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Resumen

RESUMEN

Los alginatos son copolimeros lineales utilizados como agentes espesantes, gelificantes,
estabilizantes de espumas y emulsiones, en la microencapsulacion de células y preparacién de
biocatalizadores. El peso molecular (PM) del alginato determina la capacidad viscosificante y
gelificante del polimero en suspension. A pesar de lo anterior, la etapa de polimerizacion en la

biosintesis del alginato por Azotobacter vinelandii ha sido poco estudiada.

El PM del alginato es el resultado final del proceso de polimerizacion. En este proceso, en cultivos
de A. vinelandii estan involucradas dos actividades enzimdticas: una actividad polimerasa
atribuida a las proteinas Alg8 y Alg44; y una actividad alginasa (que depolimeriza el alginato)
presente a nivel intra y extracelular. En el genoma de A. vinelandii se han caracterizado tres
alginasas periplasmicas (AlgL, AlyAl y AlyA2) y dos que son excretadas al ambiente extracelular
(AlyA3 y AlgE7).

El oxigeno disuelto, medido como la tensién de oxigeno disuelto (TOD), determina el peso
molecular del alginato en cultivos de Azotobacter spp. Sin embargo, hasta antes de este proyecto
no se habian elucidado las respuestas fisioldgicas a través de las cuales, el oxigeno determina el
peso molecular del alginato. Existen en la literatura dos estudios en los que se ha analizado la
expresion de so6lo dos de los genes (alg8 y algL) que participan en la edicidn del PM del alginato.
Se ha observado un incremento en la expresion de alg8 cuando se produce alginato de alto peso
molecular y una disminucion en su expresion, cuando el PM es mas bajo. Sin embargo, en el caso
de algL (que codifica para una alginasa periplasmica) la relaciéon entre el incremento en su
expresion y la disminucién del PM (depolimerizacion) no es clara.

En este proyecto se llevo a cabo, por primera vez, un analisis de los factores que intervienen en la
polimerizacion del alginato. Se estudid la expresion relativa de todos los genes cuyos productos
participan en la determinacion del peso molecular del alginato, incluyendo tanto a los genes que
codifican para el complejo alginato polimerasa (alg8 y alg44) como a todos los genes que
codifican para alginasas (algL, alyA1, alyA2, alyA3 y algE7) en funcién del oxigeno disuelto (en
cultivos desarrollados a 1 y 5 % de TOD). Ademads, considerando que el polimero debe
transportarse por el periplasma para su posterior excrecion al ambiente extracelular, se incluyé
el analisis de algX, cuyo producto participa en el transporte y protecciéon del polimero en el
espacio periplasmico. Se analiz6 también la actividad alginasa (tanto intra como extracelular)

durante todo el proceso de fermentacidn.

La biosintesis de alginato de alto peso molecular (1200 kDa, en cultivos desarrollados a 1 % de

TOD), respecto al obtenido en cultivos a 5 % de TOD (42 kDa), esta asociada a un incremento de
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6.8 y 4 veces en la expresién de los genes constituyentes del complejo alginato polimerasa, alg8 'y
alg44, respectivamente, en fase exponencial; y de 3 y 4 veces, respectivamente, en fase
estacionaria, con respecto de la expresion relativa de estos genes en cultivos a 5 % de TOD y
comparados en las mismas fases de crecimiento. En el caso de algX, su expresion relativa se
incrementdé en cultivos a baja TOD, cuando se produce alginato de alto PM, (en 6.9 y 3.5 veces, en
fase exponencial y fase estacionaria, respectivamente), comparados con su expresion relativa en

las mismas fases de los cultivos desarrollados a 5 % de TOD.

El oxigeno disuelto modifico tanto la transcripciéon de genes que codifican para alginasas como la
actividad alginasa extracelular. En general, la expresion relativa de los genes codificantes para
alginasas fue mayor en cultivos a 1 % de TOD. Sin embargo, la actividad alginasa extracelular fue
mayor en los cultivos a 5 % de TOD, respecto de la cuantificada en los cultivos desarrollados a 1
% de TOD. La actividad alginasa intracelular fue similar en ambas condiciones de TOD. Estos
resultados sugieren una regulacion postranscripcional de los genes que codifican para alginasas.

Desde el inicio de la produccién de alginato (18 h), el PM del polimero fue significativamente
diferente en las dos condiciones de TOD evaluadas. Sin embargo, la actividad alginasa
intracelular y extracelular en ese periodo (hasta las 18 h), fueron similares (menores a 0.015
U/mgproteina), independientemente de la TOD del cultivo. So6lo la actividad alginasa extracelular
fue mayor (0.05 U/mgproteina) €n la fase estacionaria de los cultivos desarrollados a 5 % de TOD;
respecto de la cuantificada en el cultivo a 1 % de TOD. Sin embargo, ese incremento no explica las
diferencias en el PM del polimero, observadas desde el inicio del proceso de produccion del
alginato (18 h). Lo anterior sugiere que la actividad alginasa extracelular no influye
significativamente en la determinaciéon del peso molecular del polimero y, por lo tanto, los
cambios en el PM del polimero estarian determinados por la actividad del complejo alginato

polimerasa.



Abstract

ABSTRACT

Alginates are copolymers used as stabilizing, thickening, gel- or film-forming agent of foams and
emulsions, in the cell microencapsulation and in the preparation of biocatalysts. The alginate
molecular weight (MW) determines the viscosifying and gelling ability of the polymer in
suspension. However, polymerization is the less studied step in alginate biosynthesis by

Azotobacter vinelandii.

The alginate MW is the result of the polymerization process, in which, in A. vinelandii cultures,
are involved two enzymatic activities: a polymerase activity due to the proteins Alg8 and Alg44;
and an alginase activity (that depolymerizes alginate) present at intra and extracellular level. In
the A. vinelandii genome three periplasmic alginases (AlgL, AlyA1, and AlyA2) and two alginases

that are secreted into the extracellular environment (AlyA3 and AIgE7) have been characterized.

The dissolved oxygen tension (DOT) determines the alginate MW in A. vinelandii cultures.
However, the physiological responses of the bacterium to the oxygen through which DOT
determines the molecular weight had not been studied. In the literature, there are two studies
which have analyzed the relative expression of only two of the genes (alg8 and algL), involved in
determining alginate MW. When high MW alginates were produced, an increase in alg8 gene
expression was observed. On the contrary, when alginate with a low MW was produced, alg8
gene expression was low. However, in the algL expression (whose product is an intracellular
alginase) the relationship between the increase of its expression with the decrease of the alginate
MW was not clear. In this study, an analysis of the factors involved in alginate polymerization,
identifying the mechanism by which the oxygen determines the polymer molecular weight, was
conducted.

The relative expression of all genes involved in the determination of the alginate molecular
weight, including genes coding for the alginate polymerase complex (alg8 y alg44) and genes
encoding alginases (algL, alyAl, alyA2, alyA3, and algE7) as a function of DOT (in cultures
developed at 1 and 5 % DOT), was studied. In addition, considering that alginate should be
transported through the periplasm, in order to subsequently be secreted to the extracellular
environment, the transcription of algX, whose product participates in the transport and polymer
protection, was analyzed. Also, the alginase activity (both intracellular as extracellular) was

evaluated during the fermentation process.

The biosynthesis of alginate with a high molecular weight (1200 kDa, in cultures developed at 1
% DOT) with respect to that obtained in cultures conducted at 5 % DOT (42 kDa), was associated

with an increase in the relative expression of genes of the alginate polymerase complex (alg8 and

3
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alg44) of 6.8 and 4 fold, respectively, in exponential phase; and 3 and 4 fold, respectively, in
stationary phase, with respect to the relative expression of these genes in cultures conducted at 5
% of DOT and compared in the same growth phase. For algX, its relative expression was
increased in cultures at low DOT (where alginate with a high molecular weight is produced), 6.9
and 3.5 fold (in exponential and stationary phase, respectively), compared with its relative

expression in the same phases of cultures carried out at 5 % DOT.

The DOT modified the relative transcription of genes encoding for alginases and the extracellular
alginase activity. In general, the relative expression of them was higher in cultures at 1 % of DOT.
However, an opposite effect on the extracellular alginase activity was observed, which was 5 fold
higher in cultures developed at 5 % of DOT, with respect to the one quantified in cultures
developed at 1 % of DOT. The differences between alginases transcription and alginase activity

found in the present study, could be explained by a postranscriptional regulation.

From the beginning of the alginate production process (18 h), the polymer MW was significantly
different (560 and 42 kDa for cultures at 1 % and 5% of DOT, respectively) as a function of the
DOT. However, the intracellular and extracellular alginase activity in that time (18 h), were
similar, independently of the DOT condition evaluated. Only the extracellular alginase activity
was higher (0.05 U/mgprotein) in the stationary phase of the cultures conducted at 5 % DOT with
respect to the measured in cultures at 1 % of DOT; however, this increase did not explain the
differences in the polymer MW observed at the beginning of the alginate production process (18
h). The above suggests that the extracellular alginase activity did not significantly influence the
alginate molecular weight, and therefore, the changes in the alginate MW would be determined

by the activity of the alginate polymerase complex.
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CAPITULO 1
INTRODUCCION

El alginato es un copolimero lineal, constituido por dos monémeros, el 4cido -D-manurénico
(M) y el acido a-L-gulurénico (G). El polimero tiene importantes aplicaciones en diferentes
sectores industriales. Recientemente se ha destacado su uso en el area biomédica debido a sus
caracteristicas inmunoldgicas, biocompatibles y biodegradables (Sun y Tan 2013; Lee and
Mooney, 2012), lo que ha motivado el desarrollo de procesos de optimizacién en su produccion y
en su calidad (Sabra y Zeng, 2009). El alginato comercial es extraido de algas, sin embargo, su
produccién por fuentes bacterianas como Azotobacter vinelandii presenta ventajas importantes
como el control de los parametros de proceso durante su produccion, lo que permite el control

de la composicién quimica del alginato, ademas de la reproducibilidad de los procesos.

La produccién de alginato por A. vinelandii ha sido ampliamente estudiada, destacando la
influencia de parametros de proceso sobre la produccidon volumétrica del polimero (Clementi,
1997; Galindo et al., 2007; Pefia et al., 2011). Entre los parametros estudiados, destaca el papel
de oxigeno disuelto, medido como Tension de Oxigeno Disuelto (TOD) en el cultivo. La TOD
utilizada en el proceso de produccion determina el PM del polimero (Parente et al.,, 1998; Sabra
et al, 1999; Parente et al, 2000; Peia et al., 2000; Trujillo-Roldan et al., 2004). Sin embargo, no
se ha analizado cudles son las respuestas fisioldgicas o moleculares que el oxigeno modifica y a
través de las cuales, determina el peso molecular del alginato. Existen en la literatura datos que
indican que el PM del alginato es determinado por la actividad del complejo alginato polimerasa,
el cual estd constituido por dos subunidades (Alg8 y Alg44); y por varias alginasas, que
depolimerizan el alginato, disminuyendo su PM. Las alginasas son tres periplasmicas (AlgL,
AlyA1l y AlyA2) y dos que son excretadas al ambiente extracelular (AlyA3 y AlgE7) (Setubal et al.,
2009).

Los estudios que se han realizado encaminados a elucidar la polimerizacién del alginato han
relacionado la actividad alginasa extracelular con la disminuciéon del PM observado durante el
proceso de produccion (Pefia et al,, 2000; Trujillo-Roldan et al, 2004). Sin embargo, no se ha
estudiado el papel de la actividad alginasa periplasmica en la determinacion del PM del polimero.
Otros estudios han relacionado los cambios en el PM del alginato con los niveles de transcripciéon

de los genes algL y de alg8 (que codifican para una alginasa peripldsmica y para una polimerasa,
5
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respectivamente) (Diaz-Barrera et al.,, 2011 y 2012). En general, se observ6 tanto un incremento
como una disminucién de la expresion de alg8 cuando se sintetiza alginato de alto o bajo peso
molecular, respectivamente. Sin embargo, para la expresién de algL no existié una correlacién
entre su nivel de transcripcion y el PM del alginato. En los estudios sobre transcripciéon génica
mencionados (Diaz-Barrera et al., 2011 y 2012) el oxigeno en el cultivo no fue controlado, lo que
probablemente influy6 en la falta de correlacion entre la expresion de algL y el PM del polimero.
Se ha reportado que el oxigeno en el cultivo influye sobre la transcripcién de genes involucrados
en la biosintesis de alginato (alg4, algC y algD) (Leitdo y Sa-Correia, 1997) y en la actividad de
sus respectivas proteinas, tanto en P. aeruginosa (Leitdo y Sa-Correia, 1997) como en A
vinelandii (Horan et al, 1983). Asimismo, es también indispensable el andlisis de todos los genes
involucrados en la determinacién del PM (genes que codifican para alginasas como de genes que

codifican para polimerasas), asi como como de las actividades de sus productos.

El objetivo del presente proyecto fue entender como el oxigeno disuelto determina el PM del
alginato producido por A. vinelandii. Para ello, se analizd, bajo condiciones controladas de
oxigeno disuelto y con la cepa silvestre ATCC 9046, la transcripcion de todos los genes
involucrados en la determinacion del PM del alginato, la actividad alginasa intra y extracelular,
asi como las respuestas fisiologicas de la bacteria a los diferentes niveles de oxigeno en el cultivo.
Ademas, como una forma de analizar el proceso de polimerizacién y exportacion del alginato en
la célula, se estudi6 la transcripcion de algX, cuyo producto forma parte del complejo proteico de
transporte y proteccion del polimero en el espacio peripldsmico, para su excrecion al ambiente

extracelular.
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CAPITULO 2
ANTECEDENTES

2.1. El alginato: estructura, caracteristicas y fuentes de obtencion

Los alginatos son polisacaridos lineales constituidos por acido -D-manurénico (M) y acido a-L-
gulurénico (G), unidos por enlaces glicosidicos B-1,4. Su composicién varia ampliamente y
pueden ser homopoliméricos (formando bloques G o bloques M) o heteropoliméricos (formando
bloques MG) (figura 2.1). Se utilizan como espesantes, gelificantes, estabilizantes, en la
microencapsulacién de células y medicamentos, en la preparacion de biocatalizadores y como
floculantes. Estas caracteristicas los hacen muy utiles en la industria alimentaria, farmacéutica,
textil, ambiental y de pinturas, entre otras (Rehm y Valla, 1997; Galindo et al, 2007; Sabra y
Zeng, 2009; Hay et al., 2013). Recientemente, se ha destacado su uso en aplicaciones biomédicas
como soporte para la liberacién controlada de biomoléculas activas (antibiéticos, enzimas,
células) o como matrices en la ingenieria de tejidos debido a sus caracteristicas de
biocompatibilidad, biodegradabilidad y no inmunogenicidad (Lee y Mooney, 2012; Sun y Tan,
2013).

Actualmente los alginatos se extraen de algas marinas, principalmente de las algas cafés (Hay et
al, 2013; Sabra y Zeng, 2009) pero pueden ser producidos por bacterias de los géneros
Azotobacter y Pseudomonas. Los alginatos producidos por bacterias como A. vinelandii pueden
presentar acetilacion en el 4&cido manurénico, en las posiciones 0-2 y/o 0-3 (Skyak-Braek et al.,

1986).

La capacidad viscosificante y gelificante son caracteristicas muy importantes en el polimero y

son determinadas por su peso molecular (PM), por la composicién del polimero (relacién G/M) y

por la acetilacién (Rehm y Valla, 1997).

2.1.1. El peso molecular (PM) del alginato y su importancia

El peso molecular del alginato determina la viscosidad del polimero en suspensidon (Rehm y Valla,

1997; Ertesvag y Valla, 1998). Clementi (1997) clasificé el alginato en términos de su PM y su
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viscosidad: alginatos de alta viscosidad presentan PM de 150 kDa, los de viscosidad intermedia y
baja tienen pesos moleculares de 120 y 80 kDa, respectivamente. La mayoria de los alginatos
muestran polidispersién en su PM, es decir, en el polimero existen moléculas con diferente PM
(familias). En este caso, el PM del polimero se indica como un PM promedio y puede referirse a
su indice de polidispersion (IP): mientras menor sea éste, mas moléculas del mismo PM

constituyen el polimero.

a)
Acido manurénico Acido gulurénico
b)
c)
d ~— _

Acido manurénico

Acido gulurénico

~ 500

Figura 2.1. Estructura quimica del alginato bacteriano. a) unidades monoméricas; b)
polimanuronato; c¢) poliguluronato; d) secuencias al azar de las unidades
monomeéricas.
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2.2. Azotobacter vinelandii: caracteristicas y ventajas como productora de alginato.

Azotobacter vinelandii es una Dbacteria Gram-negativa, que pertenece a las
gammaproteobacterias; es de vida libre y habita en suelos (Setubal et al, 2009) y aguas, aerébica
y pleomorfica, variando su morfologia desde bacilos hasta cocos (Espin, 2002). Es una bacteria
fijadora de nitrégeno, es decir, convierte el nitrégeno atmosférico en amonio, debido a la
presencia del complejo enzimdtico nitrogenasa. En A. vinelandii, el complejo estd formado por
tres nitrogenasas que se diferencian en el cofactor metalico que contienen y son: molibdeno-
fierro, vanadio y fierro (Setubal et al., 2009). Debido a la capacidad de fijar nitrégeno, A.
vinelandii ha sido utilizada como el componente principal de biofertilizantes, a fin de restablecer

el nivel de nitrégeno en campo (Gauri et al., 2012).

La bacteria es cultivable sobre diferentes carbohidratos, alcoholes y acidos organicos (Sadoff,
1975; Rediers et al, 2004). En condiciones de limitacién de carbono, la bacteria sufre un proceso
de diferenciaciéon para formar quistes, que son cuerpos mas resistentes a la desecacion y a la
temperatura (Sadoff, 1975; Setubal et al, 2009). El cuerpo central del quiste esta cubierto por
dos capas: una capa interna llamada intina y una capa externa llamada exina. El principal
componente de estas capas es el alginato; el cuerpo central del quiste presenta una acumulacién
de granulos de poli-B-hidroxibutirato (PHB), un poliéster biodegradable, intracelular que se

acumula como reserva de carbono.

A. vinelandii es estrictamente aerdbica y presenta una alta velocidad de respiracion (Post et al,
1983; Oelze, 2000), lo que ocasiona que durante el cultivo de la bacteria se presenten
limitaciones en la disponibilidad de oxigeno (medido como tensiéon de oxigeno disuelto, TOD)
desde etapas tempranas del proceso de fermentacion (Diaz-Barrera et al., 2007). Por ello, el
oxigeno disuelto adquiere un papel fundamental en el cultivo de la bacteria, principalmente en la
produccion del alginato y sus caracteristicas como el peso molecular (Galindo et al, 2007) como

se presenta posteriormente.

La presencia de genes que codifican para epimerasas, alginasas, y acetilasas en el genoma de A.
vinelandii puede representar una ventaja en la producciéon de alginato, considerando estas
proteinas como herramientas para la modificacién de las caracteristicas fisicoquimicas del

polimero (Sabra y Zeng, 2009; Setubal et al.,, 2009). Aunado a lo anterior, en la produccién de
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alginato por fuentes bacterianas es posible el control de las condiciones de cultivo, lo cual
permite la produccién de alginato con caracteristicas fisicoquimicas definidas y reproducibles
para aplicaciones especificas en los diferentes sectores industriales, principalmente en el area
biomédica y farmacéutica, en donde estas caracteristicas son esenciales. Para ello, es importante
el desarrollo de estudios dirigidos al entendimiento de cada uno de los procesos involucrados en
la biosintesis del alginato, principalmente los que no han sido completamente elucidados, como

es el caso de la polimerizacién.

2.3. Biosintesis del alginato

La biosintesis del alginato ha sido investigada tanto en A. vinelandii como en P. aeruginosa,
demostrandose que los mecanismos moleculares son similares en ambas bacterias (Galindo et

al.,, 2007; Hay et al., 2013)

La biosintesis del alginato se divide en cuatro etapas: 1) La biosintesis del precursor, el acido
GDP-manurénico, en el citoplasma de la célula; 2) La polimerizacién y transporte a través de la
membrana interna; 3) Modificacién del polimero (acetilaciéon y epimerizaciéon) y transporte a
través del espacio periplasmico 4) La exportacion del polimero a través de la membrana externa
y epimerizacion en el ambiente extracelular (Franklin et al,, 2011; Hay et al, 2013) (ver figura
2.2). Las reacciones involucradas en la biosintesis del precursor, el &cido GDP-manurénico, han
sido elucidadas tanto en Azotobacter spp. como en Pseudomonas spp. (Remminghorst y Rehm,
2006a; Muhhammadi y Ahmed, 2007; Galindo et al, 2007). Sin embargo, las etapas de
polimerizacidn, modificacion y exportacién han sido menos entendidas (Whitney et al,, 2011). A

continuacion se hace énfasis en las etapas a partir de la biosintesis del monémero precursor.

2.3.1. Polimerizacion del alginato: el complejo alginato polimerasa y alginasas de

Azotobacter vinelandii y su participacion en la polimerizacion del alginato.

El peso molecular del alginato producido por A. vinelandii, es el resultado final del proceso de
polimerizacién, en el que estdn involucradas proteinas con actividad alginato polimerasa y
proteinas con actividad alginato liasa ¢ alginasas, que depolimerizan el alginato (disminuyen su

PM). El complejo alginato polimerasa esta constituido por dos proteinas: Alg8 y Alg44, mientras
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que las alginasas presentes son al menos cinco, tres periplasmicas (AlgL, AlyAl, y AlyA2) y dos
que son excretadas al ambiente extracelular (ALyA3 y AlgE7) (figura 2.2.) (Gimmestad et al,
2009; Setubal et al., 2009).

Figura 2.2. Modelo propuesto para la polimerizacion, acetilaciéon y exportacion del alginato en células
de A. vinelandii. Alg8 y Alg44: subunidades del complejo alginato-polimerasa; Algl, AlgV y
AlgF: complejo acetilasa; AlgL, AlyA1l, AlyA2, AlyA3 y AlgE7: alginasas; AlgX, AlgK y AlgG:
complejo enzimatico para el transporte y proteccién del polimero a través del periplasma;
Alg] proteina que funciona como canal i6nico; AlgE1-AlgE7: epimerasas; G y M: residuos

gulurdnicos y manurénicos, respectivamente Ac: grupos acetilo. Adaptado de Franklin et al.,
(2011) yde Hay et al, (2013).

En una cinética tipica de produccién de alginato, en general, puede observarse un incremento en
el PM del polimero durante las primeras horas del cultivo (etapa de polimerizacién, debido a la
actividad del complejo alginato polimerasa); posteriormente, puede presentarse una etapa de

depolimerizaciéon (debida a la actividad alginasa). La presencia y magnitud de esta

11



Antecedentes

depolimerizacion depende de las condiciones de cultivo, entre las que destaca el oxigeno disuelto

presente en el cultivo de la bacteria.

El alginato es primero sintetizado como homopolimero lineal de residuos de acido manurédnico
(polimanuronato). La polimerizacién y la traslocacién del polimero es un proceso que ha sido
poco estudiado (Hay et al, 2013). Investigaciones en P. aeruginosa y en A. vinelandii sefialan que
el complejo alginato polimerasa esta constituido por dos proteinas: Alg8 y Alg44 (Remminghorst
y Rehm, 2006b y 2006c; Muhammadi y Ahmed, 2007; Oglesby et al, 2008). Mutantes en alg8
(Remminghorst y Rehm, 2006b) o en alg44 generadas en P. aeruginosa (Remminghorst y Rehm,
2006c) y en A. vinelandii (Mejia-Ruiz et al., 1997) no producen polimero u oligdmeros de
alginato, demostrando las funcién de las proteinas correspondientes como constituyentes del
complejo alginato polimerasa. Oglesby y colaboradores (2008) sugirieron que Alg44 puede
actuar como una co-polimerasa en coordinacién con Alg8 y que ambas proteinas son requeridas
para la polimerizacion del alginato in vivo. Mejia-Ruiz y colaboradores (1997) reportaron que los
genes alg8 y alg44 de A. vinelandii son altamente homologos a los correspondientes en P.
aeruginosa, mientras que las proteinas correspondientes son 77.8 y 59.3 % idénticas, con las

correspondientes en P. aeruginosa, respectivamente.

2.3.1.1. Caracteristicas de las polimerasas Alg8 y Alg44

Alg8 es una proteina de membrana citoplasmica que presenta homologia con las glicosil
transferasas procesivas (GTs) clase II. Alg8 de A. vinelandii presenta similitud con la

glicosiltransferasa de Azorhizobium caulinodans NodC (Mejia-Ruiz et al., 1997).

Las glicosiltransferasas (GTs) son enzimas que catalizan la transferencia de un residuo de aztcar
desde un sustrato donador activado hasta un receptor especifico. El grupo activador del sustrato
dador puede ser un nucleésido-fosfato, fosfato o lipido-fosfato. Las moléculas aceptoras pueden
ser un azucar, un lipido, una proteina, un antibiético, 4cido nucleico, etc. En base al niumero de
residuos de azucar transferidos se pueden reconocer dos tipos de GTs, procesivas y no-
procesivas. Las GTs procesivas, como es el caso de Alg8, transfieren multiples residuos de aztcar
en forma sucesiva a la molécula aceptora; mientras que, las no-procesivas catalizan la

transferencia de un Unico residuo de azucar al aceptor. Ademas, en las GTs procesivas la adicién
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del monémero activado a la molécula aceptor (la cadena creciente del polisacarido) se realiza sin

la liberacion del sustrato aceptor (Price et al,, 2002).

En Alg8 se han identificado cuatro dominios transmembranales (TM) y un loop citopldsmico
donde se predice se encuentra el dominio activo caracteristico de las B-GTs (Oglesby et al., 2008).
El dominio transmembranal del carboxilo terminal es indispensable para la reaccion de
polimerizacién in vivo. Remminghorst et al, (2009) identificaron dominios esenciales para la

actividad polimerasa in vivo.

Destaca ademas, que Alg8 en P. aeruginosa es indispensable para la biosintesis del alginato, una
mutante en Alg8 no produjo polimero o fragmentos de éste. Ademas, la introduccién de copias
extras del gen alg8 increment6 la produccién de alginato en al menos diez veces (Remminghorst

y Rehm, 2006b).

Caracteristicas de Alg44

Alg44 es una proteina localizada en la membrana citoplasmica, que presenta un 16.8 % de
similitud con proteinas reguladoras de fusion membranal, como MexA, componente del complejo
transportador de antibioticos MexAB-OPr en P. aeruginosa (Remminghorst y Rehm, 2006c). Las
proteinas de fusién membranal funcionan como proteinas adaptadoras, conectando el transporte
de salida desde la membrana citoplasmica hasta la proteina porina, ubicada en membrana
externa (Oglesby et al, 2008). Amikan y Galperin (2006) reportaron que Alg44 presenta un
dominio PilZ para la unién de c-di-GMP (3',5'-diguanilato ciclico), que se ha ligado a respuestas
fisiolégicas como la produccién de exopolisacaridos, movilidad, formaciéon de biofilms y la
formacion de organelos de adhesion a superficies (Jenal y Malone, 2006; Pasavento y Hengge,

2009) y que es esencial para la produccion de alginato.

El analisis topoldgico de Alg44 sefiala un solo dominio transmembranal. El dominio PilZ es
localizado en el citoplasma, en la regién amino-terminal, mientras que la regién del carboxilo-
terminal se localiza en el periplasma y presenta similitud con proteinas de fusién membranal que
participan en el flujo de salida de multiples farmacos (Oglesby et al., 2008). Estas caracteristicas,

aunado a los requerimientos de la fraccion membranal completa para la polimerizacién in vitro

13



Antecedentes

(en la que estan presentes Alg44 y otras proteinas) observado por Remminghorst y Rehm
(2006b), permiten considerar un papel clave de Alg44 en la polimerizaciéon del alginato,
proponiéndose un posible papel estructural de Alg44 para la unién de la polimerasa Alg8 (en
membrana citoplasmica) y las proteinas de periplasma y membrana externa, lo que permite el

transito, modificacion y secrecion del alginato.

Recientemente se reportd (Hay et al, 2009) que la biosintesis del alginato en P. aeruginosa es
regulada por MucR, a través de la generacién de la poza de cdi-GMP, que se une al dominio PilZ
de Alg44. La unién de c-di-GMP se requiere para la biosintesis del alginato en P. aeruginosa
(Merigui et al, 2007). MucR contiene un dominio MHYT (que detecta las condiciones ambientales
como oxigeno y mondxido de carbono) y un dominio GGDEF, comdn en diguanilato ciclasas
(enzimas que sintetizan c-di-GMP), y un dominio EAL, el cual es conservado en fosfodiesterasas,
que hidrolizan c-di-GMP. La activacién de una u otra actividad depende de la sefial ambiental
sensada. Entre las sefiales ambientales destaca el papel del oxigeno, ya que bajo condiciones
microaerofilicas, se activa el dominio diguanilato ciclasa, que sintetiza cdi-GMP; mientras que a
niveles de oxigeno alto, se activa el dominio fosfodiesterasa, que hidroliza cdi-GMP (Hay et al.,

2009; Jenal y Malone, 2006).

2.3.1.2. Papel de las alginasas en la determinacién del PM

El alginato es enzimaticamente depolimerizado por alginasas (EC 4.2.2-), mediante una reaccion
de B-eliminacion, generando oligosacaridos insaturados con dobles enlaces carbono-carbono

(C=C) en sus residuos terminales uronato no reductores (Yamasaki et al, 2005).

En el genoma de A. vinelandii se han identificado y caracterizado cinco alginasas: AlgL, AlyAl,
AlyA2, AlyA3, AIgE7 y una mas no caracterizada (Avin46500) (Setubal et al, 2009, Gimmestad et
al, 2009). AlgL (Kennedy et al.,, 1992), AlyAl y AlyA2 (Gimmestad et al, 2009) son periplamicas,
mientras que AIgE7 (Svanem et al, 2001) y AlyA3 (Gimmestad et al, 2009) son excretadas
extracelularmente. La presencia de este nimero de alginasas en A. vinelandii sugieren que la
depolimerizacion del alginato es un proceso complejo. Estudios previos han relacionado la
depolimerizacidn del alginato con la actividad alginasa extracelular en cultivos de A. vinelandii

(Pena et al, 2000; Trujillo-Roldan et al, 2004); sin embargo, considerando la presencia de
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alginasas intracelulares en cepas de Azotobacter, es importante conocer el papel de la actividad

de estas proteinas en la determinacién del PM del alginato.

El papel de estas enzimas en Azotobacter puede ser crucial para el desarrollo de los quistes, asi
como en la eliminacién del polimero intracelular cuando los quistes revierten a forma vegetativa.
Las alginasas encontradas en el periplasma de Azotobacter, estdn presentes en células
vegetativas, desaparecen en el enquistamiento y son sintetizadas durante la germinacion de los
quistes (Kennedy et al, 1992). En el proceso de produccién del alginato, la actividad alginasa es
inducida por el alginato y puede ser muy baja en los cultivos; sin embargo, es suficiente para

causar una drastica caida en el PM del polimero (Clementi, 1997).

2.3.1.3. Especificidad y caracteristicas de las alginasas de A. vinelandii

La especificidad de las alginasas hacia el sustrato esta definida por su secuencia de aminoacidos;
sin embargo, es dificil determinarla, porque como ya se menciond, la composicién del sustrato
(alginato) no posee una distribucion regular de los monémeros. En los alginatos existen 4 tipos
diferentes de enlaces: M-M, M-G, G-M y G-G (Ertesvag et al, 1998). Las alginasas pueden ser
especificas y cortar preferentemente uno o varios de los enlaces previamente mencionados. La
acetilacion del polimero es otro factor que influye en la actividad de las alginasas. Algunas
alginasas de A. vinelandii han sido caracterizadas determindndose su especificidad y
caracteristicas fisicoquimicas tales como: PM, pH 6ptimo, temperatura 6ptima, entre otras (tabla
2.1). La actividad alginasa puede modificarse con la presencia de cationes. Para AIgE7 y AlyA3 se
ha determinado que sus actividades dependen de Ca?+ (debido al médulo RTX que poseen)

(Svanem et al., 2001; Gimmestad et al., 2009).

Las alginasas AlyA1-3 de A. vinelandii muestran preferencia para cortar enlaces de bloques G-M.
AlyA3 ha demostrado ser la enzima mas inespecifica ya que tiene la capacidad de cortar todos los
posibles enlaces que se pueden encontrar en el alginato (G-M, M-G, M-M y G-G) (Gimmestad et al,
2009). AIgE7 y AlyA3 son importantes en la germinacion del quiste y en la excrecion del alginato
al ambiente extracelular. En cuanto a AlyA2 se sugiere que es importante para la bacteria

durante el crecimiento vegetativo (Gimmestad et al, 2009).
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Tabla 2.1. Alginasas de A. vinelandii: Localizacién y caracteristicas. Tabla adaptada de Wong et al, (2000)
y Gimmestad et al, (2009).

Nombre y Especificidad PM P.IL pH Dependencia Cationes
Localizacion de sustrato | (kDa) optimo cationes p/ inhibidores
actividad
AlgL M-My M-G 39 5.1 8.1-84 Na*, no cationes
Periplasma divalentes
AlgE7 G-GM y G-MM 105 69-7.3 Caz+ Mn2+, Zn2*
Extracelular
AlyA1l GM 259 9.7 7.8 ND ND
Periplasma
AlyA2 GM 26.6 5.6 6.8 ND ND
Periplasma
AlyA3 MG, GM, MM, | 49.4 4.2 7.5 Ca+
Extracelular | GG

P. I. Punto isoeléctrico.
ND.- No determinada.

2.3.2. Modificacion del alginato (acetilacion y epimerizacion) en espacio periplasmico.

La acetilacion del polimero ocurre en los residuos manurénicos en el periplasma y la realiza el
complejo constituido por Algl, AlgV (Alg] en P. aeruginosa) y AlgF (Franklin y Ohman, 2002). El
complejo acetila en los grupos hidroxilo de las posiciones C2 y/o C3 del acido manurénico. Se ha
propuesto que los grupos acetilo son donados por el Acetil coenzima A y transferidos a través de
la membrana citoplasmica por Algl, proteina anclada a membrana citoplasmica. En el periplasma,
el grupo acetilo es transferido a AlgF y AlgV para la acetilacion del polimero (Franklin y Ohman,

2002).

La epimerizacion es otra modificacién del polimero y se lleva a cabo en periplasma por AlgG. Se
realiza en los residuos manurénicos que son epimerizados a gulurdnicos. AlgG es también
importante para la proteccion del polimero de la actividad alginasa asi como para su transporte a
través del espacio periplasmico. Ademads de AlgG, en el genoma de A. vinelandii estan presentes
siete epimerasas extracelulares (AlgE1-AlgE7) que presentan diferentes especificidades y
patrones de epimerizacién (Ertesvag et al, 2009). Es importante mencionar que AIgE7 es

bifuncional, presentando ademas de la actividad epimerasa, actividad alginasa.
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La depolimerizacion es otra modificaciéon que puede sufrir el alginato en el espacio periplasmico
y en el ambiente extracelular. Como ya se menciond, en A. vinelandii estan presentes alginasas

periplasmicas y alginasas que fueron excretadas al ambiente extracelular (tabla 2.1).

El polimero debe ser transportado desde la membrana citoplasmica, y a través del espacio
periplasmico, hasta la membrana externa para su excreciéon al ambiente extracelular. Se ha
propuesto que el complejo enzimatico formado por AlgG, AlgX y AlgK forman un andamiaje que
protege el polimero que se va generando de las alginasas presentes en periplasma y lo guia
durante el transporte por el periplasma hasta su exportacion fuera de la célula (Robles-Price et
al., 2004). Sorprendentemente, en este proceso y en estudios realizados con P. aeruginosa, se ha
sefialado la participacién de la alginasa Algl. en la proteccién del polimero (Jain y Ohman, 2005).
El polimero es exportado fuera de la célula a través de Alg], (AlgE en P. aeruginosa) una porina de
membrana externa que presenta un conducto altamente electropositivo, rico en arginina y

altamente selectiva para aniones (Whitney et al., 2011), esencial para la excrecion del alginato.

2.3.3. Genética de la biosintesis de alginato en A. vinelandii

Los genes que codifican para las enzimas participantes en la biosintesis del alginato por A
vinelandii ya han sido identificados. Los productos de los genes algA (la enzima fosfomanosa-
isomerasa/GDP-manosa pirofosforilasa) y algC (fosfomanomutasa) que catalizan los tres
primeros pasos de la biosintesis del monémero precursor (dcido GDP-manurdénico), participan
también en el metabolismo general de los carbohidratos y por ello, se encuentran en muchas
bacterias; sin embargo, la enzima GDP-manosa deshidrogenasa codificada por el gen algD, que es
la enzima clave en la biosintesis del alginato y que cataliza la oxidacién irreversible de la manosa
al dcido GDP-manurénico (Rehm, 2009) es especifica para la biosintesis de alginato tanto en

algas como en bacterias productoras de alginato.

En A. vinelandii, con la excepcién de algC, todos los genes se localizan en la misma regién del
cromosoma o “cluster” (figura 2.3) (Gaona et al, 2004; Galindo et al, 2007). Se han identificado
los siguientes promotores: algCp1 y algCp2 rio arriba de algC; algDp1, algDp2 y algDp3 rio arriba

de algD; alg8p1 rio arriba de alg8; un promotor localizado rio arriba de algG y otro rio arriba de
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algA (Galindo et al, 2007). Sin embargo, no se descarta la presencia de otros promotores

internos tal como se ha demostrado recientemente para P. aeruginosa (Paletta y Ohman, 2012).

Figura 2.3. Organizacion de los genes biosintéticos del alginato en A. vinelandii. Se presenta el modelo de
regulaciéon para la biosintesis de alginato. Lineas azules sefialan regulacién positiva, lineas
rojas regulacion negativa. Rectangulos grises indican promotores. Adaptada de Galindo et al.,
2007.

La transcripcién de los genes de biosintesis del alginato es controlada positivamente por los
factores sigma AlgU y RpoS (figura 2.3). Ambos son requeridos para la activacion de dos
promotores de algD (Martinez-Salazar et al., 1996; Castafeda et al.,, 2001). algU codifica para el
factor sigma E requerido para la transcripcién del promotor algCp1l y algDp2. El factor sigma
RpoS participa en el proceso de enquistamiento de A. vinelandii, regulando la expresion de genes
estructurales de la biosintesis de otros componentes de los quistes, del PHB y de
alquilresorcinoles (Romero et al, 2013). MucA y MucB son dos proteinas que controlan
negativamente la transcripcion, actuando como factores antisigma AlgU. La expresion de algD
estd también bajo el control del sistema GacS-GacA. GacS actiia como una histidina cinasa sensora
que fosforila a GacA, la cual en su forma fosforilada, activa la transcripcién de algD. GacA también
controla la transcripcion de rpoS. A nivel traduccional, la expresion de algD es también

controlada por el sistema GacS-Rsm (Castafieda et al., 2000).

18




Antecedentes

2.4. Parametros de proceso que influyen en la biosintesis y en el PM del alginato

producido por A. vinelandii.

La produccién de alginato por A. vinelandii, ha sido ampliamente estudiada. Se ha evaluado el
tipo de fuente de carbono, la composicion del medio de cultivo, el procesamiento del in6culo, la
agitacion, la temperatura, el pH, la aereacion, la concentracién de CO», el oxigeno disuelto medido
como tensién de oxigeno disuelto (TOD), la velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) la
potencia suministrada al sistema, asi como el uso de cepas mutantes. Las revisiones de Clementi
(1997), Galindo et al, (2007) y Pefia et al, (2011) presentan una descripcién del efecto de los
pardmetros antes mencionados sobre la produccién y caracteristicas del alginato. Entre ellos,
destaca la influencia que ejerce el oxigeno disuelto sobre la produccién del polimero y sobre su

PM.

2.4.1. Influencia del oxigeno sobre el metabolismo de A. vinelandii

En A. vinelandii, la fuente de carbono puede convertirse en alginato, polihidroxibutirato (PHB),
CO2y biomasa. El PHB es un poliéster intracelular, biodegradable y por ello, de interés industrial
como un sustituto de plasticos derivados del petréleo. En la célula, el PHB es almacenado como
fuente de carbono durante el crecimiento bajo limitaciéon de nutrientes. Fisioldgicamente, la
acumulacion de PHB y la produccién de alginato estan asociadas con el enquistamiento de las
células y es dificil separar la sintesis de ambos polimeros. En funcién de la TOD puede
favorecerse el crecimiento de la bacteria y/o la generacién de uno u otro producto (alginato,
PHB, biomasa). A TOD baja (< 1 %), se favorece la acumulacion de PHB; a TOD cercana al 10 %, la
bacteria utiliza la fuente de carbono principalmente para la produccion de biomasa. TOD entre
2.5y 5 % favorece la produccién de alginato (Sabra et al., 1999; Peia et al., 2000). Desde un
punto de vista cinético, en cultivos sin control de TOD, la produccién de alginato se encuentra
parcialmente asociada al crecimiento de la bacteria (Parente et al., 1998; Pefia et al, 2000). Con
control de TOD en el rango de 0.5 a 5 %, la sintesis de alginato se encuentra totalmente asociada
al crecimiento (Pefia et al., 2000). Ademas, un efecto particularmente importante es la influencia
que la TOD presenta sobre el PM del polimero y su homogeneidad, como se muestra a

continuacién.

19



Antecedentes

2.4.2 Factores involucrados en la determinacion el PM del alginato en A. vinelandii

En la literatura, los estudios encaminados al entendimiento de la determinacion del PM del
alginato son escasos. Investigaciones realizadas con Azotobacter spp. y en diferentes medios de
cultivo han demostrado que el PM del alginato estd determinado en funcién de la TOD del cultivo
(Parente et al., 1998; Sabra et al., 1999; Parente et al, 2000; Pefia et al., 2000; Trujillo-Roldan et
al,, 2004). Sin embargo, hasta antes de este proyecto no se habian estudiado las respuestas
fisiolégicas o moleculares que el oxigeno modifica y a través de las cuales estad determinando el

peso molecular del alginato.

La actividad alginasa extracelular ha sido relacionada con cambios en el PM del polimero en
términos de la depolimerizacién observada durante el proceso de produccién del polimero. Pena
et al, (2000) y Trujillo-Roldan et al., (2004), observaron una disminucién del peso molecular del
polimero en la etapa final de los cultivos, en algunos casos, hasta valores similares a los iniciales
(Pefa et al,, 2000). Pefia y colaboradores (2000) analizaron la actividad alginasa de caldos de A.
vinelandii cosechado a diferentes tiempos de cultivo. El sobrenadante fue incubado con alginato
comercial, observandose una disminucién en el PM del polimero de 350 kDa a 47 kDa,
correlacionando con un incremento en la actividad alginasa extracelular de 0.013 a 0.020
U/mgprotena. Por su parte, Trujillo-Roldan et al.,, (2004) reporté la influencia de la TOD sobre la
actividad alginasa extracelular en A. vinelandii cultivada a 1, 3 y 5% de TOD, observando que la
actividad alginasa extracelular especifica fue mas alta en cultivos a 3% de TOD (1.2 U/mgproteina
respecto de 0.8 y 0.3 U mg/proteina para 1 y 5 % de TOD, respectivamente). Ademas, la actividad
fue mas alta en la fase exponencial tardia de crecimiento, mientras que una disminucién se
observd en la fase estacionaria. Sin embargo, considerando la presencia de alginasas
intracelulares en cepas de Azotobacter, es importante conocer el papel de la actividad alginasa

intracelular en la determinacion del PM del polimero.

Es posible que el oxigeno disuelto presente durante el proceso de produccién del polimero
influya sobre la transcripcién de los genes y/o sobre la actividad de sus productos. En este
sentido, Leitdo y Sa-Correia, (1997) analizaron la influencia de la TOD sobre la expresién de
genes involucrados en la biosintesis del alginato (algA4, algCy algD) en P. aeruginosa, asi como la
actividad de sus productos. En A. vinelandii la actividad de las proteinas AlgA, AlgC y AlgD en

funcién de la TOD fue analizada por Horan et al, (1983). Respecto de la polimerizacion, no se han
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realizado los estudios correspondientes en cuanto a transcripcion de los genes y actividad de las
proteinas involucradas en la determinacién del PM del alginato en funcién de la TOD. Sélo se ha
reportado la transcripcion del gen alg8 y de la alginasa algL a diferentes condiciones de cultivo y
relacionandolos con el PM del alginato, como se describe a continuacién y ademas se presenta en

la tabla 2.2.

2.5. Transcripcion de alg8y algL y su relacion con el PM del alginato

Los estudios previos que se han realizado encaminados al entendimiento del proceso de
polimerizacidn en A. vinelandii, no han sido desarrollados de forma integral. alg8 y algL son los
dos Unicos genes cuya expresién se ha vinculado en la determinaciéon del PM del alginato.
Trujillo-Roldan et al., (2004) evaluaron la participacion de algL (como ausencia o presencia) en
una cepa mutante en algl, observando que el gen no es indispensable en la biosintesis del
alginato por A. vinelandii. Mas recientemente, estudios en A. vinelandii desarrollados a diferentes
condiciones de cultivo han relacionado los cambios en el PM del alginato con la transcripcion de
alg8 y algL (Diaz-Barrera et al., 2011 y 2012). En un primer estudio Diaz-Barrera et al., (2011),
evaluaron la transcripcién de alg8 y algl en funciéon del consumo de oxigeno en cultivos
continuos de A. vinelandii, observando que cuando se produce alginato de alto peso molecular
(de 1300 kDa), a bajas velocidades de consumo de oxigeno, la transcripcion de alg8 se
incrementd y la de algL disminuy6. En contraste, cuando se generd alginato de bajo PM (350
kDa) -a altas velocidades de consumo de oxigeno-, la transcripcion de alg8 disminuy6 y la de algL
se incrementd. Sin embargo, en otro trabajo reportado posteriormente por esos mismos autores
(Diaz-Barrera et al., 2012), se analizé nuevamente la transcripcién de alg8 y algL y el PM del
polimero, al variar la agitacion y la entrada de sacarosa en la alimentacion de cultivos continuos.
Los resultados mostraron un incremento y disminucién (de 7 veces) de la expresion de alg8
cuando se sintetiza alginato de alto o bajo peso molecular, respectivamente. Sin embargo, para la
expresion de algl, a diferencia de lo observado en el estudio anterior, no existi6 correlacion
entre su nivel de transcripcion y el PM del alginato. Probablemente la falta de correlacion entre la
expresion de algL y el PM del polimero se deba a la falta de control de la TOD y/o de otras

condiciones de cultivo como la agitacion.
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En la tabla 2.2 se presenta, en resumen, los aspectos estudiados y reportados en la literatura
sobre el proceso de polimerizacion del alginato en A. vinelandii y los que requieren realizarse a

fin de conocer de forma integral, el proceso de polimerizacién.

Tabla 2.2. Aspectos involucrados en la polimerizacion del alginato producido por A. vinelandii:
comparacion entre los ya estudiados y los que requieren estudiarse.

Aspecto estudiado Referencia

Trujillo-Roldan et al., 2004.

Peso molecular del alginato en funcion de la TOD
Pefia et al., 2000.

Trujillo-Roldan et al., 2004.

Actividad alginasa extracellular
Pefia et al., 2000

Actividad alginasa intracellular No estudiado

Trujillo-Roldan et al., 2003.

algL (como presencia y como ausencia, utilizando una mutante)
Trujillo-Roldan et al., 2004.

Andlisis transcripcional de los genes constituyentes del Sélo alg8
complejo alginato polimerasa (alg8 and alg44) Diaz-Barrera et al, 2011y 2012)
Andlisis transcripcional of genes que codifican para alginasas Sélo algL
(algL, alyA1, alyA2, alyA3, and algE?7). Diaz-Barrera et al, 2011y 2012

Analisis transcripcional de algX (cuyo producto estd involucrado

. . . RPN No estudiado
en el transporte del alginato a través del espacio periplasmico).

Para entender como el oxigeno disuelto determina el peso molecular del alginato, es importante
el analisis de todos los genes involucrados. Por ello, en este proyecto se incluy6 el andlisis tanto
de los genes constituyentes del complejo alginato polimerasa (alg8 y alg44), como de todos los
genes que codifican para las alginasas (algL, alyAl, alyA2, alyA3 y algE7). Asimismo,
considerando que el polimero requiere ser transportado a través del periplasma para su
posterior excrecion al ambiente extracelular, se incluyé en este estudio el andlisis de algX, cuyo
producto participa en el complejo proteico de transporte y proteccion del polimero por el
espacio periplasmico. Ademas, la actividad alginasa intra y extracelular fue analizada durante
todo el proceso de fermentacion. Este estudio fue realizado en cultivos en lote de A. vinelandii
ATCC9046, desarrollados a 1 y 5 % de tensidn de oxigeno disuelto, y en condiciones controladas

de temperatura (29°C), pH (7.2) y agitacion (500 rpm):
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El conocimiento de los efectos de la tensién de oxigeno sobre los pardmetros directamente
involucrados en la determinacién del PM es indispensable para elucidar el mecanismo mediante
el cual se determina el peso molecular del alginato biosintetizado por A. vinelandii. Con lo
anterior, serd posible establecer estrategias que permitan la produccidn de alginato bacteriano

con caracteristicas definidas, en términos de su peso molecular.
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CAPITULO 3

OBJETIVOS

Objetivo general:

Estudiar el o los mecanismo(s) por el cual el oxigeno disuelto determina el peso

molecular del alginato producido en cultivos de Azotobacter vinelandii.

Objetivos especificos:

— Estudiar la influencia de la tensién de oxigeno disuelto sobre la cinética de produccién de

alginato y la evolucion del peso molecular.
— Analizar la expresion de los genes que determinan el peso molecular del alginato: genes
del complejo alginato polimerasa (alg8, alg44) y genes que codifican para alginasas (algL,

alyA1, alyA2, alyA3 y algE7) y conocer su relaciéon con el PM del alginato.

— Evaluar la expresiéon de algX, cuya proteina codificada participa en el transporte y

proteccion del polimero por el espacio periplasmico.

— Evaluar la actividad alginasa, intra y extracelular, y su relaciéon con el PM del alginato

biosintetizado.
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CAPITULO 4

ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Para conocer cudl o cudles son las respuestas fisiolégicas que el oxigeno disuelto modifica, y que
son las que estan determinando el PM del polimero producido por A. vinelandii, se utilizaron
técnicas de PCR en tiempo real que permitieron conocer los niveles de transcripcién de los genes
constituyentes del complejo alginato polimerasa y de las alginasas, en dos etapas de cultivo (fase
exponencial y fase estacionaria de crecimiento). Asimismo, se analiz6 la actividad alginasa tanto
intracelular como extracelular durante todo el proceso de producciéon del alginato, lo cual
permitié, de forma indirecta, conocer la actividad polimerasa, y con ello, determinar la
contribucion de cada uno de los factores involucrados en la determinacién del peso molecular del
alginato. Estos analisis se realizaron en cultivos desarrollados bajo condiciones controladas (pH,
temperatura, agitacion, oxigeno disuelto) durante todo el proceso de fermentacién. Ademas, se
utilizé como indéculo células en las que el sobrenadante fue descartado, para evitar la influencia
de oligosacaridos (producidos en el indculo) que influyeran en la evolucion del peso molecular

de los procesos.
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CAPITULO 5
MATERIALES Y METODOS

5.1. Cepa: Se utiliz6 la bacteria Azotobacter vinelandii ATCC9046. La cepa se preservo en cajas
Petri con Medio Burk modificado (MBM, Tabla 5.1), excepto que en el medio para la preservacion
se excluy6 la fuente de nitrégeno (acetato de amonio) y se incluyé MOPS (4cido 3-
morfolinopropano-1-sulfénico) y agar a una concentracioén de 1.42 y 18 g/L, respectivamente. Se

realizaron resiembras mensuales, incubandose 48 h, a 29°C. La cepa se mantuvo a 4°C.

5.2. Medio de cultivo: Se utiliz6 MBM constituido por sacarosa y acetato de amonio como fuente
de carbono y nitrégeno, respectivamente. El resto de los reactivos que constituyeron el medio se

presentan en la tabla 5.1.

Tabla 5.1. Composicion del Medio Burk Modificado.

Componente Concentracion
(g/L)
Sacarosa 20
Acetato de amonio 1.0
K2HPO, 0.66
KH2PO4 0.16
CaS04 0.05
NaCl 0.2
MgS04 0.2
Na;Mo04*7H,0 0.0029
FeS04*2H20 0.027

Para evitar precipitacion, los componentes del medio se disuelven y esterilizan por separado, de
acuerdo a como se describe a continuacion, para la preparacion de un litro de medio de cultivo.
La sacarosa, el acetato de amonio y los fosfatos se disolvieron en 800 mL de agua destilada. A
esta mezcla se ajusto el pH a 7.2 con NaOH 2N antes de su esterilizacion. El sulfato de calcio fue
disuelto en 50 mL de agua destilada; la mezcla del resto de las sales se disolvieron en 50 mL de
agua destilada. Las tres soluciones se esterilizaron por separado y se mezclaron en condiciones

estériles. 100 mL fueron considerados para el in6culo (relaciéon de 10 % v/v).
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5.3. Desarrollo de los cultivos en biorreactor de 3L

5.3.1. Preparacion del indculo. Para el pre-in6culo se generaron células frescas, sembrando la
cepa preservada, en caja Petri con MBM (preparado como se describe en la seccion 5.1), e
incubando a 29°C por 48 h. El in6culo para el biorreactor fue preparado en matraces Erlenmeyer
de 500 mL con 100 mL de MBM. En cada matraz se inocularon dos azadas de las células
generadas en cajas Petri (pre-indculo) y estos fueron incubados a 29°C y 200 rpm durante 12-14
h, tiempo requerido para alcanzar una densidad 6ptica (a 540 nm) de 0.16 * 0.02 utilizando una
dilucién 1/50. Las células de dos matraces (200 mL) fueron recuperadas por centrifugacion (11
000 rpm, 10 min) y resuspendidas en medio fresco (Trujillo-Roldan et al., 2003). El volumen del

inéculo correspondié al 10 % (v/v) del volumen total de trabajo.

5.3.2. Descripcion del biorreactor y las condiciones de operacion

Los cultivos se realizaron en un biorreactor Applikon (Schiedam, Netherlands) de 3.0 L de
volumen nominal, con un volumen de trabajo de 2.0 L, equipado con 2 impulsores tipo turbina
Rushton (didmetro = 4.6 cm) con una relacion didmetro del impulso/didmetro del tanque(D/T)
de 0.36. y un difusor de aire con 7 orificios. El pH se midi6 en linea utilizando un electrodo de pH
(Ingold), y se mantuvo constante en 7.2 mediante la adicién automatica de NaOH 2N. El control
de espuma se realizé de forma manual utilizando una bomba peristaltica y con la adicién de
antiespumante (silicona al 10 %, P/V). La TOD fue determinada mediante un electrodo
polarografico de oxigeno (Applikon Biotechnology, Schiedam Netherlands). La sefial fue
transmitida a un amplificador y adquirida por una PC Compac deskpro. La TOD fue controlada en
linea mediante mezcla de gases de oxigeno y nitrégeno, manteniendo un flujo constante de 0.5
L/min. El flujo de cada uno de los gases (oxigeno y nitrégeno) fue controlado mediante un
controlador de flujo masico (5850 F, Brook Instruments B.V.) y utilizando un algoritmo
proporcional integral derivativo (PID) (Lozano et al, 2011). La temperatura y agitacion se

controlaron a 29°Cy 500 rpm, respectivamente.
Los resultados representan el promedio de tres cultivos independientes. Para determinar

diferencias estadisticamente significativas entre las condiciones evaluadas, se realizé la prueba

de t de Student, utilizando un intervalo de confianza del 95 %.
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5.4. Métodos analiticos

5.4.1. Cuantificacién de biomasa.- Se determiné mediante la mediciéon gravimétrica del peso

seco. La descripcion de la técnica se presenta en el anexo 2.

5.4.2. Cuantificacion de alginato.- El alginato se extrajo mediante su precipitacion con
isopropanol y posteriormente se cuantificé por gravimetria de acuerdo al procedimiento que se

presenta en el anexo 2.

5.4.3. Cuantificacion de proteina.- Se cuantificé por el método de Lowry (Lowry et al,, 1951).

La técnica se describe en el anexo 2.

5.4.4. Cuantificacion de sacarosa residual.- Se determiné espectrofotométricamente
utilizando el método de acido dinitrosalicilico (DNS) (Sigma-Aldrich) reportado por Miller
(1959). En la reaccion se forma un compuesto aminado amarillo, cuya densidad éptica a 540 nm
es proporcional a la concentraciéon de los grupos reductores. La descripcién de la técnica se

presenta en el anexo 2.

5.4.5. Determinacion del peso molecular promedio del alginato.- Se determind por
cromatografia de filtracion en gel (GPC) usando una serie de columnas Ultrahidrogel (UG 500 y
2000, Waters) de 7.8 mm (didmetro interno) por 300 mm, acopladas a un equipo de HPLC
(Waters, 2695) con un detector de indice de refraccion (Waters, 2414). Las condiciones del

andlisis se muestran en el anexo 2.

5.4.6. Cuantificacion de PHB.- El PHB se determind como acido croténico, el cual se produce
por la hidrélisis con acido sulfirico concentrado. La técnica se adapt6 de Karr et al, (1983). La
cuantificacion se realizé por HPLC, con una columna Aminex HPX-87H (Biorad). Las condiciones

del método de analisis se presentan en el anexo 2.

5.4.7. Cuantificacion de amonio.- Se cuantificé por el método del indofenol propuesto por
Kaplan (1969). La reaccion involucra la transformacién del amonio a cloramina mediante la
accién del hipoclorito. Posteriormente, la cloramina reacciona con el fenol originando el

cromoégeno azul denominado p-hidroxifenil imino benzoquinona, que absorbe a 635 nm y cuya
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densidad optica es proporcional a la concentraciéon de amonio. La descripcién de la técnica se

presenta en el anexo 2.

5.4.8. Actividad alginasa extracelular.- Se cuantificé mediante un método espectrofotométrico
(Espectrofotémetro Beckman DU® 650) de acuerdo al método reportado por Ertesvag et al,
(1998). Los acidos uroénicos con doble enlace, generados por el rompimiento del enlace
glicosidico por la accién de las alginasas, absorben a 235 nm. La descripcion de la técnica se

presenta en el anexo 2.

5.4.9. Actividad alginasa intracelular.- La extraccién de la fraccion periplasmica se realizé de
acuerdo al procedimiento reportado por Franklin y Ohman (2002). La descripcién de la técnica

se presenta en el anexo 2.

5.4.10. Cuantificacion de CO; en el gas efluente del reactor.- El CO, se cuantificd (%) en la
salida del gas efluente del biorreactor, mediante un detector infrarojo (Teledyne Analytical
Instruments, modelo 7500). Para el funcionamiento del equipo fue indispensable evitar la
humedad en la entrada del gas efluente al detector, para lo cual se instalé una trampa con silica

(deshumidificador) entre la salida del gas del biorreactor y la entrada al detector.

5.4.11. Velocidad de transferencia de oxigeno y consumo especifico de oxigeno

La velocidad de transferencia de oxigeno (VTO) se calcul6 con la siguiente ecuacion:

VTO= Kia * (C*-Cp)

donde Kia es el coeficiente volumétrico de transferencia de oxigeno (h1), C*es la concentracién
de saturacién de oxigeno en el liquido (mmol L-1) y Cy. es la concentracion de oxigeno presente en
el reactor (mmol L1). Para las condiciones de operacion del presente estudio se estimé un Kia de

45 ht,

En régimen permanente, la VTO es igual a la velocidad de consumo de oxigeno (VCO), por lo que
la velocidad especifica de consumo de oxigeno (qO:) se calculé a partir de los datos
experimentales de la VTOmax y la concentracion de biomasa (X; g/L), empleando la siguiente

ecuacion:
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VTOmax
X

q02 =
Conocida la VTO (VCO) y con los datos experimentales de la velocidad de produccion de CO:

(VPC), se calcul6 el coeficiente respiratorio (CR), con la siguiente ecuacidn:

VPC

CR=—n
VCO

5.4.12. Analisis de transcripcion génica mediante PCR en tiempo real

Recuperacion de células: 8 mL de caldo de cultivo, tomados en fase exponencial y en fase
estacionaria, fueron centrifugados a 4 000 rpm, 20 min, a 4°C. El paquete celular fue congelado a

-20°C, hasta realizar la extraccion de RNA.
Extraccion, purificacion de RNA y analisis por PCR en tiempo real (RT-PCR)

Extraccion del RNA.- Se realizé6 de acuerdo al método descrito por Barry et al, (1992). La
descripcién de la técnica para la extraccién y cuantificacién del RNA, asi como el tratamiento del

RNA con DNAsa se presentan en el anexo?2.

Sintesis de cDNA.- Para la transcripcion reversa se utilizaron 200 ng de RNA de cada condicién y
se utilizéd un Kit Revert Aid™ H minus First Strand ¢cDNA Synthesis (Fermentas Life Science),
segun la metodologia recomendada por el proveedor. Los detalles del desarrollo de la técnica se

presentan en el anexo?2.

PCR de tiempo real.- Se realizé con un equipo ABI Prism 7000 Sequence Detection System
(Perkin-Elmer/Applied Bio-systems) usando SYBR Green PCR Master Mix (Fermentas Life
Science), de acuerdo al procedimiento descrito en el anexo 2. La secuencia de los primers para

cada uno de los genes analizados se presenta en la tabla 5.2.
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Table 5.2. Primers utilizados para los andlisis de PCR en tiempo real.

Gene Forward primers (5’ to 3’) Reverse primers (5’ to 3’)
gyrA CCAGCAAGGGCAAGGTCTA TCGTCCAGCGGCAACAGGT
alg8 GATCATCGGCTCCATCAAAT GTCCGGAAAGAGACAACAGC
alg44 AGATGAAGGGCACCCTGAC AGCAGCTCGAAGATCACCTG
algX TTTCGAGCAACTCGGCTACT TAGGAGGTCCAGTGGTGGTC
algL CTGCTCACCACCGAGTACAA GCGAACTGGAGAATTTCAGG
alyAl TATTTACCCACGCTCCGAAC GCACTCAAACGGTGGATCTT
alyA2 GTCCAATCATCCTCCCTTCA GTTCTTTGCCGTTCAGCTTC
alyA3 GCCTCCTCAACTTCTGCAAC TACCTTGTCATCCCCACCAT
algk7 ATCGACGGTAACCAGGACAA TCGACCGTGACGTTGTAGTC
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CAPITULO 6
RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Crecimiento y produccion de alginato y PHB durante el cultivo de A. vinelandii a TOD’s

de1%y5 %.

6.1.1. Control de la TOD en los cultivos

Diversas investigaciones han mostrado que el oxigeno disuelto es un pardmetro relevante en la
produccion de alginato (Parente et al., 1998; Sabra et al.,, 1999; Pefia et al,. 2000; Trujillo-Roldan
et al.,, 2004) y en el peso molecular del polimero (Pefia et al., 2000; Trujillo-Roldan et al., 2004).
Sin embargo, no se conocen las respuestas fisioldgicas que el oxigeno disuelto modifica y, que son
a través de las cuales, determina el peso molecular del alginato. Para estudiar lo anterior, la TOD
fue estrictamente controlada durante todo el proceso de fermentacion. El control dela TOD (a 1y
5 %) se realiz6 mediante la mezcla de gases de oxigeno y nitrégeno y utilizando un sistema de
control previamente reportado (Lozano et al., 2011). Como se observa en la figura 6.1, se logré
un control eficiente de la TOD durante todo el proceso de produccion del alginato. En los cultivos
desarrollados a 5 % de TOD el control se mantuvo en promedio en 4.87+0.55 y en los

desarrollados a 1 % la TOD en promedio fue de 0.96 +0.27.

6.1.2. Crecimiento celular, produccién de alginato y PHB.

El crecimiento celular (medido como contenido de proteina), la produccion de alginato, PHB y el
consumo de sustrato se presentan en la figura 6.2. El incremento en la TOD favorecié el
crecimiento celular y la velocidad especifica de crecimiento (figura 6.2a y tabla 6.1). En los
cultivos desarrollados a 5 % de TOD se alcanz6 una concentracién de proteina de 0.75+0.12 g/L,
en un tiempo de cultivo corto (21 h), mientras que en los cultivos desarrollados a 1 % TOD la
maxima concentracion de proteina fue 0.5+0.07 g/L, a las 30 h. Las diferencias en el contenido de
proteina fueron estadisticamente significativas. Las velocidades especificas de crecimiento de la

bacteria en los cultivosa 5 % y 1 % fueron de 0.17 h-1y 0.08 h-1, respectivamente (tabla 6.1).
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Figura 6.1. Perfiles de la tensién de oxigeno disuelto a 1 y 5 %, durante el proceso de produccién de
alginato por A. vinelandii. Cultivos desarrollados bajo condiciones controladas de
temperatura (29°C), pH (7.2) y agitacion (500 rpm).

En cuanto a la produccién de PHB, la figura 6.2b muestra que en los cultivos desarrollados a 1 %
de TOD, la fuente de carbono fue principalmente dirigida hacia la sintesis de PHB, generandose
hasta 3.5+0.53 g/L; mientras que en los cultivos a 5 % de TOD, la concentracién de PHB no
rebas6 los 0.2 +0.07 g/L (figura 6.2b). El incremento en la produccién de PHB en cultivos
desarrollados bajo condiciones limitantes de oxigeno ha sido reportado por otros autores (Horan
et al., 1983; Sabra et al, 1999) y es caracteristico de A. vinelandii (Senior y Dawes, 1973;
Brivonese y Sutherland, 1989). Este comportamiento es debido a que en condiciones limitantes
de oxigeno, la acumulacién de cofactores NADPH y NADH, inhiben la actividad de la citrato
sintasa y la isocitrato deshidrogenasa, ocasionando la disminucion del flujo de carbono hacia el
ciclo de Krebs, lo que favorece la desviacion de acetil-CoA (precursor del PHB), hacia la sintesis

de PHB.

La produccién de alginato se presenta en la figura 6.2c. Las concentraciones alcanzadas bajo las
dos condiciones de TOD evaluadas fueron de 1.9+0.1 g/L y 2.4+0.3 g/L, para 1 y 5 % de TOD,
respectivamente). La figura 6.2c claramente muestra que una alta TOD favorecié la
productividad del proceso. Las productividades fueron de 0.03 g/L hy 0.1 g/L h para los cultivos
aly 5% de TOD, respectivamente.
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Figura 6.2. Crecimiento celular como contenido de proteina (a), produccién de polihidroxibutirato (b),
produccion de alginato (c) y consumo de sustrato (d) en cultivos de A. vinelandiia 1 (®)y 5 %
(O) de TOD y a condiciones controladas de temperatura (29°C), pH (7.2) y agitaciéon (500
rpm). Las flechas indican el tiempo de cultivo en el que la fuente de nitrégeno proporcionada
en el medio de cultivo se agoté.
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La produccion especifica de alginato en base a la biomasa residual (biomasa cuantificada por
peso seco menos el PHB producido), fue dos veces mas alta en los cultivos a 5 % de TOD,

respecto de los correspondientes a 1 % (tabla 6.1).

En cuanto al consumo de sustrato, las cinéticas de la figura 6.2d muestran que la velocidad del
consumo del sustrato se incrementé significativamente al incrementarse la TOD en el cultivo,
presentando velocidades de 0.28 gsacarosa/h ¥ 0.54 Zsacarosa/h para los cultivosa 1 % y 5 % de TOD,
respectivamente. La velocidad de consumo especifico de la sacarosa en base a la biomasa
residual en cultivos a 5 %, de TOD fue 1.6 veces mas alta que el observado en cultivos a 1 % de
TOD (tabla 6.1). Ademas, destaca que al final de los cultivos desarrollados a 1 %, la sacarosa
remanente en los caldos fue de 3.5 g/L, mientras que en los cultivos desarrollados a 5 %, la
sacarosa se detectd en concentraciones minimas (se cuantificaron 0.3 g/L) (figura 6.2d). A
diferencia de la productividad, el rendimiento de produccién de alginato (en base a biomasa
residual) de los cultivos fueron similares (1.18 y 1.5 gaginato/gbiomasa resicuat para el cultivo
desarrollado a 1y 5 % de TOD, respectivamente) (tabla 6.1). Estos rendimientos son similares a

los reportados por otros autores en otros medios de cultivo (Pefa et al, 2000).

Tabla 6.1.- Parametros cinéticos de los cultivos, en funcidn del oxigeno disuelto.

TOD | p(h?) Rendimiento Vel. especifica prod. Vel. especifica de consumo de
(%) (8aiginato/ Gbiomasa residual) alginato sacarosa
(8alginato/ 8biomasa residual h) (8sacarosa/ Bbiomasa residual h)
1 0.08 1.18 0.021 0.14
5 0.17 1.5 0.049 0.23

Biomasa residual: biomasa libre de PHB.

6.1.3. Consumo de oxigeno y produccion de CO: en cultivos de A. vinelandii a TOD de 1y 5

%.

En los cultivos desarrollados a alta TOD, la producciéon de CO; se incrementd significativamente
(figura 6.3). Los procesos presentaron una produccién maxima de CO,de 9y 29 mmol/L h para

los cultivos a 1 y 5 % de TOD (figura 6.3). En los cultivos desarrollados a 1 %, las maximas
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producciones de CO; se presentaron a las 32 h y se mantuvieron hasta las 58 horas de cultivo. En
los cultivos desarrollados a 5 % de TOD, la maxima producciéon de CO; se alcanzé desde las 12 h
de cultivo y se mantiene en su nivel maximo y estable (“plateau”) hasta las 34 horas de cultivo
(figura 6.3). Sin embargo, comparando el crecimiento y la produccién de alginato a las 24 h,
tiempo en el que ambos pardmetros han alcanzado los niveles maximos de produccién (figura
6.2a y 6.2c) y ademas, la produccién de PHB es minima, el consumo de sustrato (que en ese
tiempo se encuentra presente en un 40 %) continda hasta practicamente agotarse, y
observandose una alta produccion de CO; (figura 6.3). Esta alta produccién de CO; en los cultivos
desarrollados a 5 % de TOD indica, por un lado, que la bacteria canaliz6 una mayor proporcién
de la fuente de carbono hacia el ciclo de los acidos tricarboxilicos, donde se consumen los
intermediarios de glucosa y fructosa durante la respiracion bacteriana. En A. vinelandii, éste es
un mecanismo mediante el cual, la célula remueve el oxigeno del citoplasma, incrementando su

respiracion (Setubal et al., 2009).
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Figura 6.3. Produccién de CO (cuantificado en el venteo del biorreactor) en cultivos de A.
vinelandii cultivadaa TODs de 1y 5 %. Leyendas: Simbolo TOD (%)

Por otro lado, el sustrato metabolizado que la bacteria no canalizé hacia la produccién de
biomasa o polisacarido es también utilizado hacia el mantenimiento celular. Sabra y

colaboradores encontraron que al cultivar A. vinelandii (DSM 53941b) a diferentes TOD’s (de 1 a
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10 %) y en cultivos continuos, el consumo de azucar requerido para el mantenimiento de la
bacteria se incrementa importantemente al incrementarse la TOD en el cultivo, incrementandose
de 0.3, 0,8 v 1.2 Zsacarosa/Ebiomasa*h en cultivos realizados a 1, 5 y 10 % de TOD, respectivamente y
comparados a una misma velocidad de crecimiento (0.08 h-1) (Sabra et al., 1999). Por lo anterior,
no se descarta que en los cultivos a 5 %, la fuente de carbono se canalizd, en mayor proporcidn,

hacia mantenimiento celular con respecto a lo requerido en los cultivos desarrollados a 1 %.

La respiracidn y oxidacion de la fuente de carbono son mecanismos que A. vinelandii utiliza para
proteger su sistema nitrogenasa del oxigeno presente en el ambiente (denominado protecciéon
respiratoria) (Oelze, et al, 2000; Setubal et al., 2009). En el presente proyecto, el consumo de la
fuente de nitrégeno (proporcionada como amonio) presenté diferencias importantes en funciéon
de la TOD del cultivo, agotandose a las 42 y a las 24 horas para los cultivos desarrolladosa 1 y 5
% de TOD (figura 6.2d). Es probable que una vez agotado el amonio proporcionado en el medio
de cultivo, la bacteria realizara el proceso de fijaciéon de nitrégeno (considerando que nitrégeno
gaseoso fue suministrado en el cultivo para el control de la TOD). Como se observa en la figura
6.2d, en el tiempo de cultivo cuando el nitrégeno suministrado en el medio (como amonio) se
agotd, la fuente de carbono estaba presente en al menos un 40 % de la concentracion inicial
proporcionada (para las dos condiciones de TOD). De acuerdo a lo anterior, es probable que la
fuente de carbono haya sido utilizada en la fijacidon de nitrégeno (proceso altamente demandante
de energia) y en el caso del cultivo al 5% de TOD, la alta producciéon de CO; probablemente se

realiz6 como mecanismo de proteccion del sistema nitrogenasa.

Debido a la importancia del oxigeno en las actividades metabdlicas, la velocidad de transferencia
de oxigeno ha sido un parametro muy utilizado para analizar el estado fisiolégico en cultivos
aerdbicos (Anderlei y Buchs, 2001). Por ello, en los cultivos se calcularon las velocidades de
transferencia de oxigeno (VTO) y las velocidades de consumo de oxigeno (VCO) (de acuerdo a
como se describe en la seccién 5.4.10) y el coeficiente respiratorio (CR). Como se muestra en la
tabla 6.2, la TOD influyé importantemente sobre la actividad metabdlica de la bacteria. Las
VCOmax fueron de 19 y 42 mmol L1 h-1 para los cultivos desarrollados a 1 y 5 %, respectivamente.
Los procesos presentaron diferencias en la velocidad especifica de consumo de oxigeno (q0O-) las
cuales fueron de 36 y 56 mmol gproeina! h! para los cultivos desarrollados a 1y 5 % de TOD
(tabla 6.2). La alta VCO observada en el cultivo a 5 % son debidas a la mayor produccion de

alginato y al mayor rendimiento en la produccién de alginato en estos cultivos (figura 6.1c y tabla
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6.2). Se sabe que durante la biosintesis de alginato el metabolismo respiratorio de la bacteria se
incrementa debido a una mayor actividad de las enzimas involucradas en el ciclo de los acidos
tricarboxilicos, generando una mayor producciéon de poder reductor para la sintesis de ATP, el
cual es necesario para la sintesis de alginato, y es demandante de energia (Jarman y Pace, 1984).
Por otro lado, las bajas VTO (VCO) han sido relacionados a la produccién de alginato de alto PM
(Diaz Barrera et al., 2007; Lozano et al, 2011), como también se encontré en este trabajo en el

cultivo a 1%, y que se describe en la siguiente seccion.

Los coeficientes respiratorios fueron de 0.47 y 0.71 para los cultivos desarrolladosa 1y 5 % de
TOD (tabla 6.2). El CR de 0.71 determinado en los cultivos a 5% de TOD, donde se produjo la mas
alta concentracidn de alginato, es cercano al CR tedrico maximo que es de 0.8, calculado a partir
de la estequiometria de las reacciones metabdlicas involucradas en la sintesis de alginato a partir
de sacarosa (Sabra et al., 1999), asi como a los valores experimentales reportados por Sabra et
al., (1999). Sabra y colaboradores (1999) reportaron coeficientes respiratorios de 0.80-0.84 en
cultivos continuos de A. vinelandii (DSMZ 93-541b) desarrollados a TODs de 3-5% (e
independientemente de la velocidad de dilucién), condiciones en las que se ha demostrado, se
favorece la produccién de alginato (Sabra et al, 199). El CR observado en el cultivo a 1% de TOD
de 0.47, contrasta con lo reportado por Sabra et al., (1999) quienes reportaron valores mayores a
la unidad en cultivos desarrollados a 1% de TOD y fueron atribuidos a la produccién de PHB. Sin
embargo, el CR de la bacteria cultivada a 1% de TOD, es similar con los CRs reportados por
Castillo (2013) para cultivos continuos desarrollados con la misma cepa a 1% de TOD e
independientemente de la velocidad de dilucion (D), excepto que Castillo cultivo la bacteria en
condiciones diazotréficas y con glucosa. Castillo (2013) reporté CRs de 0.57, 0.61, 0.63 y 0.50
para velocidades de crecimiento de 0.02, 0.04, 0.06 y 0.08 hl condiciones en las que la

produccion de PHB se favorecid.

Tabla 6.2. Velocidad de consumo de oxigeno, velocidad especifica de consumo de oxigeno y coeficiente
respiratorio en cultivos de A. vinelandii desarrolladosa 1y 5 % de TOD.

TOD vco q0: CR
(%) (mmol L1 h'1) (mmol gproteinat h')
1 19 36 0.47
5 42 56 0.71
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6.2. Peso molecular promedio del alginato en funciéon de la TOD

Como se observa en la figura 6.4a, a una baja TOD se gener6 alginato de alto peso molecular. En
los cultivos a 1 %, el PM del polimero fue de 1200 + 235 kDa. A 5 % de TOD, no rebasé los 42 +
12 kDa (figura 6.4a). Las figuras 6.4a y 6.4b muestran que desde el inicio del cultivo, la bacteria
produjo un alginato de peso molecular significativamente diferente. Como se observa en la figura
6.4b, entre las 12 y las 18 h de cultivo se inici6 la produccidn de alginato en las dos condiciones
evaluadas, y el peso molecular del alginato fue significativamente diferente (de 560 y 42 kDa
para 1y 5 % de TOD, respectivamente) (figura 6.4a). Ademas, la evolucién de los perfiles de PM
para cada condicién de TOD, mostrd diferencias muy importantes durante el cultivo. En cultivos
desarrollados a 1 % de TOD, se observd una etapa en la que el PM se incrementé (de las 18 a las
36 h de cultivo), posteriormente, el PM se mantuvo practicamente constante hasta el final del
cultivo. En el cultivo desarrollado a 5 % de TOD, el PM maximo (42 kDa + 12 kDa) se alcanzd
desde las 18 horas y no se observaron cambios significativos en el PM durante el proceso de

produccién del polimero.

En la figura 6.5 se presenta la distribucién de pesos moleculares del alginato producido en las
dos condiciones de TOD evaluadas y su evolucion a través del tiempo de cultivo. En los cultivos
desarrollados a 5% de TOD, se observa que la distribuciéon de los PM del polimero generado a 5
% presenté un desplazamiento hacia la regién de bajo peso molecular, en la fase estacionaria de
crecimiento (32 h), ocasionado por una disminucién en el PM del polimero, generandose familias
mas dispersas. Este comportamiento se reflejo en el indice de polidispersion (IP) del polimero, el
cual se increment6é de 1.7 a 3 con el transcurso del tiempo de cultivo. Un comportamiento
contrario se observo en la distribucion de los PM del polimero producido a 1 % de TOD, en donde
se observa que la distribuciéon de PM presenté un desplazamiento hacia la region de alto peso
molecular con el transcurso del tiempo del tiempo de cultivo (figura 6.5), debido al incremento
en el PM del polimero, ademas, el IP disminuyé de 7 a 4, lo cual sugiere por una lado, que la
polimerizacion esta efectudndose de forma constante durante el proceso de producciéon del
polimero, por otro lado, en esta condiciéon de TOD, no se present6 depolimerizacion significativa

del alginato.
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Figura 6.4. Peso molecular promedio (a) y produccién de alginato (b) por A. vinelandii cultivada a
1(®)y5 % (O) de TOD y a condiciones controladas de temperatura (29°C), pH (7.2) y
agitacion (500 rpm). Las flechas indican los tiempos de muestreo en los que se
realizaron los analisis de transcripcién génica para cada una de las condiciones de TOD
analizadas.

Los IP del polimero producido en los cultivos a 1 % de TOD son similares a los reportados por
Trujillo-Roldan et al., (2004) quienes reportaron IP en un rango de 4-6 para la misma cepa,

cultivada en un medio complejo (con extracto de levadura) ya 1, 3y 5% TOD.
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Figura 6.5. Distribucion de los pesos moleculares e indice de polidispersion del alginato producido por
A. vinelandii en funcion de la TOD y del tiempo de cultivo. Leyendas:
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Para entender el proceso mediante el que el oxigeno modificé el peso molecular del polimero, en
la siguiente etapa se analizd la expresion de genes que codifican para las proteinas

constituyentes del complejo alginato polimerasa y para las alginasas.

6.3. Expresion relativa de genes que codifican para proteinas constituyentes del complejo
alginato polimerasa y para alginasas, en funcion del oxigeno disuelto.

6.3.1. Expresion relativa de genes constituyentes del complejo alginato polimerasa

Los resultados de la expresion génica en los cultivos, fueron normalizados tomando como
referencia la expresion génica de los cultivos desarrollados a 5 % de TOD (denominado cultivo
referencia). Se evaluaron dos fases de crecimiento, la fase exponencial y la fase estacionaria; los

resultados para cada una de ellas fueron normalizados con su respectivo cultivo referencia, en
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cada fase de crecimiento. Como se observa en la figura 6.6a y 6.6b, la expresion de los genes del
complejo alginato polimerasa (alg8 y alg44) fue significativamente mas alta en los cultivos a 1 %
de TOD, condicién en la que se generé un alginato de alto peso molecular (1200 kDa, figura 6.4a),
tanto en fase exponencial como en fase estacionaria (a las 24 y 48 horas de cultivo). En la fase
exponencial, la expresion de alg8, alg44 y algX fue de 6.8, 4 y 6.9, respectivamente (figura 6.6a).
En la fase estacionaria la expresién de estos genes fue mas baja: 3.1, 3.8 y 3.5, respectivamente
(figura 6.6b); sin embargo, su expresidn fue mayor a la observada en el cultivo referencia (5 %
TOD). Destaca que a pesar de que algX puede transcribirse de un promotor diferente al que
dirige la transcripcion de alg8 y alg44, los incrementos en la expresion relativa de algX, fueron
similares a los correspondientes incrementos de expresidn relativa observada en los genes del
complejo alginato polimerasa (alg8 y alg44,), en las dos etapas de cultivo evaluadas. Lo anterior
permite suponer que, en A. vinelandii, los procesos de polimerizacién y transporte del polimero a

través del espacio peripldsmico son concomitantes.

La mayor expresion relativa de los genes alg8 y alg44, a baja TOD, donde se sintetizd alginato de
alto peso molecular, confirma la participaciéon de los productos de estos genes en la

polimerizacion del alginato.

En cuanto al andlisis de la transcripcion de los genes constituyentes del complejo alginato
polimerasa, en la literatura sélo se ha analizado la transcripcién de alg8, en cultivos sin control
de TOD. Para alg44 no se habia analizado la influencia de la TOD sobre su transcripcién, a pesar
de las caracteristicas y el papel esencial que tiene la proteina en la polimerizacion del alginato.
Alg44 es una proteina de membrana citoplasmica anclada a membrana que presenta un dominio
PilZ para la unién de c-di-GMP (3',5'-diguanilato ciclico) que se requiere para la biosintesis del
alginato (Hay et al, 2009). El cdi-GMP se ha ligado a respuestas fisiolégicas como la produccién
de exopolisacaridos, movilidad, formacién de biofilms y la formacion de organelos de adhesién a

superficies (Jenal y Malone, 2006; Pasavento y Hengge, 2009).
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Figura 6.6. Expresidn relativa de alg8, alg44 y algX en fase exponencial (a) y en fase estacionaria (b)
de crecimiento de A. vinelandii cultivada a tensiones de oxigeno disuelto de 1 % y 5 %. El
analisis de transcripcién en fase exponencial se realizé a las 24 y 18 h para los cultivos
desarrollados a 1 % y 5 % de TOD, respectivamente; en fase estacionaria el andlisis se
realizé alas 48 y 32 h para los cultivosa 1y 5 % de TOD, respectivamente.

Recientemente se reportd que la biosintesis del alginato en P. aeruginosa es regulada por MucR, a
través de la generacion de la poza de cdi-GMP, que es esencial para la biosintesis de alginato, el
cual se une al dominio PilZ de Alg44. MucR es una proteina que contiene un dominio MHYT que
responde a condiciones ambientales como el oxigeno, un dominio GGDEF comtn en diguanilato
ciclasas (enzimas que sintetizan cdi-GMP) y un dominio EAL, dominio conservado en
fosfodiesterasas, enzimas que hidrolizan cdi-GMP (figura 6.7a). La activaciéon de una u otra
actividad depende de la sefial ambiental que la bacteria sensa. En el caso del oxigeno, se ha
reportado que en condiciones microerofilicas se activa el dominio diguanilato ciclasa, que
sintetiza cdi-GMP, mientras que a niveles de oxigeno alto, se activa el dominio fosfodiesterasa,

enzima que hidroliza cdi-GMP (Hay et al, 2009; Jenal y Malone, 2009; Chan et al., 2001).
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De acuerdo a los resultados del presente proyecto y a informacién reportada en la literatura, se
sugiere que el alto PM del alginato producido a baja TOD es debido a la alta actividad de la
polimerasa Alg8 y Alg44. Para Alg44 se propone que en los cultivos desarrollados a 1 % de TOD,
se incrementa el c-di-GMP, por una proteina de A. vinelandii homdéloga a MucR, tal como fue
reportado para P. aeruginosa (Hay et al, 2009). De acuerdo a lo anterior, en la figura 6.7 se
esquematiza el modelo mencionado y derivado de los resultados de la presente investigacion,
para la regulacion de la actividad polimerasa de Alg44 en funcién de la TOD en el cultivo en A.
vinelandii, a través de una proteina homéloga a MucR de P. aeruginosa. Sin embargo, es

importante mencionar que se requiere de estudios mas especificos para analizar estos aspectos.

MHYT
NH3
a)
MucR de
P. aeruginosa
HOOC —_Iﬂ_
b)

Figura 6.7. a): Representacidn de los dominios presentes en MucR de P. aeruginosa. El dominio GGDEF
esta involucrado en la sintesis de cdi-GMP), el dominio EAL hidroliza cdi-GMP. El dominio
MHYT detecta sefiales ambientales como oxigeno. b): Modelo propuesto con derivado de los
resultados de la presente investigacidn, para la regulacion de la actividad polimerasa de Alg44
en funcién de la TOD en el cultivo en A. vinelandii, a través de una proteina homdloga a MucR
de P. aeruginosa. Adaptado de Hay et al.,, 2009.
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6.3.2. Expresion relativa de genes que codifican para alginasas

En cuanto a la expresion relativa de genes que codifican para alginasas, la TOD modificé la
expresion tanto de las alginasas intracelulares como de las extracelulares (figura 6.8). En el caso
de los genes codificantes para las alginasas intracelulares, en los cultivos a 1 % de TOD se
observo una mayor expresion de algL y alyAZ, con respecto a lo obtenido en el cultivo referencia
(5 % de TOD), en las dos etapas de cultivo analizadas. La expresion de alyAl en la fase
exponencial fue 60 % menor que lo observado en el cultivo de referencia (5 % de TOD) y en la
fase estacionaria no se expresd. Se desconoce la funcidn bioldgica alyAl. En el caso de alyA2,
Gimmestad y colaboradores (2009) reportaron que es indispensable para el crecimiento

vegetativo de A. vinelandii.

EXTRACELULARES 4 | Cultivo referencia (5 % TOD)
F nencial
[ Fase exponencia } 1% TOD
[ Fase estacionaria

INTRACELULARES

Expresion relativa

INTRACELULARES EXTRACELULARES

Expresion relativa

Genes

Figura 6.8. Expresion de genes que codifican para alginasas en A. vinelandii, en funcién de la TOD
del cultivo en fase exponencial (a) y en fase estacionaria (b). Los tiempos de muestreo
en la fase exponencial fueron: 24y 18 h para 1y 5 % de TOD, respectivamente; para la
fase estacionaria fueron: 48 y 32 h para 1y 5 % de TOD, respectivamente.
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La expresidn relativa de algL en cultivos a 1 % de TOD fue de 6.9 y 3 veces (en fase exponencial y
estacionaria, respectivamente) (figura 6.8), con respecto de lo obtenido en cultivos a 5 % de TOD,
en sus respectivas fases de crecimiento evaluadas. Estos incrementos fueron similares a lo
observado con los genes del complejo polimerasa, cuando se produce alginato de alto PM (en
cultivos a 1 % de TOD) y con la expresion relativa del gen algX. La similitud en los niveles de
expresion relativa entre estos genes, probablemente esté ligada a funciones importantes de AlgL
vinculadas al proceso de polimerizaciéon y transporte del polimero en periplasma. En P.
aeruginosa, se ha reportado la participaciéon de Algl. como subunidad del complejo de transporte
del polimero por el espacio periplasmico (Jain and Ohman, 2005). Por su parte, Bakkevig et al.,
(2005) demostraron la participaciéon de AlgL en la degradacién de alginato que no fue exportado
del periplasma de P. aeruginosa. Ademas, considerando las funciones de los productos de los
genes algL y algX en proteccion y transporte del polimero; y la similitud que presentaron sus
expresiones relativas con las correspondientes de los genes del complejo alginato polimerasa, en
las dos etapas de cultivo, sugiere la importancia de cada una de la proteina correspondiente y de
su actividad, para que exista una coordinacion entre el proceso de polimerizacién y transporte
del alginato. Por ejemplo, Oglesby et al, (2008) observaron una coordinacién entre la
polimerizacién y la excresion del alginato producido por P. aeruginosa, mediante analisis por
Western blot, al evaluar una cepa mutante en alg44 observaron una reduccién en AlIgE (la porina

de membrana de la bacteria), mientras que la expresion de alg44 restableci6 los niveles de AlgE.

Respecto de los genes que codifican para alginasas extracelulares, en la figura 6.8a se observa
que en cultivos a baja TOD (1 %), tanto alyA3 como algE7, tuvieron una expresiéon mayor (dos
veces) en fase exponencial, respecto de su nivel de expresion en cultivos a 5 % de TOD. En fase
estacionaria (figura 6.8b), la expresion relativa de alyA3 fue 60% mas alta, mientras que la de
algE7 fue un 50% mas baja, con respecto a lo observado en el cultivo referencia (a 5 % de TOD).
El incremento en la expresion de estos genes codificantes para alginasas resulté contradictorio
en relacion al alto PM del alginato sintetizado en estos cultivos. Por lo anterior, fue indispensable

el analisis de la actividad alginasa durante los cultivos.
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6.4. Actividad alginasa en funcion de la TOD en cultivos de A. vinelandii desarrollados a 1

%Yy 5 % de TOD.

La actividad alginasa intracelular cuantificada en los cultivos de A. vinelandii desarrollados a 1 %
y 5 % de TOD fue similar (figura 6.9a). En los cultivos desarrollados a 1 % de TOD, la actividad
alginasa intracelular permanecié constante (alrededor de 0.015 U/mgproteina) durante las
primeras 48 horas de cultivo y, posteriormente, se presenté una disminuciéon hasta un nivel
indetectable al final del cultivo (figura 6.9a). Es probable que la baja actividad alginasa
intracelular, sea requerida sélo para actividades indispensables para la célula. En P. aeruginosa
se ha reportado que la actividad de la alginasa intracelular AlgL, es indispensable para la
degradacién de alginato que no fue excretado al ambiente extracelular (Jain and Ohman, 2005),
ademas de su participaciéon en protecciéon y transporte del polimero a través del espacio

periplasmico.

En los cultivos desarrollados a 5 % de TOD, se presentd un ligero incremento de la actividad de
las 24 a las 36 horas de cultivo (figura 6.9a), sin embargo, el incremento observado no fue
estadisticamente significativo. Después de las 36 horas de cultivo, se observé una disminucién de

la actividad alginasa intracelular (figura 6.9a).

La actividad alginasa extracelular se favorecidé importantemente en el cultivo desarrollado a 5 %
de TOD (figura 6.9b). En el periodo de las 12 a las 18 h de cultivo, la actividad fue similar para
ambas condiciones evaluadas (1 y 5 % de TOD) (figura 6.9b). Después de este tiempo, en los
cultivos a 5 % de TOD se presentdé un incremento importante de la actividad, alcanzando una
actividad maxima de 0.05 U/mgproteina @ las 32 h de cultivo. Esta actividad fue cinco veces mayor
respecto de la observada en los cultivos a 1 % de TOD (figura 6.9b). Posteriormente, se observé
una disminucién de la actividad. En contraste, en los cultivos desarrollados a 1 % de TOD, la
actividad alginasa extracelular se mantuvo en un valor menor a 0.01 U/mgproteina, durante todo el

proceso de cultivo.

El incremento en la actividad alginasa extracelular en fase estacionaria de crecimiento y en esta
misma bacteria fue reportado previamente por Trujillo-Roldan et al, (2004); sin embargo, las
actividades especificas reportadas difieren importantemente. Trujillo-Roldan et al, (2004)

reportaron una actividad especifica maxima de 1.2 U/mgproteina €n un medio de cultivo complejo,

47



Resultados y discusion

constituido por extracto de levadura como fuente de nitrégeno. En el presente proyecto la
maxima actividad especifica fue 24 veces menor (0.05 U/mgprowena). S€ sabe que el extracto de
levadura es un nutriente que favorece la actividad alginasa, de hecho un medio de cultivo

compuesto por este nutriente ha sido recientemente patentado (Weiner et al., 2008).
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Figura 6.9. Actividad alginasa intracelular (a) y extracelular (b) en cultivos de A. vinelandii
desarrollados a1l (®)y 5 % (C) de TOD y agitacién constante de 500 rpm.

La influencia de la TOD sobre la transcripcion de genes involucrados en la biosintesis de alginato
(alg4, algC y algD) por P. aeruginosa y sobre la actividad de sus productos fue reportado por
previamente por Leitao y S3a correia (1997), quienes sugirieron una regulacién
postranscripcional sobre algC y algD. La discrepancia entre la transcripcion de los genes que

codifican para alginasas y la actividad alginasa encontrada en el presente estudio puede
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explicarse por una posible regulacién postranscripcional, como se report6 recientemente para

algD en A. vinelandii (Manzo et al., 2011).

Por otro lado, Seafiez et al., (2001) reportaron que altas concentraciones de CO; (suministrado al
biorreactor) en el cultivo de A. vinelandii inhibian la actividad alginasa extracelular; sin embargo,
los resultados del presente trabajo difieren de esa observacién ya que en los cultivos
desarrollados a 5 % TOD, donde se favoreci6 la actividad alginasa extracelular, estuvo presente

una mayor concentracioén de CO (figura 6.3 y 6.9b).

Hasta antes del presente proyecto, la diferencias encontradas en el peso molecular del alginato
producido por A. vinelandii en funcién de la TOD habian sido principalmente atribuidas a
diferencias en la actividad alginasa extracelular (Pefia et al, 2000; Trujillo-Roldan et al., 2004).
Sin embargo, a la luz de los nuevos resultados generados en el presente proyecto, en donde se
incluye el anadlisis tanto de la actividad alginasa intracelular como de la extracelular, es posible
inferir que la actividad polimerasa se favorece a baja TOD y es la que principalmente esta

determinando el PM del alginato.

En estudios previos (Trujillo-Roldan et al., 2004), se analiz6 el PM del alginato producido por la
cepa silvestre de A. vinelandii ATCC9046 (la misma utilizada en el presente proyecto) y la
actividad alginasa extracelular en funcién de la TOD. Los autores encontraron que durante las
primeras 15 h de cultivo el peso molecular del alginato alcanzé un maximo de 1200 kDa,
observandose una ligera disminuciéon a 1000 kDa en la etapa final del cultivo (30 h). Es
interesante sefalar que el peso molecular maximo del polimero se obtuvo, aun cuando la
actividad alginasa extracelular alcanz6 su maximo valor (1.2 U/mgproteina); actividad 24 veces
mayor a la determinada en el presente estudio. Los datos anteriores son consistentes con la
propuesta de la presente investigacion que sugiere que si bien, la actividad alginasa esta presente
durante todo el cultivo, el peso molecular del alginato esta principalmente determinado por la

actividad polimerasa, y que ésta se favorece a bajas tensiones de oxigeno disuelto.

Estudios previos han correlacionado la sintesis de alginato y su peso molecular con diferentes
pardmetros de cultivo. Por ejemplo, se ha reportado una relacién inversa en la sintesis de
alginato de alto peso molecular y la velocidad especifica de crecimiento de la bacteria (Priego-

Jiménez et al., 2005). Asi también, se ha observado que bajas tensiones de oxigeno disuelto (<
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3%) y bajas velocidades de transferencia y consumo de oxigeno favorecen la sintesis de alginato
de alto peso molecular (Trujillo-Roldan et al., 2004; Diaz-Barrera et al, 2007; Pefia et al., 2011).
Se ha observado también una relacién inversa entre la produccién volumétrica y el peso

molecular del polimero (Pena et al., 2000; Trujillo-Roldan et al., 2004).

La informacién anterior es congruente con el comportamiento observado en el presente estudio.
Adicionalmente, en el presente trabajo se destaca que a una baja TOD (1%) se favorece la
trascripcidn relativa de los genes del complejo alginato polimerasa. Ademas de que la actividad
alginasa intra y extracelular se mantiene en un nivel basal durante todo el proceso de producciéon

del alginato.

Ademas de lo anteriormente mencionado, no se descarta que el costo energético requerido por la
bacteria para realizar las funciones de crecimiento y producciéon de metabolitos anteriormente
mencionadas, sea menor cuando ésta se cultiva a baja TOD y le permita producir un polimero de
mayor peso molecular (proceso que ademas requiere su transporte y secreciéon y que implican

altos costos energéticos).
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CAPITULO 7

CONCLUSIONES

Los resultados del presente proyecto demostraron que:

e La produccion de alginato de alto peso molecular, en cultivos desarrollados a 1 % de
TOD, estd asociada a un incremento significativo en la expresion de los genes

constituyentes del complejo alginato polimerasa alg8y alg44.

e La transcripciéon de algX fue mas alta en cultivos a 1 % de TOD respecto de los
cultivos a 5 % de TOD y simultanea con la transcripcién de los genes constituyentes

del complejo alginato polimerasa a 1 % de TOD (alg8y alg44).

e Latranscripcidn de genes que codifican para alginasas fue mas alta en cultivos a 1 %

de TOD, respecto de su transcripcién en cultivos a 5 % de TOD.

e En contraste, la actividad alginasa extracelular se favoreci6 en los cultivos
desarrollados de 5 % de TOD. A diferencia, en los cultivos a 1% de TOD, tanto la
actividad alginasa intracelular y extracelular, se mantienen en un nivel basal durante

todo el proceso.

e La actividad alginasa extracelular no se afect6 por las altas concentraciones de CO;,

producidas en el cultivo.

En Azotobacter vinelandii, la produccion de alginato de alto peso molecular realizada a
1% de TOD, esta asociada a una alta expresién de los genes del complejo alginato
polimerasa (alg8 y alg44) y a una probable alta actividad polimerasa; mientras que, la

actividad alginasa intracelular y extracelular se mantienen en un nivel basal.
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CAPITULO 8
PERSPECTIVAS

Para conocer la expresion de las proteinas constituyentes del complejo alginato
polimerasa (Alg8 y Alg44) en funcién del oxigeno, podrian realizarse fusiones

traduccionales de la proteina fluorescente (GFP) con cada una de ellas.

En el presente proyecto, en cultivos desarrollados a 1 % de TOD se favorecié la
transcripcién de los genes del complejo alginato polimerasa y con ello, la biosintesis de
alginato de alto peso molecular. Considerando que en P. aeruginosa la sobreexpresion
de alg8 incrementé la concentracion del polimero, tendria potencial el disefiar una cepa
en la que los genes alg8 y/o alg44 sean sobreexpresados, y evaluarla a baja TOD, como

una estrategia para incrementar la produccién de alginato de alto peso molecular
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CAPITULO 9

PRODUCTOS GENERADOS

9.1. Articulo Publicado.- En el Anexo 1 se incluye el articulo que contiene los principales
resultados del presente proyecto y que fue publicado en la revista Enzyme and Microbial

Technology.

Flores, C., Moreno, S., Espin, G., Pefia, C. and Galindo, E. Expression of alginases and alginate
polymerases in response to oxygen, and their relationship with the alginate molecular weight in

Azotobacter vinelandii. Enzyme and Microbial Technology. 2013, 53: 85-91.

9.2. Presentaciones en Congresos

1) Presentacién oral: “Expresiéon de genes involucrados en la polimerizaciéon del alginato
producido por Azotobacter vinelandii”. Celia Flores, Soledad Moreno, Daniel Segura, Carlos Pefia
y Enrique Galindo. XIV Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria, Juriquilla,

Querétaro, México. 19-24 de Junio de 2011.

2) Presentacion de Cartel: “Alginase activity as a function of oxygen and its relationship with the
alginate molecular weight in Azotobacter vinelandii cultures”. Celia Flores, Carlos Pefia and
Enrique Galindo. XV Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria y 12th
International Symposium on the Genetics of Industrial Microorganisms. Cancin, Quintana

Roo, México. 24-28 de Junio de 2013.
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The transcription of genes involved in alginate polymerization and depolymerization, as well as the algi-
nase activity (extracellular and intracellular) under oxygen-limited and non oxygen-limited conditions
in cultures of A. vinelandii, was studied. Two levels of dissolved oxygen tension (DOT) (1% and 5%, oxygen-
limited and non-oxygen-limited, respectively) strictly controlled by gas blending, were evaluated in a
wild type strain. In cultures at low DOT (1%), in which a high molecular weight alginate (1200 kDa) was
synthesized, the transcription levels of alg8 and alg44 (genes encoding alginate polymerase complex), and
algX (encoding a protein involved in polymer transport through periplasmic space) were considerably
higher as compared to cultures conducted at 5% DOT, under which an alginate with a low MW (42 kDa)
was produced. In the case of genes encoding for intracellular and extracellular alginases, the levels of
these transcripts were higher at 1% DOT. However, intracellular and extracellular alginase activity were
lower (0.017 and 0.01 U/mg protein, respectively) in cultures at 1% DOT, as compared with the activities
measured at 5% DOT (0.027 and 0.052 U/mg protein for intracellular and extracellular maximum activity,
respectively). The low alginase activity measured in cultures at 1% DOT and the high level of transcription
of genes constituting alginate polymerase complex might be mechanisms by which oxygen regulates the
production of alginates with a high MW.

© 2013 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

characteristic, because this determines the rheological properties
of the polymer and its applications.

Azotobacter vinelandii produces two polymers of industrial
importance: the extracellular polysaccharide alginate, and the
intracellular polyester, polyhydroxybutyrate (PHB). Alginates are
linear exopolysaccharides composed of variable amounts of 3-
D-mannuronic acid and its C5 epimer a-L-guluronic acid [1,2].
Alginates are produced by algae and by bacteria belonging to the
Pseudomonas and Azotobacter genera. These biopolymers have been
used as thickeners, stabilizers, emulsifiers and gel or film-forming
agents in several industrial applications [2,3]. Nowadays, alginates
are the biomaterials most used for cell immobilization [4], and
for the healing of wounds, drug delivery and tissue engineering
[5]. The molecular weight of alginates (MW) is a very important
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Polymerization is the less understood process in alginate
biosynthesis [1,2]. An understanding of its participation in deter-
mining the alginate molecular weight is essential and will enable
to obtain tailor-made alginates for specific applications. In the algi-
nate production process by A. vinelandii, the polymer molecular
weight typically increases during the first stage of cultivation (poly-
merization stage, due to the alginate polymerase complex activity);
in a second stage, the molecular weight decreases (depolymeriza-
tion stage, due to the alginase activity).

Several studies have reported the influence of dissolved oxygen
tension (DOT) on alginate molecular weight produced by Azotobac-
ter sp. [6-11]. However, the expression of all genes known involved
in the polymerization and depolymerization stages as a function
of DOT have not been studied. As a first approach, our research
group determined the participation of algL gene (encoding for an
intracellular alginase [11]) using algl mutant, and the extracellu-
lar alginase activity [9,11]. However, in order to understand the
polymerization process in an integral way, the genes constituting
the alginate polymerase complex (alg8 and alg44 [12-16]) and all
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genes encoding alginases reported (algl, alyAl, alyA2, alyA3 and
algE7 [17,18]), should be studied. Likewise, due to the presence of
at least three intracellular alginases in A. vinelandii genome [17],
the evaluation of intracellular alginase activity in the determining
the alginate molecular weight, is essential.

Some studies about alginate polymerization have been devel-
oped in P. aeruginosa and it has been proposed that in A. vinelandii
the polymerization mechanism is similar [3]. It has been reported
that Alg8 has structural similarity with glycosyltransferases [13,15]
and is essential for alginate polymerization by P. aeruginosa [14].
In addition, increasing copy numbers of the alg8 gene, increased
alginate production [14]. Alg44 is key in the alginate biosynthesis
in P. aeruginosa [16]. This protein contains a PilZ domain sens-
ing/binding cdi-GMP, which is essential for alginate biosynthesis
[19] and it has been shown to play an important role as copoly-
merase, highlighting the function as a subunit scaffold and/or link
between Alg8 in the cytoplasmic membrane and AIgE (Alg] in A.
vinelandii) in the outer membrane of P. aeruginosa [13]. Alg44 has
similarity with MexA, a protein involved in the multi-drug efflux
system of P. aeruginosa [20].

The alginate depolymerization process in A. vinelandii seems to
be very complex. This bacterium possesses two extracellular algi-
nases (AIgE7 and AlyA3) and three intracellular alginases (AlgL,
AlyA1 and AlyA2)[17,18].

To understand the influence of some culture conditions on the
alginate polymerization, the level expression of alg8 and algL have
been analyzed. Currently, only two studies [21,22] have related
the transcription of only two genes (alg8 and algL), with the oxy-
gen uptake in A. vinelandii cultures, grown under nitrogen-fixing
conditions and without DOT control. One study, carried out by
Diaz-Barrera et al. [21] showed that, at low specific oxygen uptake
rate (2.2 mmol/gh), alginates with a high MW were synthesized
and an increase in alg8 gene expression was observed, together
with a low expression level of algL. In contrast, at higher spe-
cific oxygen uptake rates (4.8 mmol/gh), a low MW alginate was
synthesized and the algl expression level increased, while the
level of expression of alg8, decreased. In the same line, but vary-
ing inlet sucrose concentration and agitation rate in continuous
culture of A. vinelandii, the relationship between the biosynthe-
sis of alginate having a high molecular weight and the increase
in the alg8 gene expression was reported [22]. However, in con-
trast to the data previously reported by Diaz-Barrera et al. [21],
the algl gene expression was not associated to a decrease in algi-
nate molecular weight [22]. It should be pointed out that in these
studies [21,22], DOT was not controlled. The control of this param-
eter is critical considering that DOT regulates the transcription of
key genes (algA, algC and algD) in alginate biosynthesis and the
activity of their corresponding proteins in P. aeruginosa [23] and
in A. vinelandii cultures [24]. On the other hand, alg8 and algL are
not the only genes involved in polymerization and degradation of
alginate, respectively. Therefore, a formal study, developed under
strict control of the DOT was required in order to find out the
role of DOT on the transcription of all genes encoding for pro-
teins participants in polymerization and depolymerization of the
alginate.

In the case of alginase activity, only the influence of extracellu-
lar activity in the drop of the alginate molecular weight produced
by A. vinelandii has been reported [9,11]. In cultures developed at
3% DOT, a decrease of the molecular weight of the polymer (from
350kDato 47 kDa) and an increase of the specific extracellular algi-
nase activity (from 0.013 U/mgpotein t0 0.020 U/mMgprotein ), has been
observed[9]. Trujillo-Roldan et al.[11] found that extracellular algi-
nase activity of A. vinelandii cultures was related to the DOT level
and to the culture phase. Nevertheless, the participation of intracel-
lular alginase activity on the decrease of alginate molecular weight
had not been studied, so far.

The objective of this study was to analyze the influence of DOT
on the transcription of genes encoding the alginate polymerase
complex (alg8 and alg44); algX, whose protein product is involved
in alginate transport through periplasmic space; as well as on algL,
alyAl, alyA2, alyA3, and algE7 genes, encoding alginases. This study
also analyzed the influence of DOT on the extracellular and intracel-
lular alginase activity. Considering that in A. vinelandii the synthesis
of polyhydroxybutyrate (PHB) is also influenced by oxygen [3], the
PHB production was also analyzed.

2. Materials and methods
2.1. Strain and culture medium

A. vinelandii ATCC 9046 was maintained by monthly subculture on Burk’s
agar medium (without nitrogen source) in Petri dish and was stored at 4°C.
Culture medium used in the development of bioreactor cultures, was modified
Burk’s medium with the following composition (in g/L): sucrose 20; ammonium
acetate 1.0; KoHPO4 0.66; KH;PO4 0.16; CaSO4-2H,0 0.05; NaCl 0.2; MgSO4 0.2;
Na;Mo04-2H,0 0.0029; FeSO4-7H20 0.027. pH was adjusted at 7.2 with NaOH 2 N.

2.2. Bioreactor cultures

For preparation of pre-inoculum, the surface of a Petri dish containing Burk’s
medium (without nitrogen source) and containing agar (18 g/L) was inoculated
with A. vinelandii cells and incubated at 29°C during 48 h. Later, cells from pre-
inoculum were grown in 500 mL Erlenmeyer flasks containing 100 mL of modified
Burk’s medium and incubated at 200 rpm, 29 °C until to obtain an absorbance of
0.16 £0.02, (OD 540y, with a 1:50 dilution). 200 mL of this culture broth were cen-
trifuged (1557 x g, 10 min) and the cells were re-suspended in 200 mL of fresh Burk’s
medium and inoculated into the bioreactor containing 1800 mL of culture medium
(relation 10%, v/v). Batch cultures were carried out in a 3.0 L Applikon fermentor
(Schiedam, The Netherlands) using 2.0 L of working volume. Rushton turbines with
an impeller-vessel diameter ratio (D/T) of 0.36 were used. Cultures were kept at
29°C, 500 rpm and an airflow rate of 0.5 L/min. The pH was measured with an App-
likon (Netherlands) probe and controlled by an on/off system using a peristaltic
pump and NaOH 2 N. Dissolved oxygen tension (DOT) was measured with an App-
likon polarographic probe and controlled at 1% and 5% of the air saturation. The DOT
control system was performed as previously reported by Lozano et al. [25]. Cultiva-
tions were done by triplicates of independent runs and the figures show the mean
values and the standard deviations among replicas.

2.3. Analytical methods

2.3.1. Biomass, protein content, PHB concentration, sucrose consumption and
mean molecular weight of the alginate

Biomass and alginate were determined gravimetrically as previously described
[9]. In addition, considering that A. vinelandii is a bacterium producing PHB, the cell
growth is presented as residual biomass (biomass measured as dry weight subtrac-
ting the PHB mass) and as protein content. Protein concentration was determined
by the Lowry method [26]. Polyhydroxybutyrate analysis was performed according
to Karr et al. [27], using an HPLC system (Waters, 2695) and a photodiode detec-
tor (Waters, 2996) with some modifications: a flow rate of 0.650 mL/min, 50 °C and
the detection was performed at 220 nm. Polyhydroxybutiric acid (Sigma, Aldrich)
was used as standard. Sucrose consumption was assayed for reducing sugars (after
hydrolysis) using the dinitrosalycilic acid reagent [28]. Samples from the cultivation
were treated with a B-fructofuranosidase (SIGMA) solution (2.5 mg/mL in citrates
buffer pH 4.6) in order to generate glucose and fructose. 100 pL of enzyme solu-
tion was added to 0.9 mL of culture broth and the reaction was conducted during
10 minutes. Mean molecular weight of the alginate was estimated as reported by
Pefia et al. [9], injecting a sample of 100 L to the HPLC.

2.3.2. Intracellular and extracellular alginase activity

For extracellular alginase activity, 10 mL of the culture broth was centrifuged
(2880 x g, 20 min, 5°C) and the sample was treated as previously described Trujillo-
Roldan et al. [29]. The alginase activity was measured by a spectrophotometric assay
described before [29,30] and with slight modifications. One milliliter of reaction
mixture containing 0.5mL of alginate reference solution (2.0 mg/mL) of low vis-
cosity commercial alginate, (Sigma, Aldrich) in 50 mM Tris-HCl buffer pH 7.2, and
0.5 mL of crude extract obtained as described above, were mixed. The increase in
the absorbance at 235 nm was monitored during 20 min, at 29 °C. Specific activity
was expressed as the change in absorbance per minute per milligram of protein. For
intracellular alginase activity, the cell pellet recovered from 5 mL of culture broth (by
centrifugation at 2880 x g, 20 min, 5°C) was used for periplasm extraction accord-
ing to Franklin and Ohman [31]. Later, alginase activity was measured as previously
described.
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Primers used for the quantitative RT-PCR.
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Gene Forward primers (5 to 3') Reverse primers (5 to 3')
gyrA CCAGCAAGGGCAAGGTCTA TCGTCCAGCGGCAACAGGT
alg8 GATCATCGGCTCCATCAAAT GTCCGGAAAGAGACAACAGC
alg44 AGATGAAGGGCACCCTGAC AGCAGCTCGAAGATCACCTG
algX TTTCGAGCAACTCGGCTACT TAGGAGGTCCAGTGGTGGTC
algL CTGCTCACCACCGAGTACAA GCGAACTGGAGAATTTCAGG
alyA1 TATTTACCCACGCTCCGAAC GCACTCAAACGGTGGATCTT
alyA2 GTCCAATCATCCTCCCTTCA GTTCTTTGCCGTTCAGCTTC
alyA3 GCCTCCTCAACTTCTGCAAC TACCTTGTCATCCCCACCAT
algE7 ATCGACGGTAACCAGGACAA TCGACCGTGACGTTGTAGTC

2.3.3. Quantitative Real-Time PCR (qRT-PCR)

For RNA extraction, cells were collected at exponential or stationary phase of
growth by centrifugation (2880 x g, 20 min at 4°C) and stored at —20°C. qRT-PCR
was carried out as previously reported by Noguez et al. [32]. Briefly, total RNA extrac-
tion was performed according to Barry et al. [33]. Genomic DNA in the samples was
eliminated with DNase I (Fermentas). RNA concentration was measured by 260 nm
ratio absorbance. cDNA was synthesized using 1 ug RNA, RevertAid™ H Minus First
Strand cDNA Synthesis kit (Fermentas) and a mixture of the specific DNA primers.
The sequences of the primers used are listed in Table 1. The cDNA (5 ng) was used
as template for Real-Time PCR assays. The qRT-PCR analysis was done using the
Maxima TM SYBR Green/ROX qPCR Master Mix (2 x) (Fermentas Inc.), in a LightCy-
cler 480 Instrument (Roche). Amplification conditions were: 10 min at 95°C, and
two steps cycle: at 95°C for 15s and 60°C for 60's for a total of 40 cycles. The size
of all amplimers was 100-101 bp. All Real-Time PCR reactions were performed in
duplicate for each gene of each condition for each independent run, obtaining very
similar values. The gyrA mRNA was used as internal control to normalize the results
obtained for the alg8, alg44, algX, alyA1l, alyA2, alyA3 and algE7 mRNAs among the
evaluated conditions. The quantification technique used to analyze data was the
2-AACT method reported by Livak and Shmittgen [34]. The data are reported as
relative expression levels by comparing expression levels in cultures developed at
1% DOT, in each growth phase, to the expression levels of reference value (culture
developed at 5% DOT, for each growth phase).

3. Results
3.1. DOT control at 1% and 5% DOT during A. vinelandii cultures

In order to study the effect of the dissolved oxygen tension (DOT)
on the transcription of genes involved in alginate polymerization
and depolymerization and on the production of their encoded pro-
teins, a strict control of the DOT throughout culture time, was set
up. DOT values analyzed in this study were established based on the
conditions in which the alginate molecular weight is clearly differ-
ent. In addition, considering that the critical oxygen concentration
(defined as the dissolved oxygen concentration at which the spe-
cific growth rate is 95% of the maximum growth rate) for growth
of A. vinelandii is 4% DOT [9], limiting (1%) and non-limiting (5%)
conditions, were selected.

Fig. 1 shows the typical DOT profiles during the cultures con-
ducted at 1% and 5%. The control system keeps DOT values very
close to the set point. For culture at 1%, the average was 0.96 + 0.27%
and for culture at 5% DOT, the average was 4.87 +0.55%.

3.2. Growth, PHB and alginate production, during the cultivation
of A. vinelandii at 1% and 5% DOT

Fig. 2 shows cell growth profiles (quantified as residual biomass
and protein content), PHB and alginate production, during the
cultivation of A. vinelandii at 1% and 5% DOT. In the cultures
developed at 1% DOT, 1.5g/L of residual biomass was obtained
after 54 h of cultivation; whereas 1.8 g/L was obtained at 5% DOT,
after 32 h of culture time (Fig. 2a). As A. vinelandii produces PHB
at low DOT, the cell growth was measured as protein. As shown
in Fig. 2b and c, in the cultures developed at 1% DOT, the protein
content was of 0.5g/L and the PHB concentration was 3.5g/L (at
54h of cultivation). In contrast, in cultures at 5% DOT, a higher
protein content was obtained (0.75g/L) at 18 h; and a lower PHB

10

4.87 £ 0.55%

Dissolved oxygen tension (%0)

0 12 24 36 48 60 72 84
Culture time (h)

Fig. 1. Dissolved oxygen tension profiles of Azotobacter vinelandii cultures con-
ducted at 1% and 5% DOT, at an airflow rate 0.5 L/min and 500 rpm stirring speed.
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Fig. 2. Cell growth quantified as residual biomass (biomasss measured as dry
weight, PHB free) (a), and as intracellular protein (b); polyhydroxybutyrate pro-
duction (c); alginate production (d), in Azotobacter vinelandii cultures developed at
1% () and 5% (0O) DOT.
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Table 2

Kinetic parameters of the cultivations as a function of the dissolved oxygen tension.

DOT (%) 12 (h’l ) Yield (galginale /gresidual biomass) SAPR (galginate/gresidualbiomass 'h) SSUR (gsucrose /gresidual biomass h)
1 0.08 1.18 0.021 0.14
5 0.17 1.5 0.049 0.23

Residual biomass: biomass PHB-free.

content was measured (0.18 g/L as maximum concentration, at
30h of cultivation). The PHB values represented 68 and 10% (w/w)
of the total dry cell weight for 1% and 5% of DOT, respectively.
The specific growth rate (), calculated from data of protein and
using the logistic model reported previously [35] was of 0.08 h~!
and 0.17h-! for cultures conducted at 1% and 5%, respectively
(Table 2). The alginate production is shown in Fig. 2d. A higher
concentration (2.4 g/L) was obtained in the cultures conducted at
5% at 30 h; whereas 1.9 g/L was obtained after 54 h of cultivation at
1% DOT.

Alginate yields (based on residual biomass) were 1.18 and
1.5 Zaiginate/Sresidual biomass» Naving a specific alginate production
rate (SAPR) of 0.021 and 0.049 g;iginate/8residual biomass N for 1%
and 5% of air saturation, respectively (Table 2). On the other
hand, the specific sucrose uptake rate (SSUR) was higher at
5% DOT (0.23 Zsucrose/8residual biomass): Whereas at 1%, it was of
O-]4gsucrose/gresidualbiomass h (Table 2).

3.3. Evolution of the mean molecular weight (MMW) of alginate,
as a function of DOT

Fig. 3 shows the evolution of the mean molecular weight of the
alginate (MMW) produced by A. vinelandii as a function of DOT. At
1% of air saturation, the polymer MMW was considerably higher
(1200 4 235 kDa) than that produced under 5% DOT (42 + 12 kDa).
The evolution of the alginate MMW between both conditions was
different during the course of the culture. In the culture at 1% DOT,
there was a period (from 18 to 36 h) where the MMW increased
from 600 to 1200 kDa. Afterwards, the MMW remained constant
until the end of the culture; whereas in the cultures developed at
5% DOT, after reaching the maximum molecular weight (at 18 h), a
slight decrease in the polymer MMW was observed. These different
profiles suggested differences both in the polymerizing activity as
in the depolymerization activity in the cultures developed at 1%
and 5% DOT.
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Fig. 3. Evolution of the alginate mean molecular weight in Azotobacter vinelandii
cultures conducted at 1% (o) and 5% ((J) DOT.

3.4. Influence of the dissolved oxygen on the polymerases and
alginases gene transcription

Fig. 4a shows the influence of DOT on the transcription of genes
involved in the polymerization (alg8 and alg44), and transport
(algX) of alginate. Transcription of these genes was analyzed both
in exponential (24 h for 1% DOT and 18 h for 5% DOT) and stationary
phase (48 h for 1% DOT and 32 h for 5% DOT), (Fig. 2b). The trans-
criptional analysis was also conducted at 12 h of cultivation (for
both cultures). However, minor differences were found between
both conditions (1% and 5% DOT) tested (data not shown). For this
reason, only the analysis for exponential and stationary phases is
reported.

The expression level of alg8, alg44 and algX in both phases was
significantly higher in cultures developed at 1% DOT (in which
the MMW of alginate reached about 1200 kDa), compared to the
cultures developed at 5% DOT (reference condition) in which an
alginate of 42 kDa was obtained. In the exponential phase, the rela-
tive level of expression for alg8, alg44 and algX were 6.8, 4 and 6.9,
respectively. Although the expression of these genes decreased in
the stationary phase with respect to the exponential phase, their
level of expression (3.1, 3.8 and 3.5-fold, for alg8, alg44 and algX,
respectively) were higher than the reference culture (5% DOT).

We also determined the expression level of five alginases genes
present in the A. vinelandii genome: algl, alyA1 and alyA2 encod-
ing intracellular lyases, and alyA3 and algE7 encoding extracellular

12

I Reference culture (5% DOT) a
1 Exponential phase (1% DOT)
10 ++=3 stationary phase (1% DOT)

Expression level of genes
(o2}

alg8 algdd algX

12

10 +

Expression level of genes

e wll i1 al

algL alyAl alyA2 alyA3 alge7

Fig. 4. Expression level of alg8 and alg44 (encoding alginate polymerase complex)
and algX, a gene involved in alginate transport through the periplasmic space (a);
expression level of alginate lyases genes (b), in A. vinelandii cultures developed at
1% and 5% of DOT. Transcription was analyzed both in exponential (24 h for 1% DOT,
and 18 h for 5% DOT) and stationary phase (48 h for 1% DOT, and 32 h for 5% DOT).
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Fig.5. Influence of the DOT onintracellular(a), and extracellular (b) alginase activity
during alginate production in A. vinelandii cultures conducted at 1% (e) and 5% (O)
DOT.

lyases (Fig. 4b). Interestingly, in the culture at 1% DOT (where
alginates with a high molecular weight were obtained), the tran-
scription of algl (located within the alginate biosynthetic gene
cluster), showed the same expression pattern than that of the algi-
nate polymerase complex genes, both in exponential and stationary
phases. The algL relative expression was 6.9 and 3-fold higher
than the reference culture (5% DOT) for exponential and station-
ary phase, respectively. The expression of alyA1 in the exponential
phase was 40% with respect to the reference culture, and in the
stationary phase, this gene was not expressed. The transcription
of alyA2 in both phases was higher (4.9 and 2.3-fold for exponen-
tial and stationary phase, respectively) in cultures at 1% DOT with
respect to the culture at 5%. In the case of alyA3, its mRNA level
in cultures at 1% DOT was 2.0 and 1.6 fold higher in exponential
and stationary phase, compared with the level observed in the ref-
erence cultures (conducted at 5% DOT). Finally, for algE7 gene, its
level of transcription in cultures at 1% DOT was two-fold higher in
the exponential phase; whereas for the stationary phase, its expres-
sion decreased to about half the value obtained in the reference
condition (5% DOT).

3.5. Intracellular and extracellular alginase activity from cultures
developed at low (1%) and high (5%) DOT

The total alginase activity (both intracellular and extracellular),
throughout the cultivation time, was determined and the results
are shown in Fig. 5. The total intracellular alginase activity detected
in the cultures conducted at 1% and 5% DOT was similar at 18 h
of cultivation (Fig. 5a). Slight differences were observed from 24
to 32 h of cultivation. In cultures developed at 5% DOT, the max-
imum value was 0.027 U/mgpqeein (at 32h of cultivation). After
32 hofcultivation, the activity decreased to 0.010 U/mgpotein, While
for cultures developed at 1% DOT, the intracellular alginase activ-
ity remained constant (around 0.015 U/mgpgtein) from 18 to 48 h.
Thereafter, and towards the end of the culture (72 h), the activity
decreased to undetectable levels (Fig. 5a).

As shown in Fig. 5b, the extracellular alginase activity was 5
fold higher (0.052 U/mgpotein) When A. vinelandii was cultured at 5%
DOT than that observed inthe culture at 1% DOT (<0.01 U/mgpotein)-
A sharp increase was observed between 12 and 32 h (correspond-
ing to the exponential phase) (see Fig. 2b) in the cultures at 5%
of DOT, reaching a maximum value at 32 h of culture. This high
alginase activity was related with the low MMW of the alginate
produced at 5% DOT (Fig. 3). On the contrary, during the course of
cultures conducted at 1% DOT, the extracellular alginase activity
was in a constant basal level (<0.01U/mgpgtein)- This was con-
sistent with the high molecular weight of the alginate obtained
(1200 kDa) under that condition.

4. Discussion

The results of the present study have shown that the DOT reg-
ulates the transcription of genes that encode proteins involved in
the polymerization and degradation of alginate. Thus, this might
be one mechanism by which the dissolved oxygen determines the
molecular weight of alginate produced by A. vinelandii.

Fig. 2 and Table 2 show that, in A. vinelandii culture, in addition
to the growth rate, the DOT is a determining factor of alginate pro-
duction and sucrose uptake. These results are in line with the trend
reported by other authors for the culture of A. vinelandii [9,10,25].
The increase in the specific sucrose uptake rate with the increase
of the DOT from 1% to 5% has been also observed by Sabra et al. [7]
in A. vinelandii grown diazotrophically in chemostat cultures and
under different specific growth rates. In addition, Fig. 2c showed
that under low DOT (1%), the carbon source was mainly directed to
PHB production, leading to a reduced alginate production. On the
contrary, when A. vinelandii was cultured under non-limiting con-
ditions (5%), PHB concentration was drastically reduced and the
alginate production increased. Similar effects of the oxygen con-
centration in the metabolism of A. vinelandii have been previously
reported [7].

As shown in Fig. 3, the MMW of alginate was higher at lower
DOT. It should be pointed out that the values of the mean molec-
ular weight found in the present study were different to those
reported by Pefia et al. [9] and by Trujillo-Roldan et al. [11], for the
same strain (ATCC 9046) and the same DOT evaluated. However,
the culture medium and the hydrodynamic conditions occurring
in the biorreactors, were different. In the present study, air flow
rate, agitation rate and working volume in the biorreactor were
500 mL/min, 500 rpm and 2 L, respectively. In contrast, in the stud-
ies of Pefla et al. [9] and Trujillo-Roldan et al. [11], these values
were 800 mL/min, 700 rpm and 1L, respectively. It is well known
that these parameters change the oxygen transfer rate (OTR) in the
cultures, and recently it was reported that the alginate production
and its molecular weight are influenced by the OTR of the cultures
[25].

The alginate MMW is expected to be determined by the tran-
scription of genes and the activity of their proteins encoded
involved in polymerization and degradation of this polymer. The
present study reports an analysis of all the genes that have been
reported to be involved in the polymerization and depolymer-
ization of the alginate. In addition, considering that the alginate,
once polymerized, should be transported through the periplasm, in
order to subsequently be secreted to the extracellular environment
(through the protein porin Alg]), we analyzed the transcription of
algX, whose product is a subunit of the alginate secretion com-
plex (together with AlgG, AlgK and AlgL). alg8 and alg44 were
strongly expressed at low DOT (1%) during exponential and station-
ary growth phases (Fig. 4a) and under this condition an alginate of
high molecular weight was synthesized, confirming the participa-
tion of the products of alg8 and alg44 in the process of alginate
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polymerization (Fig. 3). Moreover, the transcription of algX,
increased at 1% DOT (with respect to the cultures at 5% DOT) in
a similar fashion as to the levels observed for the alg8 and alg44
transcripts. This result supports further previous evidence in the
sense that alginate polymerization and transport of the polymer
through the periplasmic space to the outer membrane, is a coordi-
nated process [36,38].

In the literature, only transcription of alg8 in A. vinelandii cul-
tures has been reported [21,22] for conditions under which DOT
was not controlled. Despite of the essential role of the Alg44 pro-
tein in alginate polymerization, the effect of DOT on the expression
of alg44, had not been determined. The PilZ sensing/binding cdi-
GMP domain, present in Alg44, has been shown in P. aeruginosa
to be essential for alginate synthesis. cdi-GMP is a central regula-
tor of bacterial physiology and it is related to several physiological
responses (such as production of exopolysaccharides and biofilm
formation) in P. aeruginosa [19,39]. MucR, a membrane-associated
protein, is also involved in alginate biosynthesis in P. aeruginosa, by
means of the generation of a localized c-di-GMP pool in the vicinity
of Alg44 [39]. MucR also contains a conserved integral membrane-
sensing MHYT domain, which was proposed to sense oxygen,
carbon monoxide, or nitrogen monoxide. Thus, the response of
Alg44 to oxygen could be related to MucR. Taking together our
results and data reported in the literature, we suggest that the high
molecular weight obtained at low DOT (1%) might be due to a higher
activity of the polymerases (in this case, Alg44), that results from
an increase of c-di-GMP, synthesized under low DOT, by an Avin
MucR homolog, in A. vinelandii, as it was reported for P. aeruginosa
by Hay et al. [39].

In the present study, we showed that the expression of genes
encoding alginases was a function of the DOT and the growth phase
(Fig. 4b). The transcription of algl and alyA2 (genes encoding intra-
cellular alginases) was higher in cultures developed at 1% DOT in
exponential and stationary growth phases. In the case of genes
encoding for extracellular alginases (alyA3 and algE7), at low DOT
(1%), the transcription of alyA3 increased either in exponential and
stationary phases; whereas algE7 transcription increased only in
the exponential phase (Fig. 4b). These results were inconsistent
with the higher mean molecular weight obtained in cultures con-
ducted at 1% DOT. Therefore, the influence of the DOT on the activity
of these proteins was analyzed. As shown in Fig. 5a and b, the
intracellular and extracellular alginase activity in A. vinelandii cul-
tures was affected by the DOT. Higher extracellular alginase activity
was found in cultures conducted at 5% of DOT (Fig. 5b), in which a
lower alginate mean molecular weight was produced (Fig. 3). On
the contrary, in the cultures developed at 1% DOT, the alginase
activity (both intracellular and extracellular) was lower (present
in a basal level during the culture time) and the alginate mean
molecular weight was higher. It is likely that intracellular alginase
activity, in basal level, present in the cells cultured under 1% DOT
was necessary for indispensable activities, such as the structural
role proposed for AlgL in the scaffold (together with AlgG, AlgK and
AlgX) for protecting the alginate during its transport through the
periplasmic space [37] and/or to degrade the alginate polymers that
can be accumulated in the periplasm, having a toxic effect for the
cells, as it was observed for Pseudomonas fluorescens [38].

The physicochemical properties of the enzymes determine their
activity. The activity of alginases analyzed in this study present dif-
ferences in the optimum pH, in the specificity toward substrate and
on their dependence on calcium. The extracellular alginase AlyA3
is the most unspecific enzyme (degrades the four possible bonds in
alginate) and it has an optimum pH of 7.5 [18], (close to 7.2, value
controlled during the cultures). In addition, the activity of AlyA3
and AIgE7 is favored by calcium (present in the culture medium)
[18]. On the contrary, for the intracellular alginases AlgL and AlyA1,
their optimum pH is close to 8 (for AlgL is between 8.1-8.4 [30];

for AlyA1 is 7.8 [18]); while AlyA2 has an optimum pH of 6.8 [18].
In addition, the activities of AlyA1 and AlyA2 are not influenced by
calcium. According to these characteristics, and considering that
the proteins were exposed to the similar conditions in the process
(in terms of pH and calcium in the culture medium), the extracel-
lular alginase activity was importantly promoted in cultures at 5%
DOT. These results indicate that the dissolved oxygen regulates the
intracellular, as well as the extracellular alginase activity. A similar
phenomenon was reported by Leitdo and Sa-Correia [23] for the
transcription of genes involved in alginate biosynthesis (algA, algC
and algD) and the activity of their encoded proteins in P. aeruginosa.
These authors suggested a post-transcriptional regulation for both
algC and algD genes. The discrepancy between alginases transcrip-
tion and alginase activity found in the present study, can also
be explained by a post-transcriptional regulation, as was recently
reported for algD gene in A. vinelandii [40].

The relationship between the increase of the extracellular algi-
nase activity and the drop of alginate molecular weight in A.
vinelandii cultures has been previously reported [9,11]. However,
this is the first time that the intracellular alginase activity is ana-
lyzed. The knowledge and comparison of the alginase activities
(both intracellular and extracellular), suggests that, at low DOT,
two responses are favored; on the one hand, both intracellular
and extracellular alginase activity remains in a basal level, and at
the other hand, the polymerase activity is likely to be higher with
respect to that obtained at high DOT. This study has shown that both
intracellular and extracellular alginase activity is present along the
culture. Therefore, the molecular weight of the alginate can be the
result of the balance between the action of the polymerase complex
and the alginase activity in the culture of A. vinelandii.

In summary, this study has shown that the high mean molecular
weight of alginate obtained at low DOT (1%) was associated to the
high expression of alg8 and alg44, and as a consequence, a high poly-
merase activity could be expected, in addition to an intracellular
and extracellular alginase activity at basal level. This is a mecha-
nism by which oxygen regulates the edition of alginate molecular
weight.
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Anexo 2

ANEXO 2

METODOS ANALITICOS

A2.1. Cuantificacion de biomasa.- 10 mL del caldo de cultivo fueron centrifugados a 11 000
rpm, 10 min (centrifuga eppendorf 5804). Se separo el sobrenadante y el paquete celular se filtr6
al vacio a través de membranas de acetato de celulosa (Sartorius) de 0.2 um de tamafio de poro,
previamente taradas (24 h a 70°C). Las muestras fueron secadas en estufa (24 h a 70°C) (Felisa)
para la obtencién de un peso constante. Las muestras se mantuvieron en un desecador hasta
adquirir temperatura ambiente (aprox. 1.5 h). Finalmente las muestras se pesaron y por

diferencia de peso se obtuvo la cantidad de biomasa.

A2.2. Cuantificacion de alginato.- El alginato se extrajo mediante su precipitaciéon con
isopropanol y posteriormente se cuantificé por gravimetria. 10 mL del caldo de cultivo fueron
centrifugados a 11 000 rpm, 10 min. Al sobrenadante se adicioné 30 mL de isopropanol. La
mezcla se agitd vigorosamente y se incub6 a 4°C, 20 min. El alginato se separé por centrifugaciéon
a 4 000 rpm por 10 min y se filtré al vacio a través de membranas de acetato de celulosa
(Sartorius) de 0.2 um de tamafio de poro. Posteriormente se siguié el procedimiento descrito en

la seccion A.2.1.

A2.3. Cuantificacion de proteina.-

Preparacion de las muestras.- 1 mL de caldo de cultivo se centrifugé 10 000 rpm por 10
minutos. El sobrenadante se desechdé y al paquete celular se adicioné 1 mL de MgS04 10 mM. Las
células se resuspendieron y nuevamente se centrifugd a las condiciones mencionadas
anteriormente. Las células se resuspendieron en agua destilada. Para las primeras 30 horas de
cultivo en general, se concentraron a la mitad del volumen y las muestras correspondientes a los
tiempos finales de cultivo se diluyeron hasta en un factor de 4. Se consideraron los factores de

dilucién o de concentracion, segun sea el caso, en los calculos correspondientes.

Curva patrdén.- Se preparé una curva patrén con albumina bovina (US biological) a
concentraciones de 0.1, 0.2, 04. 06 y 0.8 mg/mL. La curva se realizé por duplicado. La técnica de
analisis se describe a continuacion:

Se tomaron 200 pL de la solucion estandar y se afiadié 1 mL de solucidn reactiva. La mezcla se

agité y dej6 reaccionar 10 min. Se afiadié 0.1 mL de reactivo de Folin (Sigma-Aldrich) (diluido
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1:1 v/v con H;0 destilada). Se agit6 y se dejé reaccionar 30 min en oscuridad. Se ley6 la

absorbancia a 625 nm (espectrofotémetro Variant Cary 1E). La ecuacién de la curva patroén fue:

Proteina (mg/mL) = (Absorbanciaszs-0.0787)/1.6779 rz=0.9911

Las muestras problema fueron tratadas de la misma forma que los estandares. El calculo de la

concentracion de proteina se realizé extrapolando los valores de las muestras en la curva patrén.

Soluciones.- La solucién reactiva esta constituida de tres soluciones mezcladas en relacion
98:1:1, para la soluciones A, B, C, respectivamente.

Solucidén A: Na;COs 2 % en NaOH 0.1N.

Solucidn B: Tartrato de sodio y potasio 2 %.

Solucion C: CuS04 1 %.

A2.4. Cuantificacion de sacarosa residual.- Se determind espectrofotométricamente utilizando
el método de acido dinitrosalicilico (DNS) (Sigma-aldrich) reportado por Miller (1959). En la
reaccién se forma un compuesto aminado amarillo, cuya densidad éptica a 540 nm es
proporcional a la concentraciéon de los grupos reductores. Previamente se realiz6 la hidrolisis
enzimatica de la sacarosa utilizando p-fructofuranosidasa y posteriormente se realizé la

medicion de los azicares reductores libres por la reduccidn del acido dinitrosalicilico.

Curva patrén.- Se realiz6 una curva de calibracion utilizando sacarosa en concentraciones de 0.1
a 1.0 g/L y se realiz6 el siguiente procedimiento: en tubos de vidrio se colocaron 0.9 mL de
solucion estandar y se adicioné 0.1 mL de solucién de la enzima B-fructofuranosidasa (2.5
mg/mL en buffer de citratos pH 4.6). Se agité e incubd a temperatura ambiente 10 min y se
adicion6 1 mL de soluciéon de DNS. Las muestras se calentaron en bafio de agua en ebulliciéon
durante 5 min e inmediatamente se enfriaron en hielo. Se adicionaron 10 mL de agua destilada y

se ley6 la absorbancia a 540 nm. La ecuacidén de la curva fue:

Sacarosa (g/L) = (Absorbanciasso+ 0.0003)/0.028 r2=0.9955

Las muestras de los procesos fueron tratadas de la misma forma que los estandares, con previa

dilucién 1/20 utilizando agua destilada.
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Soluciones: La soluciéon de DNS se preparé disolviendo 16 g de NaOH y 300 g de tartrato de
sodio y potasio en 800 mL de agua destilada. Con calentamiento suave de la solucién se
afiadieron lentamente 16 g de DNS. Finalmente la solucién se aforé a 1 L con agua destilada.

Buffer de citratos: Se disolvieron 0.197 g de acido citrico en 50 mL de agua destilada. Dwe
forma independiente se disolvieron 9.1 g de citrato de sodio en 50 mL de agua destilada.
Posteriormente se adicion6 lentamente el citrato de sodio al acido citrico hasta alcanzar un pH de

4.6.

A2.5. Determinacion del peso molecular promedio del alginato.- El peso molecular
promedio del alginato fue determinado por cromatografia de filtracién en gel (GPC) usando una
serie de columnas Ultrahidrogel (UG 500 y 2000, Waters) de 7.8 mm (didmetro interno) por 300
mm, acopladas a un equipo de HPLC (Waters, 2695) con un detector de indice de refraccion
(Waters, 2414). Se utilizé como fase mévil NaNOsz 0.1 M a 35°C con un flujo de 0.9 mL/min. La
senal del detector fue procesada con un programa PC compatible (Empower, Waters). Se realiz6
una curva de calibracién utilizando pululanos de Aureobasidium pullulans como estandares de
peso molecular con un rango de 5,800 a 2,500, 000 Da. Para la preparacién de la muestra a
analizar del, 3 mg de alginato (obtenido de acuerdo al procedimiento descrito en la secciéon A2.2)
fueron disueltos en 1 mL de agua destilada y filtrados por membranas de 0.45 pm (Filtro Titan3
17 mm pore size 0.45 pm, Thermo Scientific) para remover residuos de particulas. Se inyectaron

100 pL de muestra para el andlisis.

A2.6. Cuantificacion de PHB.- El PHB se determiné como acido croténico, el cual se produce por
la hidrélisis con acido sulfurico concentrado. La técnica se adapté de Karr et al, (1983). La
cuantificaciéon se realizé por HPLC, con una columna Aminex HPX-87H (Biorad). Se utiliza un
detector de arreglo de diodos a 220 nm. La fase mdvil fue una solucién de acido sulfurico 0.014N,
a un flujo de 0.650 mL/min y a una temperatura de 50°C. Se inyectaron 20 uL de muestra. Se
realiz6 una curva de calibracion utilizando acido polihidroxibutirico (Sigma-Aldrich) a
concentraciones de 0.01, 0.02, 0.05 y 0.1 g/L, disuelto en solucién de fase mdvil. Para la
extraccion se pesaron aproximadamente 3 mg de biomasa seca (70 °C, 24 h) y se adiciond 1 mL
de acido sulftrico. Las muestras se calentaron a 90°C durante 1 hora (en un Themomixer R,

Eppendorff) y 700 rpm. El extracto se diluyé 1:100 con agua MilliQ.

La ecuacion de la curva fue:
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PHB (g/L) = (Area- 182819)/1E+08 r2= 0.9976

A.2.7. Cuantificacion de amonio

Preparacion de estandares: A partir de una soluciéon de acetato de amonio a 1 g/L, se

realizaron las diluciones correspondientes para preparar soluciones estandares de 0.1, 0.2, 0.4,

0.6 y 0.8 g/L. El analisis se realiza por duplicado (tanto para estdndares como para las muestras

del proceso).

El método utiliza las siguientes soluciones preparadas con agua bidestilada.

Solucion A: Fenol 0.106 M

Nitroferricianuro de sodio 0.17mM

Solucion B: Hidréxido de sodio 0.125 N

Hipoclorito de sodio 11 mM

Estandares para la curva de calibracion

El procesamiento de los estandares es el siguiente:

Se colocd 1 mL de la solucién A en un tubo Eppendorf de 2 mL y se tapd.con tapa de
rosca. Tapar

Se adicionaron 25 pL de muestra del estandar. Se agité en un vortex (Maxi mix II,
modelo M37615) durante aproximadamente 4 segundos.

Adicionar 1 mL de la solucién B. Este reactivo se adiciona de manera secuencial cada
30 segundos a cada una de las muestras. Tapar y agitar vigorosamente. A partir de
que se adiciona la solucién B se cuentan 30 minutos de reaccion. Asi, las muestras
deben leerse cada 30 segundos, en el orden en que se adiciond la solucién B, para que
todas las muestras tengan los 30 minutos de reacciéon. Durante este tiempo, las

muestras desarrollan el color “azul de prusia”, caracteristico de la reaccion.
Se cuantificé absorbancia en un espectrofotometro a 635 nm. Ajustar a cero la

absorbancia previamente, utilizando un blanco constituido por 1 mL de solucién A, 1

mL de solucién By 25 pL de agua desionizada.
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Las lecturas de absorbancia y los valores correspondientes a cada concentraciéon de i6n amonio
se ajustan a una linea recta por el método de minimos cuadrados, determinandose los valores de

la pendiente y de la ordenada al origen para caracterizar la curva de calibracién.

La ecuacion de la curva fue:

Amonio (g/L) = (Absorbanciagss-0.0718)/ 3.5118 rz=0.9945

El andlisis de las muestras de fermentacion se ralizé con el mismo procedimiento descrito para

los estandares.

A2.8. Actividad alginasa extracelular.- La reaccion se realizé en celda de cuarzo, a 29°C y se
monitoreo la absorbancia durante 20 minutos. La reaccién estuvo constituida por 0.5 mL de
solucion de alginato comercial (2 mg/mL) de Macrocystis pyrifera (Sigma-Aldrich) en buffer Tris
HCI 0.05M, pH 7.2, y 0.5 mL de caldo de sobrenadante del caldo de cultivo.

Previo a la reaccion de cuantificacidn, a los caldos de cultivo se les eliming el alginato. Para ello,
al caldo se adiciond CaCl; (0.2 g por cada 10 mL de caldo) y se incubé 3 h a 4°C. El caldo se
centrifugé a 11 000 rpm, 4°C, 20 minutos. Se desecho el sélido y el sobrenadante fue dializado en
membranas de 14 kDa (Spectrum Laboratories. Inc.) utilizando en buffer Tris HCl 0.02M, pH 7.2,
durante 12 h a 4°C.

En la reaccién se utilizaron dos diferentes controles negativos, uno estuvo constituido por
sustrato y buffer, y otro por sustrato y muestra que previamente fue calentada a 90 C, 15
minutos. Como control positivo se utilizd la alginasa comercial de Flavobacterium sp. (Sigma-
Aldrich). La actividad se expres6 como el incremento en la absorbancia por minuto por mg de

proteina.

A2.9. Actividad alginasa intracelular.- 10 mL de caldo de cultivo fueron centrifugados a 11 000
rpm, 20 min, a 4°C. El pellet celular fue utilizado para la extraccién periplasmica y el
sobrenadante para cuantificacion de la actividad alginasa extracelular. El pellet se resuspendid
dos veces en solucion salina (0.9% p/v) y se centrifugé a 5 000 rpm, 10 min, a 4°C. El pellet se

lavd con buffer de extraccidn periplasmica (PEB, por sus siglas en inglés, y constituido por
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sacarosa 20 % y TRIS 0.030 M, pH=8) y se centrifugé a 10 000 rpm, 10 min, a 4°C. Se pesaron 0.2
g del pellet (peso hiimedo) en un tubo Eppendorff de 1.5 mL y se resuspendieron en 1 mL de
buffer PEB. Se adicionaron 50 pL de solucién de lisozima (10 mg lisozima (Sigma Aldrich) en 1
mL de PEB, e incubados 10 min a temperatura ambiente. Posteriormente se adicionaron 20 pL de
solucién EDTA (EDTA 0.1 M en PEB) y se incubd 15 min a temperatura ambiente. Las muestras
fueron centrifugadas a 10 000 rpm, 20 min, a 4°C. El sobrenadante que contenia la fraccién
peripldsmica se utiliz6 para la cuantificacion de la actividad alginasa extracelular. El pellet

restante, que contenia los esferoplastos, se deseché.

Se cuantific6 la concentracidon de proteina (como se describe en la seccion A2.3). La actividad

alginasa se determiné siguiendo el método descrito para la actividad extracelular.

A2.10. Analisis de transcripcion génica mediante PCR en tiempo real

Extraccion, purificacion de RNA y analisis por PCR en tiempo real (RT-PCR)

Extraccion del RNA.- El paquete celular fue resuspendido en 2 mL de MgSO4 0.01 M (para
eliminar el alginato de las células) y centrifugado 8 000 rpm, 4°C, 20 min. Se eliminé el
sobrenadante y la pastilla celular se resuspendié en 60 pL de DEPC 0.1 % (v/v).

- Adicionar 6 pL de DEPC 0.5 % (v/v).

- Adicionar 200 pL de acetona helada (debe mantenerse en congelador). Mezclar manualmente. -
- Centrifugar 10 000 rpm, 2 minutos, 5°C. Desechar el sobrenadante con cuidado (con una punta).
- Resuspender la pastilla en 60 pL de DEPC 0.1 % (con la punta, subiendo y bajando el liquido).

- Agregar 10 pL de lisozima, (10 mg/mL en DEPC 0.5 %), agitar manualmente (hacia arriba y
hacia abajo el tubo, 1 min). Incubar a 37°C, 10 minutos (sin agitacion).

- Adicionar 2 pL de Proteinasa K (100 pg/mL en DEPC 0.5 %). Agitar manualmente (hacia arriba
y hacia abajo el tubo, 1 min). Incubar en hielo 10 minutos.

- Agregar 3.5 puL de DEPC 0.5 %, 200 pL de Fenol (precalentado a 70°C). Adicionar 150 pL de
Cloroformo y mezclar manualmente (con la punta). Adicionar 150 pL de DEPC 0.1 %. Centrifugar
a12 000 rpm, 4°C, 5 minutos.

- Extraer el sobrenadante, fase superior, sin tocar la membrana (células) que se forma en la parte
intermedia del tubo) y transferir a otro tubo Eppendorf. Repetir el paso a anterior a partir de la

adicion de fenol.
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- A la fase extraida adicionar 1 mL de etanol absoluto. Precipitar a -20°C, al menos 24 horas.

- Centrifugar a 12 000 rpm, a 10°C, 5 minutos.

- Eliminar el etanol por decantacién

- Evaporar el etanol en centrifuga al vacio 10 min, 30°C.

- Colocar en hielo los tubos

- Resuspender en 50 pL de DEPC 0.1 %. Dejar hidratar al menos dos horas, si no se contintia con

el proceso, almacenar el RNA a -20°C.

Cuantificacion del RNA La cuantificacion se realizé en Nanodrop a 240 nm. Ademas, se verificd

la integridad del RNA mediante un gel.

Tratamiento de RNA con DNAsa. Para eliminar posible contaminaciéon del RNA con DNA, el
RNA se traté con DNAsal (Fermentas Life Science). A 5 pg de RNA contenidos en 16 uL. de DEPC 1
%. Adicionar 2 pL del buffer de la DNAsa y 2 pL de la enzima DNAsa. Agitar la solucién
suavemente (en vortex). Incubar una hora a 37°C. Inmediatamente incubar a 65°C, 10 minutos.

Verificar la pureza del RNA (libre de DNA) mediante una reaccién de PCR.

Sintesis de cDNA.- Para la transcripcion reversa se utilizaron 200 ng de RNA de cada condicién y
se utilizé6 un kit un Kit Revert Aid™ H minus First Strand cDNA Synthesis (Fermentas Life

Science), segin la metodologia recomendada por el proveedor.

El RNA se diluy6 a 100 ng/pl en agua con DEPC. Se tomaron 2 pl de RNA (200 ng) y se agregaron
2 pmoles de cada primer (reverso), tanto de los genes cuya expresioén se deseaba cuantificar,
como del gen control (gyrA). Para el disefio se utiliz6 el programa disponible para tal efecto en
http://frodo.wi.mit.edu/cgi-bin/primer3/primer3_www_slow.cgi. La secuencia de los primers se

presenta en la tabla 5.2 del capitulo 5.

El volumen de la reaccién se llevé a 12 pl con agua con DEPC 1 %. Se mezcl6 y centrifugo

brevemente. Posteriormente se afiadio:

Buffer de reaccién 5X 4 pl
Inhibidor de nucleasas RiboLock de 20u/pl 1wl
Mezcla de dNTPs 10 mM 2u
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Se incubé a 37°C por 5 minutos, se adiciond 1 pl de la enzima reverso transcriptasa RevertAidTM
(200 u/ul), quedando un volumen final de 20 pl. La mezcla se incub6 a 42°C por 60 min. La

reaccion se detuvo calentando a 70°C por 10 min.

PCR de tiempo real. La PCR de tiempo real se realiz6é con un equipo ABI Prism 7000 Sequence
Detection System (Perkin-Elmer/Applied Bio-systems) usando SYBR Green PCR Master Mix
(Perkin-Elmer/Applied Bio-systems). Para estas reacciones, los cDNAs resultantes de la reverso
transcipcion de 200 ng de RNA de cada condicién se diluyeron 1:10 en agua estéril y se tomé 1 pl.
Se afiadieron 10 pl de la mezcla maestra SYBR Green, 7 pul de agua estéril y 2 pl de los oligos
“forward” y “reverse” correspondientes al gen cuyo cDNA se deseaba cuantificar (concentracion
final de los oligos 250 nM). Las condiciones de amplificacion fueron: un ciclo de 10 min a 95°C, y
40 ciclos de dos pasos, a 95°C por 15 s y a 60°C por 60 s. El tamafio de todos los amplimeros fue
de 100-101 bp. Todas las reacciones de RT PCR se realizaron por duplicado para cada gen y para
cada condicién de TOD. Adicionalmente, para cada gen la cuantificacion se realiz6 utilizando dos
amplificaciones independientes usando dos pares de oligos diferentes. La cantidad de mRNA del
gen gyrA (que codifica para una subunidad de la DNA girasa) se us6 como control interno para
normalizar los resultados obtenidos para los mRNAs de los genes analizados en el cultivo
referencia (5 % TOD) y los correspondientes a 1 % de TOD. El analisis de datos se realiz6

mediante el método 2 -2ACT reportado por Livak y Shmittgen (2001).
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