en el genoma de una transformante, a la que se denominé cydA::km.

VI1.17 Construccion de la mutante ngrE::Tnb de A. vinelandii OP

Para generar la mutante de A. vinelandii OP en la que se tuviera inactivado el
gen ngrE, se utilizd ADN cromosomal de la cepa mutante GG4 (nqrE::Tnb),
derivada de A. vinelandii AEIV (Nufiez et al, 2009). EI ADN cromosomal extraido
de la cepa GG4 se utilizd para transformar células competentes de A. vinelandii
OP. Se seleccionaron transformantes resistentes a espectinomicina, ya que el
transposon Tnd insertado en nqrE contiene un gen de resistencia a este
antibiético. Esto permitié identificar aquellas transformantes en las que ocurrié el
remplazo alélico por doble recombinacién. Se hizo una PCR utilizando ADN de las
transformantes para comprobar la presencia del alelo mutante inactivado por
insercion del Tn5 y la polaridad de la insercion. Como control positivo se uso el
ADN cromosomal de la cepa GG4. Los oligos nqrEF, nqrEFR, Tn50 y TN5I (Tabla

2) se utilizaron para la PCR las siguientes condiciones: temperatura de

desnaturalizacion 940C/3 minutos, temperatura de alineamiento 5800/45 segundos
o

y temperatura de extension 72 C/45 segundos, por 30 ciclos. Posteriormente, se le

o
dié un ciclo mas de extensién a 72 C/10 minutos. Una transformante que se
confirmo que contenia la insercidn y que ya no contenia el alelo silvestre se aislé y

se denomind nqrE::Tnb.
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VI11.18 Caracterizacion de las mutantes cydA::kmy nqrE de A. vinelandii OP

En una primera etapa se llevaron a cabo cultivos liquidos de las cepas OP
(wt), y cydA::km y nqrE durante 48 hrs en matraces agitados en medio PY
sacarosa, BS con citrato de NHs y BS, para determinar el medio de cultivo
adecuado para el crecimiento de las diferentes cepas.

Una vez determinado el medio de cultivo, las mutantes cydA:km vy
ngrE::Tn5 y la cepa OP de A. vinelandii se probaron en tres diferentes condiciones
de aireacion. Para estos experimentos, los indculos se cultivaron por 24 hrs en
matraces Erlenmeyer convencionales con 50 ml de medio PY con 20% de
sacarosa. Para lograr tres condiciones diferentes de aireacion se utilizaron dos
tipos diferentes de matraces: matraces de 500 ml con deflectores y con 100 ml de
cultivo (fraccién de llenado de 1/5) y matraces Erlenmeyer de 250 ml con 50 y 125
ml de medio de cultivo (fracciones de llenado de 1/5 y 1/2 respectivamente). La
modificacion de la fraccién de llenado de los matraces cambia la relacion
superficie de intercambio gaseoso/volumen de medio de cultivo. Mientras menor
sea fraccion de llenado (menor volumen de medio de cultivo contenido en los
matraces), esta relacion es mayor y la aireacion es mas alta. En los matraces con
deflectores existe una mayor transferencia de oxigeno que en los matraces
convencionales (Pefa et al., 1997). El cultivo en estos matraces se considerd una
condicion de alta oxigenacion. Los matraces convencionales con fraccion de
llenado de 1/5 se consideraron de oxigenacion media, mientras que los matraces

convencionales con fraccion de llenado de 1/2 se consideraron de baja
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oxigenacion. En estos cultivos también se utilizé6 medio PY con 20% sacarosa. Las

condiciones de cultivo fueron: BOOC, 220 r.p.m. y 36 hrs. Los matraces se
inocularon en todos los casos con el equivalente al 1% del indculo (1ml de inéculo
a los matraces con aireacién alta, 0.5 ml a los de aireacion media y 1.25ml de
inéculo a los de aireacion baja). Se tomaron muestra al inicio (tiempo 0) y final del
cultivo (36 hrs) para medir diferentes parametros: Concentracion de proteina
(determinada por el método de Lowry et al., 1951), concentracién de sacarosa,

peso seco, concentracion de PHB y pH.

VIll. Resultados y discusién

VIII.1 Construccién de la mutante ndhll::gm

Con el fin de obtener una mutante derivada de la cepa OP que careciera de
la NADH:ubiquinona oxidoreductasa de tipo I, se amplificé por PCR un fragmento
de 1360 pb que contiene el gen ndhll. En la figura 10 (A), se observa el fragmento

obtenido.
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Figura 10. Amplificaciéon del gen ndh Il de A. vinelandii de 1360 pb (A). Purificacion del
vector de clonacion pBR1MCS-gm de 4768 pb (B).

Este fragmento de PCR (gen ndhll), se clon6 en el vector pPBR1MCS-gm (Kovach
et al., 1994). El plasmido obtenido (pBR1MCS: ndhll) se digirié con las enzimas
Apal y BamH], liberandose un fragmento de 1360 pb, lo que demostré la clonacién

del gen ndhll (no mostrado).

En la Figura 11 se muestra la digestion de la construccion pBR1MCS::ndhll
con la enzima Smal (sitio Unico), con lo que se confirmé la clonacién del gen ndhll.
Posteriormente, se intentd inactivar el gen ndh/l mediante la inserciéon de un
casete de resistencia al antibidtico tetraciclina en el sitio Bipl, sin que se lograra

obtener el plasmido con la insercion deseada.
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500 pb

Figura 11. Digestion con la enzima Smal de la construccién del plasmido pBR1MCS::ndhll

obteniendo una banda de 6.1 Kb.

De forma paralela a los esfuerzos por inactivar ndhll por insercion del
casete Tc en el plasmido pBR1MCS::ndhll, se realizd la clonacion del mismo
fragmento de PCR que contiene el gen ndhll, en el vector pJET 2.1 de 2974bp,
obteniendo el plasmido pJET::ndh (Figura 12 panel A) fue digerido con la enzima
de digestion Smal para comprobar la clonacion del gen en el vector Figura 12,
Panel B). Posteriormente, para inactivar el gen ndhll se utilizé el plasmido
pJET::ndh digerido con la enzima de restriccion Smal, obteniendo una banda de
4336 pb (Figura 13), y se ligd en este sitio un casete de resistencia a gentamicina
cortado con la misma enzima. El plasmido resultante se llamé pJET::ndhll::gm de
5265 pb. Para comprobar la insercion del casete en este plasmido, se realizo la

digestion con la enzima de restriccion Xhol, resultando los fragmentos de los

Con formato: Fuente:
(Predeterminado) Arial, 12 pto
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tamafios esperados (Figura 14, carriles 3 (bandas de 4108 y 228 pb), y 4
(banda de 4336)), lo que confirmé la inactivacion de ndhll. Antes de transformar A.
vinelandii, se determind también la direccidon en la que se insert6 el casete de Gm
en dos aislados diferentes de la construccion pJET::ndhll::gm, dado que la
orientacion determina la polaridad del casete sobre genes que se encuentren rio
abajo. Los dos plasmidos aislados se digirieron con la enzima Bglll, pues el
analisis del tamafio de los fragmentos permitiria determinar la orientacion del
casete. En la orientacién no polar (deseable para la generacion de la mutante de
A. vinelandii) se generarian bandas de 2928, 1270 y 1067 pb. De los dos
plasmidos aislados se demostrd una orientacion no polar en uno de ellos (Figura
13, carril 7). En la Figura 15 se ilustra el mapa de restriccion de este plasmido que
contiene el gen ndhll inactivado por insercion del casete de resistencia a
gentamicina en orientacion no polar. Posteriormente se digirid esta construccion
pJET::ndhll::gm no polar con la enzima de digestion Sphl (Figura 13, carril 7) para
facilitar la seleccion de mutantes en las que hubiera ocurrido una doble
recombinacion homologa con un remplazo alélico, disminuyendo la posibilidad de
una cointegracién por recombinacion sencilla.

Con este ADN digerido se transformaron células competentes de A.
vinelandii OP y se seleccionaron transformantes resistentes a gentamicina (figura
16). Para confirmar que hubiera ocurrido el remplazo alélico por doble
recombinacion, se obtuvo ADN de varias transformantes resistentes y se confirmo
la ausencia del alelo silvestre (1360 pb) en tres de éstas transformantes por PCR
usando los oligos AASF y AASR. En estas transformantes (Figura 14, carriles 1, 2

y 3) no se observd la amplificacion del alelo silvestre, confirmando la inactivacion
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del gen ndhll. Aunque este resultado indicaba que el remplazo génico se habia
logrado, la morfologia de las transformantes vistas al microscopio fue muy

diferente del observado para las otras cepas de A. vinelandii.

1360 pb
500 pb

Figura12. Amplificaciéon del gen ndhll de A. vinelandii de 1360 pb (A). Digestion de
pJET::ndhll con Smal, obteniendo una banda de 4.3 Kb (B).

4336 pb

Figura 13. Digestion de pJET::ndhll con Smal, obteniendo una banda de 4336 pb (carril1).
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Figura 14. Electroforesis en gel de digestiones de los plasmidos pJET:ndh y
pJET::ndh::gm con diversas enzimas, confirmando el mapa de restriccion pJET::ndh sin
digerir, 2)pJET::ndh digerido con Bglll (bandas de 2928 y 1408 pb), 3)pJET::ndh con Xhol
(bandas de 4108 y 228 pb), 4)pJET::ndh con Smal (banda de 4336), 5)casete de
resistencia a gentamicina con Smal purificado (banda de 900), 6)Marcador de tamafo
molecular, 7)pJET::ndh::gm orientacion no polar con Bglll (bandas de 2928, 1270 y 1067),
8)pJET::ndh::gm orientacién polar con Bglll (bandas de 2928, 1580 y 757), 9)
pJET::ndh::gm orientaciéon no polar con Sphl (5265) y 10)pJET::ndh::gm orientacién polar
con Sphl (5265).

Bglll:
2.93, 1.27, 1.07

Figura 15. Mapa de restriccion de la construccion pJET:ndhll:gm mostrando los sitios de
corte con la enzima de digestion Bglll, cuando el casete de resistencia esta en orientacion
no polar.
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1360 pb

Figura 16. Confirmacion del genotipo de las mutantes ndhll. Amplificacién por PCR del
gen ndhll usando ADN de las colonias de A. vinelandii resultantes de la transformacion de
A. vinelandii OP con la construcciéon pJET::ndhll::gm. Transformantes 1, 2 y 3 (carriles 1-
3), control positivo del gen ndhll usando ADN de la cepa silvestre A. vinelandii OP (carril
4), mostrando una banda de 1360 pb.
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VIII.2 Construccién de la mutante cydA::km

Para obtener una mutante derivada la cepa OP de A. vinelandii en la que se
tuviera inactivada la citocromo oxidasa terminal CydAB |, se utilizé el plasmido
pSM-cydA1 de 5.7 pb. Este plasmido contiene un alelo mutante de cydA en el que
hay una insercion de un casete de resistencia a kanamicina. Esta mutacion se
transfirio a A. vinelandii OP por transformacion de células competentes con éste
plasmido, seleccionando transformantes resistentes a kanamicina para identificar
dobles recombinantes. Para favorecer la presencia de las dobles recombinantes
entre las transformantes, el plasmido se digiri6 con Smal antes de la
transformacion (Figura 17), eliminando asi la posibilidad de obtener cointegracién
del plasmido pSM-cydA1 por recombinacion sencilla. Se obtuvieron varias
transformantes resistentes a kanamicina y su genotipo se analizé mediante PCR,
usando los oligos cydA upC y cydA LwC (Figura 16). Con estos oligos se amplifico
un fragmento de 245 pb con el ADN de la cepa silvestre, que corresponde al
tamano esperado del alelo silvestre. Con el ADN de las transformantes aisladas no

se obtuvo amplificacion, mostrando que contienen el alelo mutante (Figura 18).
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5.7Kb

Figura 17. Digestion del plasmido pSM-cydA1 (cydA::(km) con la enzima de digestion
Smal, obteniendo una banda de 5.7 Kb (carril 1).

245pb —> 300 pb
200 pb

Figura 18. Analisis por PCR del genotipo de las transformantes de A. vinelandii OP con el
plasmido pSM-cydA1 (cydA::km). Productos de PCR obtenidos usando el ADN de las
distintas transformantes (carriles 1-3), y de la cepa silvestre A. vinelandii OP (carril 4). Se
observa una banda de 245 pb, correspondiente al fragmento esperado del gen cydA en la
cepa silvestre OP (control positivo).
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VIII.3 Construccion de la mutante nqrE::Tnb

Con el fin de obtener una mutante de la cepa OP de A. vinelandii que careciera de
la porcion inicial de la cadena respiratoria correspondiente a la NADH:ubiquinona
oxidoreductasa translocadora de Na*, para evaluar el efecto de esta mutacion,en
el crecimiento y la produccion de PHB, se introdujo una mutacion ngrE::Tn5, que
tiene inactivado el gen que codifica para la subunidad E de este complejo
enzimatico respiratorio. Esto se logré utilizando ADN de una mutante denominada
A. vinelandii GG4, derivada de la cepa AEIV de esta bacteria (Nufiez et al., 2009).
Esta cepa contiene este alelo mutante del gen ngrE por insercion de un
transposon miniTns. Se purificd el ADN cromosomal de esta cepa y se utilizé para
transformar células competentes de A. vinelandii OP. Se seleccionaron colonias
transformantes resistentes a especitnomicina, ya que el miniTn5 contiene un gen
de resistencia a este antibiético. Posteriormente, se analizd el genotipo de estas
transformantes mediante amplificacion por PCR utilizando los oligos ngrEF-F
(complementario al gen nqrE) y Tn50 (complementario a uno de los extremos del
transposon). El resultado de la amplificacion (Figura 19) comprobo el remplazo
alélico de nqrE en dos candidatas obtenidas de la cepa A. vinelandii OP,

generando la cepa nqrE::Tn5 en este fondo silvestre.
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500 pb

Figura 19. Confirmacion del genotipo de las transformantes de A. vinelandii OP nqrE::Tn5.
Se realizdé un PCR con la combinacion de oligos nqrEF-F y Tn50 utilizando como molde
ADN cromosomal de la cepa GG4 (carriles 1 y 2, donde se observa una banda de 500 pb)

VIIl. 4 Caracterizacion de las mutantes cydA::km y nqrE::Tn5 de A. vinelandii OP

La caracterizacion de las mutantes generadas fue hecha con las cepas cydA::.km 'y
ngrE::Tn5. Ninguna transformante de la mutante ndhll::gm se utilizé para este
experimento, pues aunque se logro construir el plasmido con el gen inactivado por
insercion del casete y se aislaron posibles mutantes tras la transformacién de
células competentes con éste plasmido, éstas transformantes mostraron una
morfologia celular muy diferente a la de A. vinelandii. Tras repetidas
transformaciones en las que se obtuvo un resultado similar, se decidié continuar el
estudio unicamente con las otras dos cepas obtenidas. Asi, las mutantes
cydA::km, nqrE::Tn5 y la cepa OP silvestre (control), se utilizaron para comparar

su crecimiento (concentracién proteina y peso seco), produccion volumétrica de
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PHB (ug PHB/mI de cultivo); y produccion especifica (ug PHB/ug proteina),

consumo de sacarosa (g/L), rendimiento de PHB (Y= g de PHB producidos/gramos

de sacarosa consumidos) y rendimiento de biomasa (Y= gramos de biomasa

obtenidos/gramos de sacarosa consumidos). En este experimento se utilizo el
medio PY con sacarosa pues en este medio se obtiene un mejor crecimiento de
A.vinelandii, resultados no mostrados. Con la finalidad de comparar las
caracteristicas de las cepas mutantes crecidas bajo distintas condiciones de
oxigenacion, se utilizaron tres distintos niveles de aireacién (baja, media o alta),
obtenidos modificando la fraccion de llenado de los matraces y el tipo de matraz
utilizado (matraces convencionales con fraccion de llenado de 1/2, con fraccion de
llenado de 1/5 y matraces con deflectores y fraccion de llenado de 1/5
respectivamente). En estudios anteriores (Galindo et al., 1993; Serrano-Carreon et
al., 1995; Buchs, 2001) se ha reportado que en los matraces con deflectores
(Figura 20) existe una mayor trasferencia de oxigeno, debido principalmente a que

éstos proveen un mejor mezclado, mejorando la transferencia de oxigeno.

Figura 20. Matraces utilizados en este trabajo.a) Matraz convencional (baja oxigenacion),
b) y ¢c) matraz con deflectores (alta oxigenacion).
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Los cultivos se desarrollaron durante 36 h debido a que en este tiempo se alcanza
un buen crecimiento y produccién de PHB, pues la bacteria logra entrar en la fase
estacionaria de su crecimiento.

[ll. 4.1 Caracterizacion del crecimiento como peso seco (mg/ml)

En la figura 21 se observa que bajo condiciones de aireacion baja el
crecimiento de la cepa silvestre OP, medido como peso seco, fue mayor (1.73
mg/ml) comparado con el de las cepas cydA::km (1.33 mg/ml) y ngrE::Tn5 (1.66
mg/ml). El crecimiento bajo condiciones de aireaciéon media (Figura 22) fue
también mayor para la cepa silvestre (2.06 mg/ml), seguida de la mutante
cydA::;km (1.93 mg/ml), que en esta condicion creci6 mas que la cepa nqrE::Tn5
(1.86 mg/ml). Bajo una condicion de aireacion alta (Figura 23), las cepas mutantes
cydA::km y ngrE::Tn5 presentaron un comportamiento similar al de la condicion de
aireacion media, crecieron menos que la cepa silvestre (1.56 mg/ml y 0.88 mg/ml,
respectivamente, contra 1.83 mg/ml de la cepa OP). En las tabla 3 y 4, se
presentan los resultados de la prueba de Tukey que muestran que las diferencias
crecimiento son estadisticamente significativas entre las cepas OP y las mutantes
en condiciones de aireacion baja y media. En una condicion de aireacion alta,
aunque se observé un aparente menor crecimiento de las mutantes, no se
obtuvieron diferencias estadisticamente significativa, por lo que no se muestra la
tabla. Los resultados muestran que las mutaciones generadas tuvieron un efecto

negativo en el crecimiento de A. vinelandii.
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Figura 21. Crecimiento medido como peso seco (mg/ml) de las cepas OP (wt), cydA y
ngrE con aireacion baja a las 36 hrs. Las barras SD son los valores de las desviaciones
estandar correspondientes a cada cepa (OP, cydA::km y ngrE::Tn5).

Figura 22. Crecimiento medido como peso seco (mg/ml) de las cepas OP (wt), cydA y
ngrE con aireacion media a las 36 hrs. Las barras SD son los valores de las desviaciones
estandar correspondientes a cada cepa (OP, cydA::km y nqrE::Tn5).
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Figura 23. Crecimiento medido como peso seco (mg/ml) de las cepas OP (wt), cydA y
ngrE con aireacion alta a las 36 hrs. Las barras SD son los valores de las desviaciones
estandar correspondientes a cada cepa (OP, cydA::km y nqrE::Tn5).

Tukey Test |OP cydA nqrE

(o] =T —— 0.019714 | 0.714501
cydA R T  —— 0.050916
nqrE 0714501 | 0.050916 | ——mmmmev

Tabla 3. Prueba de Tukey para el andlisis de varianza de los valores de peso seco
obtenidos para las tres cepas (OP, cydA y ngrE) en una condiciéon de aireacion baja.
Existe una diferencia estadistica significativa entre los pesos secos de la cepa OP y cydA
(color rojo).

Tukey Test |OP cydA ngrE

[0 =2 0.045939 0.000364
cydA 0.045939 | -—-mmmmmmmemeee- 0.000530
nqrE 0.000364 0.000530 | ~mmmmmmmmmmemmm

Tabla 4. Prueba de Tukey para el analisis de varianza de los valores de peso seco
obtenidos para las tres cepas (OP, cydA y nqrE) en una condiciéon de aireacién media.
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Existe una diferencia estadistica significativa entre los pesos secos de las cepas OP, cydA
y ngrE (color rojo).

VIII. 4.2 Caracterizacién del crecimiento como concentracion de proteina (ug/ml)

Ademas de evaluar el efecto de las mutaciones generadas sobre el
crecimiento midiendo el peso seco alcanzado, éste también se cuantificé midiendo

la concentracién de proteina de los cultivos

En la figura 24 se observa, que la concentracién de proteina (crecimiento)
de la cepa silvestre OP (536.9 pg/ml) fue similar a la alcanzada con las cepas
cydA::km (538.4 pg/ml) y nqrE::Tn5 (646.6 ug/ml), en condiciones de aireacion
baja; es decir, las tres cepas presentaron un crecimiento similar en presencia de
una condicién baja de oxigeno. Las pruebas de Tukey mostraron que no existen
diferencias (analisis no mostrados). La figura 25, muestra que el crecimiento en
condiciones de aireacion media, fue aparentemente mayor en la mutante cydA::km
(817.2 pg/ml), con respecto a la cepa OP (718.7 pg/ml); sin embargo, las pruebas
estadisticas no mostraron diferencias (analisis no mostrados). En esta condicion,
la cepa nqrE::Tn5 presenté un crecimiento menor que el de la cepa silvestre,
siendo este de 683.0 pg/ml (Figura 26). Bajo la condicion de aireacion alta (Figura
25), aunque el crecimiento de la cepa silvestre OP (870.3 ug/ml) fue al parecer
mayor que el de las cepas mutantes cydA::km y nqrE::Tn5 (714.2 ug/ml y de 713.3
pg/ml, respectivamente), las pruebas estadisticas tampoco mostraron diferencias

significativas como en el resto de las condiciones (analisis no mostrados).
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Figura 24. Crecimiento como concentracién de proteina en condiciones de aireacién baja
a las 36 hrs de las cepas OP (wt), cydA y ngrE. Las barras SD son los valores de las
desviaciones estandar correspondientes a cada cepa (OP, cydA::km y nqrE::Tn5).

Figura 25. Crecimiento como concentracion de proteina en condiciones de aireacion
media a las 36 hrs de las cepas OP (wt), cydA y nqrE. Las barras SD son los valores de
las desviaciones estandar correspondientes a cada cepa (OP, cydA::km y nqrE::Tn5).
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Figura 26. Crecimiento como concentracion de proteina en condiciones de aireacion alta a
las 36 hrs de las cepas OP (wt), cydA y ngrE. Las barras SD son los valores de las
desviaciones estandar correspondientes a cada cepa (OP, cydA::km y nqrE::Tn5).

VIII. 4.3 Caracterizacién de la produccion volumétrica de PHB alcanzada (ug/ml)

Aunque las mutaciones generadas no tuvieron un efecto positivo en el
crecimiento de A. vinelandii, se decidié analizar su efecto en la produccién de
PHB. Los resultados de produccion de PHB se muestran en la figura 27. La cepa
cydA::km produjo volumétricamente una concentracion de PHB en una condicién
de aireacidén baja de 19.96 pg/ml, mientras que la cepa mutante nqrE:Tn5,
produjo una concentracion de PHB de 19.02 ug/ml, comparadas con la cepa
silvestre OP (18.05 ug/ml). Por otro lado, en la figura 28, se observa que la cepa
silvestre es la que mayor concentracion de PHB obtuvo en una condicion de
aireacion media (34.99 ug/ml), en contraste con las cepas mutantes, cuya
concentracion de PHB fue de: cydA::km (28.78 pg/ml) y nqrE::Tn5 (18.38 pg/ml).
De manera similar, bajo la condicion de aireacién alta, las cepas mutantes
cydA::km y ngrE::Tn5, tuvieron una menor produccion de PHB, comparadas con la

cepa silvestre OP, siendo ésta de 554.39 pug/ml, de 491.58 yg/mly 1129.83 pg/ml,
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respectivamente (Figura 29). Las pruebas de Tukey para los analisis de varianza
de los valores de produccion obtenidos en las tres condiciones de aireacion,
muestran que existe una diferencia estadisticamente significativa en la produccion
de PHB entre las tres cepas en una condicién de aireacion baja (Tabla 5), y entre
la produccion de PHB de la cepa OP con la de las dos mutantes cydA y ngrE en
una condicion de aireacion alta (Tabla 6). En contraste, bajo una condicion de
aireacion media las pruebas de Tukey no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (valores no mostrados). A pesar de que en las muestras de Tukey se
muestran diferencias estadisticamente significativas en la produccion volumétrica
de PHB bajo condiciones de aireacién baja y media, al observar los valores de las
desviaciones estandar obtenidas en estas condiciones de aireacion, se podria
decir que realmente no hay diferencias estadisticas en la produccion volumétrica

de PHB para las cepas comparadas en este estudio.
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Figura 27. Concentracién de PHB producido por las cepas cydA::km, nqrE::Tn5 y OP en
condicion de aireacion baja. Las barras SD son los valores de las desviaciones estandar
| correspondientes a cada cepa.

Figura 28. Concentracién de PHB producido por las cepas cydA::km, nqrE::Tn5 y OP en
condicion de aireacion media. Las barras SD son los valores de las desviaciones estandar
correspondientes a cada cepa.




Figura 29. Concentracién de PHB producido por las cepas cydA::km, nqrE::Tn5 y OP en
condicion de alta aireacion. Las barras SD son los valores de las desviaciones estandar
correspondientes a cada cepa.

Tukey OPM cydAM nqrEM

OPM 0.456008 | 0.004063

cydAM 0.456008 0.014343
ngqrEM 0.004063 0.014343

Tabla 5. Prueba de Tukey para el analisis de varianza de los valores de producciéon de
PHB obtenidos para las tres cepas (OP, cydA y nqrE) en una condicion de aireacién baja.
Existe una diferencia estadistica significativa entre la produccion de PHB de la cepa
mutante nqrE con las cepas OP y cydA (color rojo).

Tukey OPA cydAA nqrEA
OPA 0.001810 0.001047
cydAA 0.001810 0.716244
ngrEA 0.001047 0.716244

Tabla 6. Prueba de Tukey para el analisis de varianza de los valores de produccion de
PHB obtenidos para las tres cepas (OP, cydA y nqrE) en una condicién de aireacion alta.
Existe una diferencia estadistica significativa entre la produccion de PHB de la cepa OP
con la de las dos mutantes cydA y ngrE (color rojo).

Dado que un cambio en la capacidad de respiracion de la bacteria podria modificar
la manera como se utiliza la fuente de carbono disponible, se decidié analizar el

efecto de las mutaciones generadas en el rendimiento de células (medido como
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peso seco y como proteina) y del polimero PHB, es decir, qué cantidad de
sacarosa se consume para el crecimiento y la produccion alcanzadas en cada

cepa. A continuacion se describen esos resultados.

VIll. 4.4 Rendimientos de la produccion de biomasa peso seco/sacarosa

consumida (g de Biomasa /g de sacarosa).

De acuerdo con la tabla 7, el rendimiento de biomasa (Yys), medido como
peso seco, con respecto a la fuente de carbono consumida (Peso seco/sacarosa)
en la condicion de aireacion baja, fue mayor en la cepa silvestre OP (0.267 g de
Biomasa/g de sacarosa), que en las cepas mutantes cydA::km y nqrE::Tn5 (0.135
g/g de sacarosa y 0.239 g/g de sacarosa, respectivamente). En condiciones de
aireacion media, que es la condicion de aireacion utilizada regularmente para el
crecimiento de A. vinelandii en el laboratorio, el rendimiento peso seco/sacarosa
igualmente fue mayor en la cepa silvestre OP (0.235 g/g de sacarosa) que en las
cepas mutantes cydA::km, (0.152 g/g de sacarosa) y nqrE::Tn5 (0.151 g/g de
sacarosa). Bajo una condicién de aireacion alta, también la cepa silvestre OP de
A. vinelandii, tuvo el mejor rendimiento de Peso seco/Sacarosa (0.684 g de
Biomasal/g de sacarosa), al compararlo con el de las cepas mutantes cydA::km y
ngrE::Tn5 (0.453 g/g de sacarosa y 0.177 g/g de sacarosa, respectivamente), por
lo que la hipdtesis de que la inactivacion de los genes cydA y nqrE, cuyos
productos participan en cadenas respiratorias alternativas, permitiria canalizar mas
eficientemente la fuente de carbono para la produccién de biomasa al disminuir la

generacion de CO, durante el cultivo de A. vinelandii no se cumplié bajo las

condiciones probadas.

Aireacion nqrE SD

0.239 0.002
0.151 0.002
0.177 0.197

Tabla 7. Rendimiento Peso seco/Sacarosa en condicion de aireacion baja, media y alta (g
de Biomasa/g de sacarosa).
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VIll. 4.5 Rendimientos de la producciéon de biomasa como proteina/sacarosa

consumida (mg de Proteina/ g de sacarosa)

Ademas de evaluar el rendimiento de biomasa como peso seco, se analizd
la biomasa producida como proteina por gramo de sacarosa consumida. De
acuerdo con la tabla 8 y considerando la desviacion estandar obtenida en estas
mediciones, el rendimiento proteina/sacarosa en condicidon de aireacion baja, fue
muy similar en las tres cepas. La mutante cydA:km produjo 61.26 mg de
Proteina/g de sacarosa, una cantidad en apariencia ligeramente mayor que la
cepa mutante ngrE::Tn5 y la cepa silvestre OP (52.70 mg de biomasa/g de
sacarosa y 54.28 mg de biomasa/g de sacarosa, respectivamente). Igualmente, en
condiciones de aireacion media, el rendimiento peso seco/sacarosa fue
ligeramente mayor en la cepa mutante cydA::km (823.03 mg de proteina/g de
sacarosa), que en la cepa silvestre OP y en la cepa nqrE::Tn5, (726.06 mg de
Proteina/g de sacarosa y 689.7 mg de Biomasa/g de sacarosa, respectivamente);
sin embargo, las diferencias entre estos valores son muy pequefias. Por otro lado,
bajo una condicién de aireaciéon alta (Tabla 6), la cepa silvestre OP de A.
vinelandii, tuvo un mayor rendimiento de proteina/Sacarosa (307.32 mg de
proteina/g de sacarosa), que las cepas mutantes cydA::km y nqrE::Tn5 (204.27
mg de Proteina/g de sacarosa y 153.11 mg de biomasal/g de sacarosa,
respectivamente). Los resultados obtenidos en las tres condiciones de aireacion
no mostraron una mejoria en la utilizacion de la fuente de carbono para el
crecimiento de la bacteria al modificar las cadenas respiratorias de A. vinelandii

como se esperaba.

Aireacion nqrE SD
Baja 52.695 1.899
Media 689.697 163.973
Alta 153.105 118.071

Tabla 8. Rendimiento Proteina/Sacarosa en condicion de aireacion baja, media y alta (mg
’ de Proteina/g de sacarosa).

| e3]



VIIl. 4.6 Rendimientos de la produccion PHB (mg PHB/g de sacarosa consumida;
y especifica g PHB/g proteina)

Aunque las mutaciones generadas no tuvieron un efecto positivo en la
produccion volumétrica de PHB alcanzada, salvo para la condicion de aireacion
media, donde la mutante cydA::km presentd una ligera mejoria, se decidié analizar
el efecto en el rendimiento del polimero PHB para determinar si los cambios
generados en las cadenas respiratorias podrian haber modificado la utilizacién de
la fuente de carbono, permitiendo una producciéon similar pero con un menor
consumo de sacarosa. De acuerdo con la tabla 9, el rendimiento de PHB en la
condicion de aireacion baja, fue mayor en la cepa silvestre OP (307.322 mg de
PHB/g de sacarosa), que en las cepas mutantes cydA::km y ngrE::Tn5 (204.270
mg de PHB/g de sacarosa y mg de 153.105 PHB/g de sacarosa,
respectivamente). De manera similar en condiciones de aireacion media, el
rendimiento de la produccion volumétrica de PHB, fue mayor en las cepa silvestre
OP (4.592 mg de PHB/g de sacarosa), que en las cepas mutantes cydA::km y
ngrE::Tn5 (4.483 mg de PHB/g de sacarosa y 2.728 mg de PHB/g de sacarosa,
respectivamente). Sin embargo, bajo esta condicion de aireacion la cepa mutante
ngrE::Tn5 tuvo un menor rendimiento en la produccién volumétrica de PHB, que la
cepa mutante cydA::km. Por otro lado, bajo una condicion de aireacion alta el
rendimiento de la producciéon volumétrica de PHB, fue mayor en las cepa silvestre
OP (1142.99 mg de PHB/g de sacarosa), que en las cepas mutantes cydA::km vy
ngrE::Tn5 (567.82 mg de PHB/g de sacarosa y 496.15 mg de PHB/g de sacarosa,
respectivamente). Sin embargo, bajo esta condicidon de aireacion las tres cepas
tuvieron un rendimiento en la produccion volumétrica de PHB, que bajo las otras
condiciones de aireacion (baja y media), por lo que la hipotesis de que la
inactivacion de los genes cydA y nqrE, aumentaria la produccion de PHB y
disminuira la demanda de oxigeno durante el cultivo de Azotobacter vinelandi, no
se cumplio, pues las tres cepas requirieron una alta concentracion de oxigeno

para tener un mayor rendimiento en la produccion volumétrica de PHB.
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Aireacion nqrE SD
Baja 153.105 118.071
Media 229.516 22.136
Alta 496.152 47.101

Tabla 9. Rendimiento de PHB/sacarosa consumida en condiciéon de aireacion baja, media
y alta (mg de PHB/g de sacarosa).

Por otro lado, la produccion especifica de PHB (cantidad de polimero
producida por unidad de biomasa; Tabla 10) en condiciones de aireacion baja fue
similar en la cepa cydA::;km (0.63 g PHB/g proteina) al de la cepa OP (0.59 g
PHB/g proteina), mientras que la mutante nqrE::Tn5 presenté una produccion
especifica mucho menor (0.36 g PHB/g proteina). De manera similar a lo
observado en la condicion de aireacion media para la produccién volumétrica de
PHB, la produccion especifica del polimero (Tabla 10) fue mayor en la cepa
silvestre OP (0.67 g de PHB/g de sacarosa ), que en las cepas mutantes cydA::km
y nqrE::Tn5 (0.54 g de PHB/g de proteina y 0.35 g de PHB/g de proteina
respectivamente). De igual forma, bajo una condicion de aireacion alta (tabla 10) la
produccion especifica de PHB fue mayor en la cepa silvestre OP (1.303 g de
PHB/g de proteina), que en las cepas mutantes cydA::km y nqrE::Tn5 (0.817 g de
PHB/g de proteina y 0.562 g de PHB/g de proteina, respectivamente).

Baja 0.361 0.069
Media 0.347 0.093
Alta 0.690 0.562

Tabla 10. Produccion especifica de PHB en condicién de aireacion baja, media y alta (g
PHB producidos/g de Proteina).

VIII. 4.7 Medicion del pH alcanzado en los cultivos al tiempo final (36 hrs).

Dado que el metabolismo de la bacteria cambia conforme se modifica la
actividad respiratoria, ya sea por las mutaciones generadas o por los cambios en
el nivel de aireacion, se decidié medir el pH alcanzado en los cultivos. Esto debido
a que en ocasiones se secretan acidos organicos al medio. En la figura 30 se
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observa que el pH alcanzado fue muy similar en los cultivos de las tres cepas.
También es importante destacar que mientras mayor fue la aireacion utilizada, el
pH fue mas bajo, siendo el pH inicial de 7.0 . En la condicion de aireacion alta el
medio de cultivo se acidifico, independientemente de la cepa de A. vinelandii OP
(cydA::km, nqrE::Tn5 u OP (wt)) que se encuentre en el medio hasta alcanzar
valores de 4.87, 46 y 4.7. En condiciones de aireacion media, los valores
alcanzados fueron de 5.18, 5.05 y 5.03 y de 6.49, 6.51 y 6.37 en condiciones de
aireacion baja, en las cepas OP, cydA::km y nqrE::Tn5, respectivamente. Es
posible que A. vinelandii bajo condiciones de alta aireacién cambie su
metabolismo y produzca una mayor cantidad de acidos organicos; sin embargo es
mas probable que la mayor aireacion haya provocado la generacién de &acido
carboénico (H2COs3), ya que el CO, presente en el aire reacciona con el agua
produciendo este acido. Es importante recordar que, de acuerdo con Espin (2010),
aunque A. vinelandii crece en un rango de pH en presencia de nitrégeno
combinado de 4.8.- 8.5, pero que el pH optimo para crecer cuando fijan nitrogeno
es 7.0-7.5.

pH

7.00

6.50 -

6.00 -

5.50

5.00

A,

4.00

opP ‘ cydA ‘ ngrE cydA ‘ nqrE ‘ opP cydA ‘ nqrE
Baja ‘ Media Alta ‘
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Figura 30. Caracterizacion del pH del medio de cultivo para el tiempo final (36 hrs) en
diferentes condiciones de aireacion (baja, media y alta)

IX. Conclusiones

En este trabajo se propuso que la inactivacion de los componentes de cadena
respiratorias alternativas NqrE y CydAB, aumentaria la produccion de biomasa y/o
de PHB, y disminuira la respiracion durante el cultivo de Azotobacter vinelandii,
pues se ha visto que sobre todo cuando el nivel de oxigeno es mas alto, las
cadenas respiratorias desacopladas entran en funcién y provocan una pérdida de
fuente de carbono como CO,. Esta hipétesis no se cumplié para las cepas
mutantes cydA::km y nqrE::Tn5 bajo las condiciones probadas. Aunque la cepa
mutante de cydA:: km de A. vinelandii OP, presenté un mayor crecimiento en una
condicion de aireacion media, pudiendo crecer mas que la mutante nqrE::TnS y
que la cepa silvestre OP, en general presenté un menor crecimiento y produccién
bajo las condiciones de aireacién utilizadas en este trabajo. Es importante
destacar que la cepa nqrE::Tn5 present6 un fenotipo muy diferente del reportado
cuando la misma mutacion del gen nqrE se caracterizé en el fondo genético de la
cepa AEIV de A. vinelandii (Pefia, et al. 2012), pues esa mutante presenté una
mayor produccion de PHB y un mayor crecimiento que la cepa silvestre. Aunque
se trata de dos cepas distintas, la principal diferencia conocida es la falta del factor
sigma E (AlgU) en el fondo genético OP. Este factor sigma se ha visto que es
necesario para la expresion de CydR (Ledn y Espin, 2008), un regulador que
controla la expresion de los genes cydAB (Wu et al., 1997; Wu et al., 2000), y se

ha sugerido que podria estar regulando otros componentes de la respiracion de A.
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vinelandii (Bertsova et al., 1998; Bertsova et al., 2001), por lo que ésta podria ser
la razon de las diferencias entre los dos fondos genéticos. También es posible que
el desempefio pobre de las mutantes, sobre todo en condiciones de aireacion
media y alta, se deba en parte a la disminucion en el pH del medio de cultivo que
no se controlo en estos experimentos (Figura 30). Por los resultados obtenidos, se
propone que en estudios posteriores a estos, en los que se trabaje con diferentes
condiciones de aireacion, se realice un control del pH o se utilice un amortiguador
que permita mantener el pH del medio de cultivo entre 7.0 y 7.5 para poder
determinar el potencial real de las cepas mutantes en cuanto a crecimiento y

produccion del polimero.
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X. Apéndice

Curva de calibracion y ecuacion utilizada para la determinacion de concentracion
de proteina
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