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RESUMEN

El polihidroxibutirato (PHB) es un poliéster natural sintetizado por Azotobacter
vinelandii como reserva de carbono y energia. EI PHB se acumula intracelularmente
como granulos de polimero cuando hay abundancia de la fuente de carbono, y se
degrada cuando la fuente de carbono se agota. Esta degradacion de PHB se lleva
a cabo por las enzimas intracelulares llamadas PHB depolimerasas que estan
asociadas a los granulos. Otras proteinas asociadas a los granulos de PHB,
llamadas phasinas, constituyen el componente proteico mayoritario de los granulos,
y aunque no tienen actividad catalitica, desempenan otras funciones relacionadas
con el metabolismo del polimero como modular la sintesis o degradacion del PHB.

En el genoma de A. vinelandii se han identificado siete genes que podrian
codificar para PHB depolimerasas. Entre ellos, el producto del gen avin_34710 tiene
una identidad del 33 % con PHB depolimerasas ya caracterizadas en otros
organismos. Adicionalmente, un andlisis por espectrometria de masas de las
proteinas asociadas a los granulos de PHB de A. vinelandii, revel6 la presencia de
una nueva proteina, Avin34720, que no tiene similitud con ninguna otra proteina
conocida, y cuyo gen (avin_34720) se encuentra a 30 pares de bases rio abajo del
gen de la posible PHB depolimerasa avin_34710.

El objetivo del trabajo fue caracterizar estas dos proteinas, Avin34710 y
Avin34720, y determinar si participan en la sintesis o degradacion de PHB. Para la
proteina Avin34710 se analiz6 su actividad de PHB depolimerasa in vitro e in vivo;
mientras que para la proteina Avin34720, se estudié su papel en el metabolismo de
PHB in vivo, ya que estudios previos muestran que algunas phasinas pueden actuar
modulando la actividad de las PHB sintasas o las PHB depolimerasas. La
caracterizaciéon bioquimica in vivo se realizé mediante la expresion heterdloga de
avin_34710y avin_34720 en la cepa de E. coli BL21(DE3) recombinante capaz de
producir PHB, y mediante la construccion y analisis de una mutante de A. vinelandii
que carece del gen avin_34710.

Al caracterizar la actividad de estas proteinas expresadas en E. coli BL21
(DE3), se observé que la proteina Avin34710 degrado el PHB producido, mientras
que la proteina Avin34720 caus6 una mayor acumulacién de PHB y no presentd un
efecto evidente sobre su movilizacion. Adicionalmente, la proteina Avin34710
mostré actividad PHB depolimerasa in vitro, y la mutante correspondiente de A.
vinelandii (OP-34710) produjo 72 % mas PHB que la cepa silvestre a las 72 horas
(en condiciones de exceso de fuente de carbono), lo que se reflejé en un fenotipo
mas blanquecino. En condiciones de limitacién de fuente de carbono la produccién
de PHB de la cepa mutante OP-34710 fue 5.9 veces la de la cepa silvestre a las 60
y 72 horas. Los resultados obtenidos en este trabajo muestran que la proteina
Avin34710 es una PHB depolimerasa que participa en la degradacion de PHB en A.
vinelandii, y sugieren que la proteina Avin34720 podria estar activando la sintesis
de PHB.



ABSTRACT

Polyhydroxybutyrate (PHB) is a natural polyester synthesized by Azotobacter
vinelandii as a carbon and energy reserve. PHB accumulates intracellularly as
polymer granules when there is abundance of the carbon source, and it is degraded
when the carbon source is depleted. This degraded of PHB is carried out by
intracellular enzymes, called PHB depolymerases, which are bound to the PHB
granules. Other proteins associated with the PHB granules called phasins, constitute
the main protein component of the granules, although they have no catalytic role in
the synthesis or degradation of PHB.

In the genome of A. vinelandii we have identified seven genes putatively coding
for PHB depolymerases. Among them, the product of gene avin_34710 has 33%
identity with PHB depolymerases already characterized from other organisms. In
addition, an analysis of the proteins associated with the PHB granules of A. vinelandii
by mass spectrometry revealed the presence of a new protein, which has no
similarity with any other known protein, and whose gene (avin_34720) is located
immediately downstream (30 base pair) from the putative PHB depolymerase gene
avin_34710.

The objective of the work was to characterize these two proteins, Avin34710
and Avin34720, and to investigate if they participate in the synthesis or degradation
of PHB. For the Avin34710 protein its analyzed its PHB depolymerase activity in vitro
and in vivo; while for Avin34720, its studied the role in the metabolism of PHB in
vivo, because previous studies reported that some phasins can act by modulating
activity of PHB synthases or PHB depolymerases. Biochemical characterization in
vivo was performed by heterologous expression of avin_34710 and avin_34720 in
an E. coli BL21 (DE3) recombinant strain able to produce PHB and by the
construction and analysis of an A. vinelandii mutant lacking the avin_34710 gene.

By characterizing the activity of these proteins expressed in E. coli BL21 (DE3),
it was observed that Avin34710 protein degraded the produced PHB, while
Avin34720 protein caused a higher accumulation of PHB and did not affect PHB
mobilization. Additionally, the Avin34710 protein showed PHB depolymerizing
activity in vitro, and the corresponding A. vinelandii mutant (OP-34710) produced
72% more PHB than the wild strain at 72 hours (under conditions of excess carbon
source), which was reflected in a whitish phenotype. Under conditions of carbon
source limitation, the PHB production of the mutant strain OP-34710 was 5.9 times
higher than that of the wild strain at 60 and 72 hours. The results obtained in this
work show that Avin34710 is a PHB depolymerase that participates in the
degradation of PHB in A. vinelandii and suggest that Avin34720 could be activating
the synthesis of PHB.



1. INTRODUCCION

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son poliésteres naturales producidos por
diversas bacterias que se pueden usar para fabricar plasticos biodegradables,
sustituyendo asi a los plasticos derivados del petréleo, lo que representa una
alternativa contra la contaminacion por estos productos (Chen, 2009; Khanna &
Srivastava, 2005; Lee, 1996; Philip et al., 2007; Zinn et al., 2001). Los PHAs difieren
de los polimeros producidos quimiosintéticamente, como el polietileno o el
polipropileno, porque se sintetizan a partir de recursos renovables y por su facil
biodegradabilidad, produciendo agua y diéxido de carbono (Brandi et al., 1995;
Jendrossek & Handrick, 2002; Khanna & Srivastava, 2005; Lee, 1996; Mergaert
etal., 1992; Philip et al., 2007). Ademas, los PHAs tienen amplias aplicaciones
potenciales debido a propiedades tales como su excelente procesabilidad,
hidrofobicidad, biocompatibilidad, resorbabilidad, piezoelectricidad y diversas
propiedades mecanicas (Anis et al., 2018), que hacen de los PHAs una excelente
alternativa en la industria de los plasticos.

Los PHAs estan conformados por unidades monomeéricas de hidroxiacilos
unidos en forma lineal por enlaces tipo éster. Se han identificado aproximadamente
150 unidades de hidroxiacilos (HA) diferentes como constituyentes de estos
poliésteres microbianos (Lee, 1996; Sagong et al., 2018; Steinbuchel & Valentin,
1995; Steinbuchel, 1991). EI PHA mas comun es el poli(3-hidroxibutirato) (PHB),
que junto con el copolimero poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato (P3HB-co-
3HV) fueron los primeros PHAs producidos industrialmente en una escala de unos
cientos de toneladas por ano (Gebauer & Jendrossek, 2006).

El PHB y otros PHAS son sintetizados por numerosas especies de bacterias y
arqueas como una reserva intracelular de energia y carbono. La sintesis de estos
polimeros se favorece cuando existe un exceso de fuente de carbono y un déficit de
nutrientes como el nitrégeno, oxigeno, fésforo, entre otros (Kessler & Witholt, 2001).
Algunas bacterias sobreproductoras de PHB son: Cupriavidus necator (antes
Ralstonia eutropha), Azotobacter vinelandii, diversas especies de Pseudomonas,
Bacillus y también cepas recombinantes de Escherichia coli que portan los genes
biosintéticos de PHB de C. necatory A. vinelandii (Centeno-Leija et al., 2014; Tyo
et al., 2010; van Wegen et al., 2001; Wang & Lee, 1997). Estas bacterias almacenan
intracelularmente el PHB en forma de granulos (carbonosomas), y pueden
representar hasta el 80 % del peso celular seco (Gonzalez et al., 2013).

Los granulos de PHB estan rodeados por proteinas involucradas ya sea en la
sintesis (acetoacetil-CoA reductasa y PHB sintasa), o la degradacién (movilizacion)
de PHB (PHB depolimerasas) (Adaya et al., 2018; Sudesh et al., 2000). Existen
otras proteinas asociadas a granulos de PHB llamadas phasinas (gen phbP), que
aparentemente no presentan actividad catalitica, pero que constituyen el
componente proteico mayoritario de los granulos (Figura 1). Algunas phasinas
tienen como funcién actuar como barrera entre el polimero y el citoplasma
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(Steinbuchel et al., 1995), determinar la relacion superficie/volumen de los granulos
en la célula, prevenir el aglutinamiento de los granulos (Galan et al., 2011), asi como
determinar la localizacion subcelular y distribuir homogéneamente los granulos
entre las células hijas durante la divisién celular (Pfeiffer et al., 2011). También se
ha demostrado que las phasinas pueden actuar sobre el metabolismo de PHB, ya
sea como activadores o inhibidores de la PHB sintasa o PHB depolimerasa (Almeida
et al., 2007; Handrick et al., 2004; Kuchta et al., 2007; Pfeiffer & Jendrossek, 2014;
Qi etal.,, 2000; Wieczorek etal., 1995). En algunas especies, los genes que
codifican a las phasinas se han encontrado en el mismo locus de los genes
relacionados con el metabolismo de PHB (Liebergesell et al., 1992; Valentin et al.,
1998), incluyendo a A. vinelandii (Peralta-Gil et al., 2002).

PHB
sintasa
v

!

o
o
-
X
o

"o
Depolimerasa

.............. Acetoacetil CoA
reductasa

Phasinas

Figura 1. Componentes del granulo de PHB. El PHB amorfo se encuentra dentro de un granulo de PHB que esta
envuelto en una cubierta de proteinas involucradas en el metabolismo del polimero (PHB sintasa, acetoacetil CoA
reductasa, depolimerasas, etc.) y proteinas estructurales (phasinas) (modificado de Galan et al., 2011).

A. vinelandii es una excelente productora nativa de PHB que vive en suelos y
en aguas continentales. En esta bacteria se ha estudiado ampliamente, tanto la
bioquimica, como la genética de su biosintesis (Castafieda et al., 2000; Hernandez-
Eligio et al., 2011, 2012; Manzo et al., 2011; Noguez et al., 2008; Peralta-Gil et al.,
2002; Segura & Espin, 2004; Segura & Espin, 1998). El mecanismo de degradacion
intracelular de PHB en A. vinelandii se conoce a nivel bioquimico, pero ha sido poco
estudiado a nivel genético.

En el presente trabajo se caracterizé la PHB depolimerasa hipotética
Avin34710 y la phasina Avin34720, y se analiz6 el papel de cada una en el
metabolismo del PHB en A. vinelandii.



2. ANTECEDENTES
2.1 Generalidades de Azotobacter vinelandii

A. vinelandii es una bacteria Gram negativa perteneciente a la familia
Pseudomonadaceae del subgrupo de las Y-proteobacterias. Vive en suelos y en
aguas continentales. Sus células son generalmente ovoides, de entre 1.5y 2.0 um
de didmetro, variando su morfologia desde bacilos hasta cocos, dependiendo de su
estado fisiolégico y las condiciones de crecimiento. A. vinelandii posee un
metabolismo aerdbico obligatorio, es diazotrofa (capaz de fijar el nitrégeno
atmosférico), produce sideroéforos en condiciones limitadas de hierro y es
competente natural. Se ha reportado que es poliploide y puede tener hasta 80
copias de su cromosoma dependiendo del medio, las condiciones de cultivo y la
fase de crecimiento (Chowdhury-Paul et al., 2018; Espin, 2001; Noar & Bruno-
Barcena, 2018).

Durante muchos afios A. vinelandii ha sido objeto de estudio debido a que
tiene diversas caracteristicas interesantes: a) fija nitrégeno en presencia de oxigeno
por tres sistemas diferentes de nitrogenasas (Chisnell et al., 1988; Hales et al.,
1986; Joerger et al., 1989; Luque & Pau, 1991; Pau et al., 1989; Premakumar et al.,
1984), b) posee mecanismos de proteccidn de la nitrogenasa (Bertsova et al., 1998;
Jones et al., 1973; Noar & Bruno-Barcena, 2018; Poole & Hill, 1997), c) tiene una
capacidad respiratoria muy alta en condiciones diazotréficas (Bertsova et al., 2001;
Noar & Bruno-Barcena, 2018), d) lleva a cabo un proceso de diferenciaciéon
morfoldgica para formar quistes resistentes a la desecacion (Chowdhury-Paul et al.,
2018) y e) produce dos polimeros de uso industrial: el polisacarido extracelular
alginato y el poliéster intracelular polihidroxibutirato (PHB) (Beale & Foster, 1996;
Espin, 2001; Fialho et al., 1990; Forsyth et al., 1958; Lewis, 1937).

A. vinelandii puede acumular hasta un 90 % de PHB de su peso celular seco
con un muy elevado peso molecular (4800 kDa) (Millan et al., 2016). Sin embargo,
tanto la produccion de PHB como el peso molecular de éste, pueden verse
afectados por la composicion del medio de cultivo, las condiciones de aireacion, la
cepa utilizada, la fase de crecimiento del cultivo e incluso el contenido de PHB del
in6culo (Adaya et al., 2018; Garcia et al., 2014; Millan et al., 2016, 2017; Pefia et al.,
2014).

2.2 Polihidroxialcanoatos (PHASs)

Los PHAs se clasifican en dos grupos, considerando el tamafio de los
monomeros hidroxiacilos que contienen (numero de atomos de carbono presentes
en los monémeros que los componen; Figura 2). Los PHAs de cadena corta
(PHAscL), tienen mondmeros de 3 a 5 atomos de carbono, mientras que los PHAs
de cadena media (PHAwmcL) tienen hidroxiacilos de 6 o mas atomos de carbono (Doi
& Steinbuchel, 2002). En muchas bacterias, los PHAs estan compuestos por mas
de un tipo de mondmero (copolimeros) (Sudesh et al., 2000), y generalmente estos
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mondémeros son de cadena corta o de cadena media solamente; es poco habitual
observar copolimeros que contengan una combinacién de los dos tipos de
monomeros. Ademas, los PHAs pueden variar en el tamafio o longitud de las
cadenas poliméricas (numero de mondmeros o0 peso molecular). Estas
combinaciones en la composicion monomeérica y el numero de monémeros de los
PHAs resultan en una enorme gama de poliésteres con propiedades fisicas y
quimicas diferentes y unicas (Jendrossek & Handrick, 2002; Madison & Huisman,
1999; Witholt & Kessler, 1999; Zinn et al., 2001).

| 0
O—C—(CH2)—C
n
H
(600-35000)
n=1 R = hidrégeno poli-(3-hidroxipropionato)
R = metilo poli-(3-hidroxibutirato) PHAgc
R =etilo poli-(3-hidroxivalerato)
R = propilo poli-(3-hidroxihexanoato)
R = pentilo poli-(3-hidroxioctanoato) PHA L
R = nonilo poli-(3-hidroxidodecanoato)
n=2 R = hidrégeno poli-(4-hidroxibutirato)
n=3 R = hidrégeno poli-(5-hidroxivalerato)
Figura 2. Estructura general de los PHAs. Los PHAs son poliésteres de hidroxiacilos (HAs) que se nombran segun la

longitud (n) y posicion de la cadena lateral (R) de sus monomeros. Algunos PHAs pueden llegar a tener de 600 a 35000
monomeros (modificado de Lee, 1996).

A pesar de la gran posibilidad de combinaciones diferentes de PHAs, solo el
PHB y los copolimeros P3HB-co-3HV y poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato
(P3HB-co-3HHXx) han sido comercializados (Chanprateep, 2010; Chen et al., 2006;
Pena et al., 2014).

2.2.1 Polihidroxibutirato (PHB)

El PHB es el homopolimero mas comun de la familia de los PHAs. Esta
formado por monémeros de 3-hidroxibutirato (Figura 3) en los que el grupo carboxilo
de un mondémero forma un enlace éster con el grupo hidroxilo del monémero vecino.
El peso molecular del PHB puede variar de 200 hasta 20000 kDa (Pena et al., 2014).

—EO—CH—CHZ—C
Polihidroxibutirato
Figura 3. Monomero de polihidroxibutirato (PHB). Los monomeros de PHB cuentan con cuatro carbonos en su
estructura. En el tercer carbono se localiza una cadena lateral de un metilo. Los monomeros se unen por un enlace ester.

Las propiedades fisicoquimicas del PHB dependen del niimero de monomero que componga la cadena (mofidicado de
Pena et al., 2014).

Ademas de ser una alternativa a los plasticos derivados del petroleo, el PHB —
por ser biocompatible— tiene diversas aplicaciones en el area biomédica, entre las
que destacan: material para suturas y soporte de tejidos, valvulas cardiacas,
andamios 6seos, andamios para miotubos esqueléticos y de tejido nervioso, nano y
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micro perlas para la administracion controlada de farmacos y en la liberacion blanco-
especifico de medicamentos para el tratamiento de enfermedades como el cancer
y la tuberculosis (Chen & Wu, 2005; Wang et al., 2014; Zhang et al., 2018).

2.2.1.1 Estados fisicos del PHB

El PHB tiene dos conformaciones estructurales que dependen de su

localizacion intra o extracelular, y son un reflejo del grado de ordenamiento de sus
moléculas (Figura 4):

a)

b)

Amorfo (nPHB). El PHB intracelular (que esta en los granulos nativos de PHB)
se encuentra en estado amorfo y sus moléculas son mdviles, con una
configuracion desordenada (Amor et al., 2002; de Koning & Lemstra, 1992). Los
granulos nativos de PHB estan rodeados por una capa de proteinas que estan
relacionadas a la sintesis o degradacién del PHB (Adaya et al., 2018; Sudesh
et al., 2000). Es posible generar granulos artificiales de PHB de configuracion
amorfa en el laboratorio. Esta conformacion amorfa se obtiene disolviendo el
PHB cristalino en un solvente (cloroformo) y emulsificando con una solucion
surfactante, como el bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) (Horowitz &
Sanders, 1994).

Cristalino (dPHB). El PHB que es liberado al ambiente tras la lisis celular de
organismos productores, adquiere una conformacion cristalina al secarse y
adopta una estructura helicoidal ordenada (de Koning & Lemstra, 1992). Este
polimero extracelular esta caracterizado por una cristalizacion polimorfica, es
decir, que es capaz de cristalizar en dos formas, a 'y B (Pan & Inoue, 2009).

‘ Organismo productor de PHAs,
por ejemplo, Ralstonia eutropha
con granulos nativos de PHB

Aislamiento minucioso de
granulos nativos de PHA, por
ejemplo, por centrifugacion con

gradientes de densidad Extraccion con solventes,

evaporizacion del solvente

SR
EE

Estrés fisico o Preparacién de

quimico granulos T
(desnaturalizacion) artificiales rf:’vt‘?; O
ST
LR )Y
Vi’l‘qgﬁ)i‘;:',, Z
Nativo Desnaturalizado Artifical
La cubierta de la superficie Remocion o dafio a la capa El polimero es amorfo
contiene proteinas, el superficial: el polimero es
polimero es amorfo parcialmente cristalino

Figura 4. Estados fisicos de los PHAs. En la parte de arriba de la figura se muestra a R. eutropha, que es una bacteria

que acumula PHB. A la izquierda se observa el esquema de un granulo nativo de PHB que esta rodeado por proteinas
que consitituyen la capa superficial. En el centro se esquematiza el PHB aislado parcialmente cristalino. A la derecha se

muestra el esquema de un granulo artificial de PHB con moléculas tensoactivas en la superficie (modificado de
Jendrossek & Handrick, 2002).



2.3 Biosintesis de PHB en A. vinelandii

La ruta de sintesis del PHB en A. vinelandii se conoce bien (Figura 5), tanto

bioquimica como genéticamente. La sintesis del PHB comienza con la
condensacién de dos moléculas de acetil-CoA, catalizada por una [(-cetotiolasa
(phbA), dando acetoacetil-CoA, que luego es reducido por la acetoacetil-CoA
reductasa (phbB) que utiliza NADPH para dar B-hidroxibutiril-CoA, y por ultimo, el
intermediario es incorporado al polimero por la acciéon de la PHB sintasa (phbC)
(Manchak & Page, 1994).

Sintesis
| 0

Glucosa

! no’ \)Kscm

i o o o 0 B-hidroxibutiril-CoA

i NADPH

i )kgom Con )UKSCOA Acetoacetil-CoA m‘

v h reductasa CHy ©
Piruvato — Acetil-CoA «—=——» Acetoacetil-CoA PHB P\)L }

P-cetotiolasa o

Figura 5. Biosintesis de PHB en A. vinelandii. Se observa la sintesis a partir de carbohidratos. Los genes de la

biosintesis de PHB se localizan en el operon phbBAC: phbA, [-cetotiolasa; phbB, acetoacel-CoA reductasa dependiente

de NADPH, phbC, PHB sintasa.
2.3.1 Regulacion de la biosintesis de PHB en A. vinelandii

Los genes que codifican para las tres enzimas que participan en la sintesis de

PHB (phbA, phbB y phbC) ya se encuentran caracterizados, asi como los
reguladores que controlan su expresion. Algunos de los reguladores que participan
en el control de la sintesis de PHB en A. vinelandii son (Figura 6):

1.

PhbR: activador transcripcional del operdn biosintético phbBAC, perteneciente
a la familia AraC (Hernandez-Eligio et al., 2011; Peralta-Gil et al., 2002).

. Sistema de fosfotransferasa de azlcares relacionado a nitrégeno (PTSNY):

sistema de regulacién global que controla la expresién del gen regulador phbR
y el operon phbBAC (Noguez et al., 2008; Segura & Espin, 1998), el mecanismo
exacto aun se desconoce.

RsmA/RsmZ.7: sistema de regulacion postranscripcional, donde RsmA reprime
la traduccion del RNA mensajero de phbR 'y phbBAC, al unirse a un sitio cercano
al sitio de union a ribosoma. El sistema esta conformado también por los RNA
pequefios RsmZ1.7, que titulan a RsmA, impidiendo su efecto negativo en la
traduccion de los genes blanco (Hernandez-Eligio et al., 2012).

GacS/GacA: sistema de regulacion de dos componentes que activa la
transcripcion de los RNAs RsmZ4.7, por lo que es un regulador con un efecto
positivo en la sintesis de PHB (Castafieda et al., 2000; Manzo et al., 2011).

RNAs ArrF: regulador postranscripcional positivo de la expresion de phbR en
respuesta a la concentracion de hierro (Muriel-Millan et al., 2014).
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Figura 6. Modelo de la regulacion de la sintesis de PHB en A. vinelandii. 1) phbR. 2) Sistema de fosfotransferasa de
aziicares relacionado a nitrogeno (PTSNtr). 3) RsmA/RsmZ.7. 4) GacS/GacA. 5) RNAs ArrF. La regulacion positiva se
indica con flechas verdes y la negativa con flechas rojas. Las flechas rojas punteadas indican que el mecanismo aun es

desconocido.

2.4 Degradacion de PHB
Existen dos tipos de degradacién de PHB: extracelular e intracelular.

La degradacién extracelular consiste en la depolimerizacion del PHB exégeno
realizada por organismos no necesariamente productores. Este tipo de degradacién
se lleva a cabo mediante la accién de enzimas llamadas PHB depolimerasas
extracelulares (e-PHB depolimerasas). La fuente de PHB exdgeno son los granulos
de polimero liberados al medio extracelular durante la lisis de bacterias productoras
de PHB, el cual tiene una conformacién cristalina, por lo que las e-PHB
depolimerasas son activas sobre esta conformacién de PHB (Gonzalez et al., 2013).
Se han descrito y caracterizado diversas e-PHB depolimerasas capaces de
degradar a los plasticos fabricados a partir de PHB (Jendrossek & Handrick, 2002;
Mergaert et al., 1992; Mergaert & Swings, 1996).

La degradacion intracelular, también llamada movilizacion de PHB (Figura 7),
consiste en utilizar las reservas de PHB enddgeno que tienen almacenados los
organismos productores, el cual tiene una conformacion amorfa (Gonzélez et al.,
2013). Esta reaccion de degradacién es llevada a cabo por las enzimas PHB
depolimerasas intracelulares (i-PHB depolimerasas, gen phbZ) y tienen como
producto al 3-hidroxibutirato o sus oligdbmeros (Merrick & Doudoroff, 1964). El 3-
hidroxibutirato posteriormente es oxidado a acetoacetato por la 3-hidroxibutirato
deshidrogenasa dependiente de NAD, lo que genera poder reductor para la sintesis
de ATP en cadena respiratoria y fosforilacion oxidativa. El acetoacetato resultante
es activado a acetoacetil-CoA por la succinil-CoA transferasa y, por ultimo, por la
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acciéon de la B-cetotiolasa sobre el acetoacetil-CoA se generan dos moléculas de
acetil-CoA usando CoA libre para esta tidlisis (Jendrossek & Handrick, 2002;
Manchak & Page, 1994). Este acetil-CoA puede ser utilizado para biosintesis o
puede oxidarse en el ciclo de Krebs para producir energia.

Sintesis B-oxidacién
| (¢]
Gl
u?osa H(/\)kSCoA PHB

depolimerasa

o o o NADP B-hidroxibutiril-CoA PhbZ <o
NADPH

\2 reductasa cHy O
Piruvato —> Acetil-CoA Acetoacetil-CoA PHB }
B-cetotiolasa )
Succinato PHB
depolimerasa
/' a?:)é%got-o \ NADH NAD Phbz
Citrato Succinil-CoA . L
/ transferasa Acetoacetato «———~—— f-hidroxibutirato
Ciclo de \ idroxibutirato
P )OK)OK deshidrogenasa | (0]
Succinato / H(/\)k
o1 Succinil-CoA ..
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Pi
Figura 7. Metabolismo de PHB. La sintesis de PHB esta representada con flechas verdes y la degradacion con flechas

moradas. La enzima [-cetotiolasa se comparte tanto para la sintesis como para la degradacion de PHB. La degradacion
consta de cuatro pasos que comienza con la hidrolisis de la cadena de PHB por accion de la PHB depolimerasa (PhbZ) y
culmina con la formacion de acetil-CoA, que puede dirigirse hacia ciclo de Krebs para producir energia. En presencia de
CoA libre, la PhbZ puede romper el PHB por tiolisis para formar [-hidroxibutiril-CoA, que puede dirigirse hacia -
oxidacion y posteriormente producir energia.

2.4.1 Clasificacion y estructura de las PHA depolimerasas

Dependiendo de su sustrato y su estado fisico, las PHA depolimerasas se
agrupan generalmente en cuatro familias: PHA depolimerasas que degradan los
granulos intracelulares nativos (i-PHAwmcL depolimerasas y i-PHAscL depolimerasas)
y las PHA depolimerasas que degradan el polimero desnaturalizado extracelular (e-
PHAwcL depolimerasas y e-PHAscL depolimerasas) (Jendrossek & Handrick, 2002).
Una excepcion a esta clasificacion es una e-PHAscL depolimerasa de Paucimonas
lemoignei, activa solo contra granulos de PHA nativos (Handrick et al., 2001). En
Rhodospirillum rubrum existe una PHA depolimerasa periplasmatica con funcién
fisiolégica desconocida hasta el momento (Handrick et al., 2004).

Las e-PHAscL depolimerasas cuentan con 4 regiones caracteristicas
(Jendrossek & Handrick, 2002) (Figura 8):

1. Péptido sefial: secuencia de 22 a 58 aminoacidos necesaria para la secrecién
del polipéptido a través de la membrana citoplasmica.

2. Dominio catalitico en el N-terminal: tres aminoacidos conservados (serina,
aspartato e histidina) que constituyen el centro activo del dominio catalitico. La
serina es parte de un pentapéptido de la caja lipasa (Gly-Xaa-Ser-Xaax-Gly),
presente en casi todas las serinas hidrolasas conocidas, como las lipasas,
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esterasas y serina proteasas (Jaeger et al., 1994; Jaeger et al., 1999). Hay una
segunda histidina conservada en las e-PHB depolimerasas, la region alrededor
de esta histidina se parece al aminoacido oxianion conocido de las lipasas
(Jaeger etal., 1994). Este estabiliza el estado transitorio de la reaccién de
hidrdlisis permitiendo la formacién de un puente de hidrégeno.

3. Region enlace: este dominio vincula al dominio catalitico con el dominio C-
terminal.

4. Dominio C-terminal SBD de union a dPHA: secuencia de 40 a 60 aminoacidos
que tiene la capacidad de unirse especificamente al dPHA.

Secuencia consenso

T (oxianién) ls ‘H

I
‘ Catalitico : Dominio Tipo 1 H Unién 1 ‘ SBD 1
‘ <| Catalitico Dominio Tipo 2 H Unién 2 ‘ SBD 2
| | | [
s o h H (oxianion)
Secuencia consenso

Figura 8. Dominios de las e-PHA depolimerasas. Dependiendo del microorganismo de origen, la depolimerasa consiste

2
&

en un péptido seiial (PS), uno de los dos posibles tipos de dominios cataliticos (tipo 1y 2), uno de los tres posibles tipos
de dominio de union y uno o dos de los dos tipos de dominio SBD (SBD 1 y 2) (modificado de Jendrossek & Handrick,
2002).

Al contrario de las e-PHB depolimerasas, las i-PHB depolimerasas han sido
menos estudiadas, se conocen aspectos bioquimicos de algunas de ellas, y se sabe
que se encuentran asociadas a los granulos de PHB y que presentan en comun
algunas caracteristicas: bajo peso molecular (<100 kDa), formadas por una sola
cadena polipeptidica, pH 6ptimo de 7.5-9.8, entre otras (Gonzalez et al., 2013).

2.4.2 PHA depolimerasas en algunos microorganismos productores de PHB

El primer reporte que se tuvo de un sistema intracelular de PHB depolimerasa
es el de la bacteria R. rubrum, cuya actividad se estudié sobre granulos nativos de
PHB provenientes de Bacillus megaterium. Este sistema consiste en un activador
termoestable (que en ciertas condiciones podia ser reemplazado por tripsina), una
depolimerasa termolabil y una esterasa. El activador termoestable lisa los granulos
nativos de PHB liberandolo al citoplasma para que sean hidrolizados por la
depolimerasa. Su principal producto fue el B-hidroxibutirato, sin embargo, también
libera pequefias cantidades de oligdmeros, que posteriormente son hidrolizados por
la esterasa (Merrick & Doudoroff, 1964).

Gracias a los analisis a nivel genético de diversos microorganismos, se ha
descubierto que la mayoria de los degradadores de PHB contienen unicamente una
PHB depolimerasa; sin embargo, se han encontrado bacterias que presentan varias.
Un ejemplo se encuentra en Paucimonas lemoignei que presenta siete
depolimerasas (Braaz etal., 2002; Briese etal., 1994; Handrick etal., 2001;
Jendrossek et al., 1995; Jendrossek et al., 1993; Schober et al., 2000).
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En C. necator, bacteria reconocida como modelo para el estudio de la sintesis
y degradacion de PHB, existen hasta nueve posibles depolimerasas u oligdbmero
hidrolasas codificadas en el genoma. Estas enzimas se han agrupado en 4
categorias con base en su similitud de secuencia (phaZa1 a phaZab, phaZb, phaZc
y phaZd1 (phaZ6)/ phaZd2 (phaZ7); (Pohimann et al., 2006)). A lo largo de los afios,
se han realizado diversos trabajos para demostrar el rol de estas proteinas en el
metabolismo de PHB. PhaZa1 es la depolimerasa mejor caracterizada y la principal
encargada de la movilizaciéon del polimero. Se ha demostrado su actividad PHB
depolimerasa tanto in vitro como in vivo, carece de caja lipasa y es la primera
depolimerasa en la que se demostro la degradacion tiolitica de PHB en presencia
de CoA libre (Eggers & Steinbuchel, 2013; Handrick et al., 2000; Saegusa et al.,
2001; Uchino etal., 2007, 2008). Se identificaron en C. necator dos genes
candidatos a PHB depolimerasas (phaZa2 y phaZa3) que tienen un 30 % de
identidad con phaZa1 (York et al., 2003). De estas, solo PhaZaZ2 tiene actividad de
PHA depolimerasa intracelular. El papel de PhaZ3 queda por establecerse. Se ha
demostrado que PhaZ6 y PhaZ7 tienen una alta actividad PHB depolimerasa; sin
embargo, no se ha podido demostrar que estén involucradas en la movilizacion de
PHB in vivo (Sznajder & Jendrossek, 2014). No obstante, la inactivacién de PhaZ6
permitié producir un PHB de peso molecular ultra alto (PHBHHx) —hasta el doble
del peso producido por la cepa WT (Arikawa et al., 2016).

2.4.3 PHB depolimerasas en A. vinelandii

En A. vinelandii se han encontrado siete genes cuyos productos presentan
homologia con PHB depolimerasas caracterizadas de diversos microorganismos.
Los genes avin_27080, avin_44010, avin_03910 (phbZ1) y avin_46290 presentan
similitud con la depolimerasa PhaZa1 de C. necator (Saegusa et al., 2001); mientras
que avin_33500, avin_34810 y avin_34710 presentan similitud con las
depolimerasas de Schlegelella sp. (Romen et al., 2004), Comamonas testosteroni
(Shinomiya etal., 1997) vy Penicillium funiculosum (Hisano etal., 2006),
respectivamente. La cantidad de genes de depolimerasas hipotéticas, junto con la
evidencia de la existencia de varias depolimerasas en organismos como C. necator,
podria sugerir que en la degradacién de PHB de A. vinelandii estan involucradas
varias enzimas.

En nuestro laboratorio ya se han estudiado varios genes de posibles PHB
depolimerasas de A. vinelandii. En el caso de la PHB depolimerasa Avin03910,
llamada PhbZ1 (Adaya et al., 2018), se determind que participa en el metabolismo
de PHB. Los granulos nativos purificados de la cepa mutante phbZ1- disminuyeron
su actividad de autohidrdlisis in vitro, en comparacion con los granulos nativos de la
cepa silvestre. La expresion de PhbZ1 en E. coli BL21 (DE3) mostré actividad PHB
depolimerasa in vitro sobre granulos nativos y artificiales (PHB amorfo), pero no en
PHB cristalino. Se examind la degradacion in vitro del nPHB en presencia de
coenzima A libre (Adaya et al., 2018), y se observé una degradacién tiolitica del
PHB en la cepa silvestre, y no en la mutante phbZ1-, siendo la segunda PHB
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depolimerasa en la que se demostré degradacion tiolitica del PHB en presencia de
coenzima A.

La cepa de A. vinelandii OP cultivada en fermentadores para la produccion de
PHB presenta una disminucion del peso molecular promedio del PHB en la fase
estacionaria de crecimiento (después de 48 horas), con un aumento
correspondiente en la fraccion de polimeros de menor peso molecular; este
fenobmeno se correlaciond con un aumento en la actividad PHB depolimerasa
durante el cultivo (Millan et al., 2016). Adaya y colaboradores (2018) observaron
que en una cepa mutante en el gen phbZ1, en cultivos de fermentador, no disminuye
el peso molecular promedio del PHB, ni aparece polimero de bajo peso molecular
pero existe un ligero aumento en la concentracion de PHB; con lo que se demuestra
la importancia de phbZ1 en la degradacién del PHB en condiciones de fermentador.

Otras posibles depolimerasas que han sido estudiadas en nuestro laboratorio
son Avin27080 y Avin34810, de las cuales solamente Avin34810 esta involucrada
en el metabolismo del PHB —aunque la mutante presenta un fenotipo inesperado de
menor acumulacién del polimero (Yanajara, 2012). Recientemente, se caracterizé
el gen avin_33500, que tiene mas del 40 % de identidad con la PHA depolimerasa
periplasmica de R. rubrum (PhaZ1rw). Avin33500 es capaz de degradar PHB
amorfo y esta involucrada en la movilizacién in vivo de PHB en A. vinelandii (Moyao,
2018).

2.5 Phasinas

El PHB se acumula como granulos insolubles intracelulares, rodeados por una
capa organizada de proteinas relacionadas con el metabolismo de PHB (Adaya
et al., 2018; Sudesh et al., 2000). Entre las proteinas asociadas con los granulos de
PHB se encuentran las phasinas, que son pequefias proteinas con un peso
molecular entre 10 y 24 kDa, y estan compuestas por un dominio hidrofébico
asociado a la superficie de los granulos de PHB, y un dominio hidrofilico expuesto
al citoplasma (Mezzina & Pettinari, 2016). Estos polipéptidos se adhieren con
firmeza tanto a los granulos nativos de PHB, como a los generados artificialmente
o al PHB cristalino (Potter & Steinbuchel, 2005).

La primera phasina fue identificada por Pieper-Furst y Steinbichel (1994)
cuando encontraron una proteina de 14.2 kDa (GA14) asociada con los granulos de
PHA en Rhodococcus ruber. GA14 fue la proteina predominante presente en los
granulos, formando una capa en su superficie. Debido a estas propiedades, se
propuso el nombre phasina (PhaP), denotando la similitud funcional con las
proteinas asociadas a las vesiculas lipidicas almacenadas en plantas (oleosinas)
(Pieper-Furst et al., 1994).

Se han distinguido varias familias de phasinas basandose en su similitud de
secuencia. La base de datos Pfam incluye cuatro familias de phasinas: PF09361,
es la familia mas grande a la cual pertenece la phasina mas estudiada, PhaP1 de

13



C. necator; PF09602, en la que se encuentran las phasinas de varias especies de
Bacillus; PF09650, incluye proteinas no caracterizadas que pertenecen a diversas
Proteobacteria; y PF05597, contiene proteinas de diferentes Proteobacteria y todas
las phasinas caracterizadas pertenecientes a Pseudomonas que acumulan PHAwmcL,
como PhaF y Phal de P. putida (Mezzina & Pettinari, 2016).

Las phasinas tienen como funciones principales: actuar como barrera entre el
polimero y el citoplasma (Steinblchel etal., 1995), determinar la relacién
superficie/volumen de los granulos en la célula, prevenir el aglutinamiento de los
granulos (Galan et al., 2011), determinar la localizacién subcelular y distribuir los
granulos homogéneamente entre las células hijas durante la division celular (Pfeiffer
etal., 2011). Las phasinas también pueden participar indirectamente en el
metabolismo de los PHAs, interactuando con otras proteinas que estan
directamente asociadas a la sintesis o degradacion de los PHAs. Por ejemplo, en
C. necator, la phasina PhaP1 afecta la degradacién de PHB en este organismo,
posiblemente por la modulacién de PhaZ1 (Kuchta et al., 2007), y aumenta la
actividad in vitro de las PHA sintasas de clase |l (PhaC1y PhaC2) de P. aeruginosa
(Qi et al., 2000); la phasina PhaM funge como activador fisiolégico de la PHB sintasa
(Pfeiffer & Jendrossek, 2014) y se ha demostrado que las phasinas pueden
interactuar con proteinas como el regulador PhaR y la PHB depolimerasa PhaZ1
(Pfeiffer & Jendrossek, 2011).

La importancia de las phasinas en el metabolismo de PHB se ha estudiado en
otros organismos como R. rubrum, donde se demostro la presencia de una phasina
denominada ApdA (activator of polymer degradation), que aumenta
significativamente la actividad catalitica in vitro de la PHB depolimerasa PhaZ
(Handrick et al., 2004). En Magnetospirillum gryphiswaldense se describio, por
primera vez, una proteina asociada con los magnetosomas que se unia a los
granulos de PHB in vivo y activaba la PHB depolimerasa PhaZ1rw de R. rubrum in
vitro. Dicha proteina fue denominada Mms16 (Magnetospirillum especies ApdA)
(Schultheiss et al., 2005).

En A. vinelandii se identificaron por espectrometria de masas varias proteinas
asociadas a los granulos nativos de PHB, como las enzimas biosintéticas
(acetoacetil-CoA reductasa y la PHB sintasa) y la phasina PhbP1, que es el
componente mayoritario de la cubierta de los granulos. Junto con estas proteinas,
se localizaron asociadas a los granulos la depolimerasa Avin03910 y la proteina
Avin34720, esta ultima de funcion desconocida y cuyo gen esta ubicado adyacente
al gen de la PHB depolimerasa hipotética Avin34710 (Adaya et al., 2018). Debido a
que se encontro a Avin34720 en el granulo y a la ubicacion adyacente de su gen al
de una posible PHB depolimerasa, se propuso que ambas proteinas participan en
el metabolismo de PHB.
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3. HIPOTESIS

Las proteinas Avin34710 y Avin34720 de Azotobacter vinelandii participan en
la degradacién del PHB: Avin34710 como una PHB depolimerasa y Avin34720 como
su modulador proteico.

4. OBJETIVO GENERAL

Determinar la funcion de las proteinas Avin34710 y Avin34720 de Azotobacter
vinelandii en el metabolismo del PHB, mediante la generacién y estudio de sus
mutantes y la caracterizacion bioquimica de las proteinas in vivo e in vitro.

5. OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar la participacién de la proteina Avin34710 en la degradacién del PHB
mediante la generacion de mutante por inactivacioén y su caracterizacion.

2. Comprobar la actividad de PHB depolimerasa de la proteina Avin34710 in vivo
e in vitro.

3. Establecer el papel de la proteina Avin34720 en el metabolismo de PHB in vivo.

6. DISENO EXPERIMENTAL

1. Generar una mutante del gen avin_34710 en la cepa de Azotobacter vinelandii
OP por interrupcion con casete de resistencia a antibiotico. Analizar y comparar
la capacidad de acumulacion y movilizacién de PHB (degradacion in vivo) de la
mutante de A. vinelandii en el gen avin_34710.

2. Construir una cepa de E. coli BL21(DE3) que exprese el gen avin_34710 de A.
vinelandii en el vector pET24a(+). Probar la capacidad de la proteina Avin34710
recombinante para degradar granulos de PHB nativos, artificiales y PHB
cristalino, mediante un ensayo de degradacion de PHB in vitro. Coexpresar
Avin34710 con el operon biosintético de PHB de A. vinelandii en la cepa de E.
coli BL21 (DE3) y probar la capacidad de Avin34710 para degradar el PHB
producido por E. coli in vivo.

3. Sobreexpresar el gen avin_34720 de A. vinelandii en una cepa de E. coli
BL21(DE3) productora de PHB, utilizando el vector pET24(+). Probar el efecto
de la expresion de la proteina Avin34720 en E. coli BL21 (DE3) recombinante
productora de PHB en la acumulacion del polimero mediante un ensayo de
degradacion de PHB in vivo.
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Figura 9. Esquema del disefio experimental para determinar el papel de las proteinas Avin34710 y Avin34720 en el
metabolismo de PHB de A. vinelandii.
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7. METODOS
7.1 Medios y condiciones de cultivo

Las cepas de A. vinelandii fueron crecidas en medio Burk-Sacarosa (BS) que
contiene (g / L): MgCl2e6H20, 0.16; NaMO4e2H20, 0.0002; FeSO4e7H20, 0.005;
CaClL2e2H20, 0.073; Na2S04, 0.183; Ko2HPO4, 0.8; KH2PO4, 0.2 y sacarosa, 20. Para
los experimentos de transformacion de A. vinelandii no fueron agregados NaMO4 ni
FeSO4e7H20 al medio de cultivo (Competence Media, CM) ya que la captacién de
ADN es mejor cuando el organismo es cultivado en un medio con bajo contenido de
metales (Dos Santos, 2019; Page & Tigerstrom, 1982). Para la cinética de
produccion de PHB, el medio Burk fue suplementado con glucosa 5.4 g/ L en lugar
de sacarosa. También se utilizé el medio Peptone-Yeast (PY), el cual contiene (g /
L): peptona, 5 y levadura, 3. Los cultivos en medio liquido se llevaron a cabo en
matraces de 125 mL con 25 mL de medio o de 250 mL con 50 mL de medio en
incubadora a 30 °C con agitacion a 200 rpm durante 18 horas (para preindculos) o
96 horas (para la cinética). Las concentraciones de antibiéticos que se utilizaron
para A. vinelandii fueron: acido nalidixico 30 pg / mL (Nal30) y kanamicina 3 pg / mL
(Km3).

Las cepas de E. coli se cultivaron en medio Lysogeny Broth (también conocido
como Luria Bertani o LB), que contiene (g / L): triptona, 10; extracto de levadura, 5
y cloruro de sodio, 10. El medio LB fue suplementado con glucosa 2 g / L cuando
se realizé la cinética de produccion de PHB. Los cultivos liquidos se incubaron a 37
°C (para preinéculos) o 30 °C (para la cinética) a 200 rpm por 12-24 horas. Las
concentraciones de antibioticos utilizadas para E. coli fueron: tetraciclina 15 ug / mL
(Tc15) y kanamicina 30 ug / mL (Km30).

7.2 Cepas bacterianas, plasmidos y oligonucleétidos

Las cepas y los plasmidos utilizadas en este trabajo se enlistan en la Tabla 1.

Tabla 1. Cepas y plasmidos utilizados en este trabajo.

Nombre Genotipo/caracteristicas Referencia

Cepas

Azotobacter vinelandii

ATCC® 13705™
OoP Cepa silvestre, Nal30 (Bush & Wilson,
1959)

Derivada de la OP, porta una insercién del casete de
OP-34710 Km en el gen avin_34710 en direccién opuesta al Este trabajo
sentido de la transcripcion, Km3

E. coli
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DH5a

BL21-DE3

ArcticExpress (DE3)

BLPET

BL10E

BL20E

BL10-20E

ArpET

Ar10E

BL21/phbBAC

BACpET

BAC10

BAC20

BAC1020

SupE44 AlacU169 hsdR17 recA1 endA1 gyrA96 thi-1
relA1. Utilizada como reservorio de plasmidos

F-ompT hsdSB (remg’) gal decm rne131 (DE3).
Utilizada para la expresion de proteinas

E. coliB F-ompT hsdSB (rs'mg") dcm* Tetr gal A(DE3)
endA Hte [cpn10 cpn60 Gentr], Gm20. Utilizada para
la expresion de proteinas con problemas de
plegamiento

Derivada de la cepa BL21 (DE3); porta el plasmido
pET24a(+) vacio, Km30. Utilizada como control de
expresion

Derivada de la cepa BL21 (DE3); porta el plasmido
pET34710E, Km30. Utilizada para la expresion de
Avin34710

Derivada de la cepa BL21 (DE3); porta el plasmido
pET34720E, Km30. Utilizada para la expresion de
Avin34720

Derivada de la cepa BL21 (DE3); porta el plasmido
pET10-20E, Km30. Utilizada para la expresién de
Avin34710 y Avin34720

Derivada de la cepa ArcticExpress (DE3); porta el
plasmido pET24a(+) vacio, Gm20Km30. Utilizada
como control de expresion

Derivada de la cepa ArcticExpress (DE3); porta el
plasmido pET34710E, Gm20Km30. Utilizada para la
expresion de Avin34710

Derivada de la cepa BL21 (DE3); porta el plasmido
pMPMT6/phbBAC, Tc15. Utilizada para la produccion
de PHB

Derivada de la cepa BL21 (DE3); porta los plasmidos
pMPMT6/phbBAC y pET24a(+) vacio, Tc15Km30.
Utilizada como control para el ensayo de degradacion
de PHB in vivo

Derivada de la cepa BL21-DE3; porta los plasmidos
pMPMT6/phbBAC y pET34710E, Tc15Km30. Utilizada
para la expresion de Avin34710 en el ensayo de
degradacion de PHB in vivo

Derivada de la cepa BL21-DE3; porta los plasmidos
pMPMT6/phbBAC y pET34720E, Tc15Km30. Utilizada
para la expresion de Avin34720 en el ensayo de
degradacion de PHB in vivo

Derivada de la cepa BL21-DE3; porta los plasmidos
pMPMT6/phbBAC y pET10-20E, Tc15Km30. Utilizada
para la expresion de Avin34710 y Avin34720 en el
ensayo de degradacion de PHB in vivo

Invitrogene

Invitrogene

Agilent

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Plasmidos
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pJET1.2/blunt

pET24a(+)

pPMPM-T6Q

pBSL99-Km

pJG34710

pJG34710km

pJET34710E

pJET34720E

pET34710E

pET34720E

pET10-20E

pMPMT6/phbBAC

Vector de clonacion; Ap”

Vector de expresion; Km', etiqueta de histidinas para
el C-terminal, promotor inducible con IPTG

Vector de expresion; Tc', promotor inducible con
arabinosa

Plasmido usado para obtener el casete de Km'

Vector pJET1.2/blunt que contiene el gen avin_34710

Derivado de pJG34710, porta la mutacion
avin_34710::Km" no polar

Vector pJET1.2/blunt que contiene el gen avin_34710
amplificado con los oligonucleétidos EAv34710F y
EAv34710R

Vector pJET1.2/blunt que contiene el gen avin_34720
amplificado con los oligonucleétidos EAv34720F y
EAv34720R

Vector pET24a(+) que contiene el gen avin_34710
proveniente de pJET34710E, para expresar en E. coli
la proteina Avin34710

Vector pET24a(+) que contiene el gen avin_34720
proveniente de pJET34720E, para expresar en E. coli
la proteina Avin34720

Vector pET24a(+) que contiene los genes avin_34710
y avin_34720 provenientes de pET34710E y
pET34720E, para expresar en E. coli las proteinas
Avin34710 y Avin34720

Vector pMPM-T6Q que contiene el operdn biosintético
de PHB de A. vinelandii

Thermo Fisher
Scientific

Novagen

(Mayer, 1995)

(Alexeyev et al.,
1995)

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Este trabajo

Los oligonucleétidos utilizados en este trabajo se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Secuencia de oligonucleétidos utilizados en este trabajo.

Oligos Secuencia Sitio de restriccion Funcién
Av34710F 5-ATG CTG CTC AGC GTC GCC AGC GCC Ninguno Amplificacién del
GAA GCC-3 gen avin_34710
5-TCA GGA TCG GGG CTC GGC AAG GCG . para generacion de
Av34710R GGC GAT-3" Ninguno mutante
EAV34710F 5-ACG CAT ATG CTG CTC AGC GTC GCC AG- Ndel Amplificacion del

3

gen avin_34710
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. para expresion
5-ATT CGC GGC CGC GGA TCG GGG CTC .
EAv34710R GGC AAG-3’ Notl heterolcogl;a en E.

EAV34720F  5'-TCG CAT ATG GAT GCC GAC ACC GCG-3 Ndel Amplificacion del
gen avin_34720

para expresion
5°-TTG CTC GAG AGC GCC GCT GTC CTT

= heteréloga en E.
EAv34720R cCe-3° Xhol o 3”
phbB_EcoRI_FW 5-GAC GAA TTC ATG AGC ATT CAA CGA A-3’ EcoRl Amplificacion del
operoén biosintético
de PHB para
phbC_Hindlll_RV 5°-ACA AGC TTT TTA ACA GCC TCT AGT G-3° Hindlll expresion

heteréloga en E.
coli

7.3 Técnicas de biologia molecular
7.3.1 Extraccion de ADN cromosomal de A. vinelandii

Para amplificar los genes phbBAC (para su expresion y produccion de PHB en
E. coli BL21 (DE3)), avin_34710 y avin_34720 (para su expresion en E. coli BL21
(DE3), ArcticExpress (DE3) y construccion de mutante), primero se extrajo el ADN
cromosomal de la cepa A. vinelandii OP mediante la técnica de fenol-cloroformo-
alcohol isoamilico. Se colectaron células de la cepa OP crecidas en BS (30 °C /200
rom / 24 h), fueron lavadas con amortiguador TE 50 / 20 (50 mM de Tris-HCI, 20
mM de EDTA pH 8) y resuspendidas en 450 yL de este mismo amortiguador.
Posteriormente, se agregaron 50 pL de lisozima (10 mg / mL) y se incubd a 37 °C
por 30 minutos; en seguida se agregaron 50 uL de proteasa (10 mg/ mL) y se incubd
a 37 °C por 30 minutos. Después se agregaron 50 yL de SDS 10 % y se incubd a
37 °C por 15 minutos. Luego, se agregaron 100 uL de NaCl 5M, se mezcld y se
incubd a 65 °C por 10 minutos. Se anadieron 80 pL de solucién caliente de CTAB
10 % (bromuro de hexadeciltrimetilamonio) NaCl 0.7 M y fue incubada a 65 °C de
15 a 20 minutos. Una vez terminado el tiempo de incubacion, se realizé la extraccion
con 1 volumen de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1, seguida de la extraccion con
1 volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (1 volumen de fenol saturado mas
1 volumen de cloroformo- isoamilico 24:1), y una ultima extraccién con 1 volumen
de cloroformo-alcohol isoamilico 24:1. Posteriormente se agregaron 600 pL de
isopropanol y se centrifugd a 16060 g durante 15 minutos para recuperar las hebras
de ADN, las cuales se lavaron 3 veces con 1 mL de etanol 70 %. Por ultimo, se dejo
secar la pastilla y se le agregaron 30 yL de RNAsa (20 ug / mL).

7.3.2 Extracciéon de ADN plasmidico

La técnica del perclorato fue utilizada para la extraccion de ADN plasmidico.
Se partié de una pastilla celular de un cultivo saturado, se resuspendié con 175 pL
de TES (sacarosa 15 %, TROS 50 mM pH 8.5 y EDTA 50 mM pH 8), se le agregaron
25 pL de lisozima (10 mg / mL) y se incubd en hielo por 20 minutos. Después se le
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agregaron 400 yL de agua helada y se incub6é a 73 °C durante 15 minutos.
Transcurrido este tiempo, se centrifugé a 16060 g por 15 minutos, se descarto la
pastilla de restos celulares con un palillo, se le agregaron 60 uL de NaClO4
(perclorato de sodio) 5M y 600 uL de isopropanol, se mezcld y se centrifugd a 16060
g por 15 minutos. Por ultimo, se lavé la pastilla con etanol 70 %, se dejo secar y se
le agregaron 50 L de RNAsa (20 ug / mL).

7.3.3 Preparacion de células competentes

Para las transformaciones de las cepas de E. coli, se prepararon células
competentes mediante el método de CaClz. Se inocularon 5 mL de medio LB y se
incubaron a 37 °C de 16 a 20 horas. Con 1 mL de este cultivo se inocularon 100 mL
de LB y se incubaron a 37 °C durante aproximadamente 3 horas, hasta llegar a una
DOsoonm de 0.4-0.5. Transcurrido este tiempo, se colectaron las células por
centrifugacion (2025 g/ 10 min), se resuspendieron en 30 mL de CaCl2 0.1 M frio y
se incubaron en hielo por 15 minutos. Después se centrifugaron las células a 1523
g por 10 minutos a 4 °C. Por ultimo, se resuspendio la pastilla celular con 2 mL de
una solucion fria de CaCl2 0.1 M, 14 % de glicerol, por cada 50 mL de cultivo original.

Para la construccion de la mutante OP-34710 se prepararon células
competentes de la cepa A. vinelandii OP. Se sembraron las células en medio CM
sélido y se incubaron a 30 °C durante 48 horas. Después se resembraron
nuevamente en medio CM sodlido y se incubaron a 30 °C por 15 horas. Se
recolectaron y lavaron las células en 30 mL de MgSO4 10 mM. Por ultimo, se
resuspendieron las células en 1 mL de medio CM MgSQO4 32mM.

7.3.4 Transformacion

Para la transformacion de las cepas de E. coli se mezclaron 0.1 ug de ADN
con 100 pL de células competentes, se incubaron en hielo por 30 minutos y después
se les dio un choque de calor a 42 °C durante 2 minutos. Luego se le agregd 1 mL
de LB sin antibidtico y se incubo a 37 °C por 1 hora con agitacion. Por ultimo, se
sembraron 100 pL de la mezcla en LB sdlido con el antibiético correspondiente.

Para transformar células de A. vinelandii se tomaron 100 uL de células
competentes y se le agregaron 5 ug de ADN. Se coloco esta mezcla en medio CM
sélido y se incubd a 30 °C por 24 horas. Por ultimo, se recogieron las células en 1
mL de medio BS y se sembraron 100 yL en medio BS sdlido con el antibiético
correspondiente.

7.4 Cuantificacion de la concentraciéon de proteinas totales.

El crecimiento de las diferentes cepas se cuantifico mediante la determinacion
de proteinas totales por el método de Lowry y colaboradores (1951). Se centrifugd
1 mL del cultivo a 16060 g, se desecho el sobrenadante y la pastilla se lavé con 1
mL de MgSOs 10mM. Las células se resuspendieron en agua estéril, de este
volumen se tomaron 200 uL (este volumen varié de acuerdo con la concentracion
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de proteinas en la muestra). Posteriormente, se afiadié 1 mL de solucion reactiva
(49 mL de Na2CO3 2 % en NaOH 0.1 N, 0.5 mL tartrato de sodio y potasio 2 % y 0.5
mL CuSOa4 1 %) y se dejé reposar por 10 minutos. Después, se agregd 100 uL de
reactivo de Folin-Ciocalteau (dilucion 1:2 de agua) y se dejo reposar por 30 minutos.
Por ultimo, se leyo la absorbancia a 625 nm (Lowry et al., 1951). A la par, se realizé
una curva de calibracion de albumina 1 mg / mL sometiéndola al mismo tratamiento
de las muestras.

7.5 Cuantificacion de la concentracion de PHB

Para conocer el contenido de PHB de las células, se utilizé el método
espectrofotométrico de Law y Splecky (1960), que se fundamenta en la conversion
del biopolimero en acido crotonico. Primero, se centrifugd 1 mL del cultivo a 16060
g, se desechd el sobrenadante, la pastilla se lavé con 1 mL de MgSO4 10mM, se
centrifugd a 16060 g/ 5 min y se deseché el sobrenadante. Después se agrego 1mL
de hipoclorito de sodio comercial diluido al 30 % (concentracion final aproximada 2
%), se resuspendieron las células y se incubaron a 30 °C por 1 hora. Luego se
centrifugaron las células y se decanto el sobrenadante, se lavaron con agua y se
volvieron a centrifugar. Se le afiadidé 1 mL de etanol absoluto, se centrifugd y decanto
el sobrenadante. Posteriormente, la pastilla se lavdo con 1 mL de acetona y se
centrifugd por 3 minutos, se decanto el sobrenadante y se dejo secar la muestra. Al
PHB obtenido se le adicioné 1 mL de acido sulfurico concentrado para disolverlo y
se calent6 a 95 °C / 10 min. Por ultimo, se realizaron diluciones con acido sulfurico
concentrado, segun el contenido de PHB, para leer la muestra a 235 nm utilizando
una celda de cuarzo y acido sulfurico concentrado como blanco. Los resultados de
la cuantificacion de PHB se obtuvieron con la ecuacién de Lambert-Beer (Alonso
et al., 2009):

A=>ClI
donde:
A = absorbancia
C = concentracion (ug/mL)
Y. = coeficiente de extincion molar del acido croténico (15600 M-'cm-")
| = longitud de la celda (1 cm)
7.6 Construccion de la mutante OP-34710

Para analizar la actividad de PHB depolimerasa de la proteina Avin34710, se
realizd una mutante en la que se interrumpid el gen avin_34710 por medio de un
casete de resistencia a kanamicina del plasmido pBSL99-Km (Alexeyev et al., 1995)
(Tabla 1). Se amplificd el gen avin_34710 a partir de la cepa A. vinelandii OP
mediante la técnica de PCR (Polymerase Chain Reaction) con la enzima de Thermo
Scientific Phusion High-Fidelity DNA Polymerase. Los oligonucleétidos utilizados
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fueron Av34710F y Av34710R (Tabla 2). Posteriormente, se verificd el producto de
PCR mediante una electroforesis en gel de agarosa 1 % y se purificé el fragmento
de ADN correspondiente al gen avin_34710 con el kit GeneJET Gel Extraction de
Thermo Scientific, siguiendo la metodologia dada por el proveedor. Después, el gen
fue clonado en el vector pJET1.2 (Tabla 1) linealizado con la enzima EcoRV
(Thermo Scientific). El plasmido fue digerido con Bglll (Thermo Scientific) para
comprobar que la clonacién fue adecuada. El plasmido resultante (llamado
pJG34710, Tabla 1) se mandd a secuenciar para verificar que el gen no tuviera
mutaciones.

A continuacion, se insert6 un casete de resistencia a kanamicina del plasmido
pBSL99-Km (Alexeyev et al., 1995) (Tabla 1) a pJG34710 en el sitio Stul (que se
encuentra dentro del gen avin_34710); el plasmido resultante se llamod
pJG34710Km (Tabla 1). pJG34710Km se linealiz6 digiriendo con Pmel y con él se
transformaron células competentes de A. vinelandii OP. Por ultimo, se seleccionaron
las colonias resistentes a kanamicina 3 ug / mL y sus genotipos fueron verificados
por PCR con los oligonucleétidos Av34710F y Av34710R. La cepa resultante fue
llamada OP-34710 (Tabla 1).

7.7 Cinética de produccion de PHB de la cepa silvestre OP y la mutante
OP-34710

Para caracterizar a la mutante OP-34710, se analiz6 su crecimiento y
produccion de PHB, tanto en medio liquido como en sélido. Primero, se sembrd una
caja de PY sacarosa al 2 % con la cepa mutante OP-34710 y la silvestre OP a 30
°C / 72 h. Se recolectaron las células en 2 mL de agua estéril y se homogenizaron
(1 mL fue utilizado para la cuantificacion de la concentracién de PHB y el otro para
la cuantificacion de la concentracion de proteinas totales).

Para la cinética en medio liquido, se inicié con un preinéculo de las cepas OP
y OP-34710 crecidas a 30 °C / 18 h en medio BS con sus antibidticos (acido
nalidixico 30 ug / mL y kanamicina 3 ug/ mL, respectivamente). Con este preindculo,
se inoculé en matraces de 250 mL con 50 mL de Burk Glucosa 30mM hasta alcanzar
una DOsoonm de 0.1. El cultivo se incubd a 30 °C / 96 h / 200 rpm. Se tomaron
muestras a las 48, 60, 72 y 96 horas para la posterior cuantificacion de la
concentracion de proteinas totales y PHB.

7.8 Construcciéon de las cepas de expresion BLpET, BL10E, BL20E,
BL10-20E, ArpETy Ar10E

Para el estudio del efecto de las proteinas Avin34710 y Avin34720 en la
degradacion de PHB in vitro, se construyeron las cepas de expresion BLpET,
BL10E, BL20E, BL10-20E, ArpET y Ar10E. Se amplificaron los genes avin_34710y
avin_34720 usando los oligonucleotidos EAv34710F y EAv34710R, EAv34720F y
EAv34720R, que contaban con los sitios de restriccion Ndel, Notl, Ndel y Xhol,
respectivamente (Tabla 2), y se clonaron en el plasmido pJET2.1 linealizado con la
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enzima EcoRV; con esto se obtuvieron los plasmidos pJET34710E y pJET34720E
(Tabla 1). Posteriormente, los plasmidos pJET34710E y pJET34720E se digirieron
con las enzimas Ndel / Notl y Ndel / Xhol, respectivamente. Las digestiones se
analizaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 % y se purificaron los
fragmentos correspondientes a los genes avin_34710y avin_34720 a partir del gel
de agarosa, utilizando el kit de extraccién de gel (Thermo Scientific GeneJET Gel
Extraction Kit). Los fragmentos resultantes se ligaron al vector de expresién pET24a
(Tabla 1), utilizando la enzima T4 ADN ligasa de Thermo Scientific. Luego, se
transformaron células competentes de E. coli DH5a con las mezclas de ligaciones;
con esto se obtuvieron los plasmidos pET34710E y pET34720E (Tabla 1), los cuales
fueron digeridos con las enzimas Ndel / Notl y Ndel / Xhol, respectivamente, y se
verificaron las digestiones por electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Por ultimo,
los plasmidos que dieron el patrén de bandeo adecuado fueron secuenciados para
verificar que los genes no tuvieran mutaciones.

Para tener una cepa que expresara tanto la proteina Avin34710 como la
Avin34720, se construyd el plasmido pET10-20E (Tabla 1). Para ello, se digirieron
los plasmidos pET34710E y pET34720E con las enzimas Xbal / Styl y Xbal,
respectivamente, y las digestiones se analizaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1 %. Después, los extremos de los fragmentos se rellenaron con la
enzima Klenow (Thermo Scientific), se ligaron los fragmentos con la enzima T4 ADN
ligasa (Thermo Scientific) y se transformaron células competentes de E. coli DH5a
con la mezcla de ligacion. Por ultimo, se seleccionaron las colonias candidatas que
crecieran en LB kanamicina 30 ug / mL y se verificaron por patrones de digestion
enzimatica con Ndel.

Una vez obtenidos los plasmidos pET24a, pET34710E, pET34720E y pET10-
20E, se transformaron en las cepas de expresion E. coli BL21-DE3 y E. coli
ArcticExpress (DE3) (Tabla 1), para la posterior purificacion de Avin34710 y
Avin34720, y utilizaciéon en el ensayo de degradacion de PHB in vitro. Para esto,
células competentes de E. coli BL21 (DE3) fueron transformadas con los plasmidos
pET24a, pET34710E, pET34720E y pET10-20E. Las cepas resultantes fueron
llamadas BLpET (pET24a), BL10E (pET34710E), BL20E (pET34720E) y BL10-20E
(PET10-20E) (Tabla 1). Por otra parte, células competentes de E. coli ArcticExpress
(DE3) fueron transformadas con los plasmidos pET24a y pET34710E. Las cepas
resultantes fueron llamas ArpET (pET24a) y Ar10E (pET34710E) (Tabla 1).

7.9 Obtencidén de extractos proteicos totales de las cepas de expresion
BLpET, BL10E, BL20E, BL10-20E, ArpET y Ar10E

Para el estudio de degradacion de PHB in vitro se indujo la expresion de las
proteinas recombinantes Avin34710 y Avin34720 a partir de los plasmidos de
expresion. Con cada cepa se inocularon 6 mL de medio LB con sus respectivos
antibidticos y se cultivaron a 37 °C / ON / 250 rpm. Se tom6 1 mL de estos cultivos
para inocular un matraz de 250 mL con 50 mL de medio LB con sus respectivos
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antibiéticos y se incubaron a 37 °C / 250 rpm hasta alcanzar una DOgoonm de 0.4-0.7
(aproximadamente 1 h 45 min). A partir de este paso, se utilizaron diferentes
estrategias en las distintas cepas de expresion para poder obtener las proteinas
solubles.

Cuando los cultivos de las cepas BLpET, BL10E, BL20E, BL10-20E
alcanzaron una DOeoorm de entre 0.4-0.7 se anadid IPTG (Isopropil-B-D-1-
tiogalactopirandsido) a una concentracion final de 0.25 mM y se incubaron a 30 °C
/5 h /200 rpm. Posteriormente, se obtuvieron las pastillas celulares de los cultivos
inducidos, se resuspendieron en 2 mL de amortiguador de lisis (NaH2PO4 50 mM,
NaCl 300 mM, imidazol 10 mM, sarcosil 1 %, pH8) y 160 pyL de inhibidor de
proteasas (cOmplet, Roche). Las células se lisaron con el sonicador Virsonic 60
dando tres pulsos de 15 segundos cada uno, dejando reposar 1 minuto entre cada
pulso. El lisado celular se centrifugé a 16060 g / 15 min / 4 °C y se separé el
sobrenadante (fraccion soluble) de la pastilla celular (fraccidn insoluble).

Otra estrategia de expresion llevada a cabo para las cepas ArpET y BL20E fue
afiadir IPTG a una concentracion final de 0.4 mM e incubar a 30 °C (18 °C para el
caso de las cepas ArpET) / 4 h / 200 rpm. Se obtuvieron las pastillas celulares
centrifugando a 6201 g durante 7 minutos y se resuspendieron en 10 mL de
amortiguador de lisis (Tris-HCI 150 mM, NaCl 100 mM, DTT 1 mM y EDTA 1mM,
pH 6.5) por cada gramo de pastilla celular. Las células se lisaron durante 10
segundos a una potencia de entre 8 y 12 watts, dejando descansar 10 segundos
por 6 minutos. Después, se centrifugé a 16060 g / 15 min / 4 °C y se separo el
sobrenadante de los restos celulares.

Para la cepa Ar10E se siguid otra estrategia de expresion, dadas las
condiciones de crecimiento que tiene la cepa ArcticExpress (DE3). La expresion de
la proteina recombinante se indujo con 0.25 mM de IPTG (concentracion final) y el
cultivo se crecio a 18 °C / 16 h / 200 rpm. Se obtuvo la pastilla celular y se
resuspendié en 10 mL de amortiguador de lisis (amortiguador de fosfatos 100 mM,
NaCl 50 mM, DTT 1 mM y PMSF 2mM, pH 6) por cada gramo de pastilla celular.
Finalmente, se sonicd y se separd el sobrenadante de la pastilla celular como se
explico en el parrafo anterior.

7.10 Electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE, sodium
dodecyl sulfate polyacrylamide gel electroforesis)

Como método de comprobacién de la expresion y purificacion de proteinas se
utilizé la electroforesis en gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE). Primero, se
agrego tampon de carga (Tris-HCI 0.5 mM pH 6.8, SDS, glicerol, B-mercaptoetanol
y azul de bromofenol) a las muestras, se calentaron a 95 °C durante 10 minutos y
se cargaron en un gel de poliacrilamida al 12 % (1.6 mL de agua, 2 mL de
poliacrilamida al 30 %, 1.3 mL de Tris 1.5 M pH 8.8, 50 uL de SDS 10 %, 50 yL de
persulfato de amonio 10 % y 2 uyL de TEMED). Una vez cargadas las muestras en
el gel, se realiz6 una electroforesis a 100 volts durante 1 hora 30 minutos en
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amortiguador 1X de Tris Base, glicina, SDS 10 % y agua. Transcurrido este tiempo,
el gel se tifo por 20 minutos con una mezcla de azul de Coomassie R-250, glicina,
SDS 10 % y agua. Por ultimo, se destifio el gel con una mezcla de metanol, acido
acético y agua.

7.11 Purificacion de proteinas por columna de niquel

Para el estudio de degradacion de PHB in vitro se purificaron las proteinas
Avin34710 y Avin34720 a partir de los sobrenadantes recolectados después de
sonicar. Primero, se agregaron 2 mL de resina a una columna de purificacion de
niquel, lavada con 10 volumenes de agua y equilibrada con 4 volumenes de
amortiguador de lisis (el amortiguador de lisis cambi6 dependiendo de la proteina).
Se coloco la fraccion soluble de las muestras en la columna y se incubé a 4 °C / 30
min. Posteriormente, se realizaron una serie de eluciones con amortiguador de lisis
aumentando las concentraciones de imidazol en un rango de 10 a 500 mM. Cada
elusién fue colectada en tubos Falcon de 15 mL. Finalmente, las fracciones se
resolvieron en un SDS-PAGE y se cuantifico la concentracidon de proteinas mediante
una curva de lisozima en SDS-PAGE.

7.12 Cuantificacién de proteinas en SDS-PAGE por curva de lisozima

Para saber la concentracion de la proteina Avin34710 en una mezcla de
proteinas, se realizdé una cuantificacion en SDS-PAGE con una curva de lisozima.
Primero, se prepar6 un SDS-PAGE al 15 % (1.1 mL de agua, 2.5 mL de
poliacrilamida al 30 %, 1.3 mL de Tris 1.5 M pH 8.8, 50 uL de SDS 10 %, 50 yL de
persulfato de amonio 10 % y 2 yL de TEMED) y se prepararon stocks de lisozima
de 0.1, 0.2, 0.4, 0.6, 0.8 y 10 ug / pyL. Se tomaron 10 yL de cada stock y se le
agregaron 5 yL de amortiguador de carga (Tris-HCI 0.5 mM pH 6.8, SDS, glicerol,
B-mercaptoetanol y azul de bromofenol). Por otra parte, se tomaron 30 pL de
muestra, se le agregd 10 pL de agua y 10 uL de amortiguador de carga. En el gel
se cargo la curva de lisozima y 25 uL de la mezcla de la muestra, y se realizé una
electroforesis a 100 volts. Después, se tiid el gel con una mezcla de azul de
Coomassie R-250, glicina, SDS 10 % y agua, y se destifié con agua caliente.
Posteriormente, se escaneo el gel y con el programa Image Studio Lite se obtuvo la
ecuacion de la recta correlacionando los pixeles con la concentracion de lisozima, y
se determiné la concentracion de la proteina deseada.

7.13 Renaturalizacién de proteinas por dialisis

Para obtener una mayor cantidad de la proteina Avin34710 pura y soluble para
el estudio de degradacion de PHB in vitro, se renaturalizé la proteina mediante una
didlisis. La pastilla celular con la proteina ya inducida se resuspendié en 10 mL de
amortiguador de lisis (amortiguador de fosfatos 100 mM, NaCl 50 mM y urea 8 M,
pH 6) por cada gramo de pastilla, se sonicé y se separ6 el sobrenadante de los
restos celulares. Posteriormente, el sobrenadante se paso por una columna de
niquel para purificar la proteina y la elucion fue colocada en una membrana de
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celulosa. Después, la membrana se colocé en una probeta con amortiguador de lisis
a 4 °C en agitacién con una mosca magnética y se le fue adicionando cada hora un
volumen de amortiguador # 2 (amortiguador de fosfatos 100 mM y NaCl 50 mM, pH
6) requerido para que la concentracion de urea fuera disminuyendo de 0.5 en 0.5
M. Una vez que la concentracion de urea llegd a 0.5 M, se agrego un volumen de
amortiguador # 2 requerido para que la concentracion disminuyera de 0.1 en 0.1 M,
hasta llegar a una concentracién de urea de 0.1 M. Luego, se desechd el
amortiguador de la probeta para sustituirlo por el amortiguador # 3 (amortiguador de
fosfatos 100 mM, NaCl 50 mM y DTT 1 mM, pH 6) y se dej6 en agitacion por 1 hy
se colect6 la muestra de la membrana de didlisis (con una concentracion de urea
de 0.0023 M).

7.14 Purificacién de granulos nativos de PHB de E. coli

Para realizar el estudio de degradacion de PHB in vitro se purificaron granulos
nativos de PHB. Los granulos fueron obtenidos de la cepa de E. coli BL21/phbBAC
(Tabla 1), que porta un plasmido que contiene el operdn biosintético de PHB de A.
vinelandii, y con un promotor inducible por arabinosa.

Se partié de un preindculo de la cepa BL21/phbBAC crecido durante la noche
en medio LB suplementado con 2 % de glucosa y tetraciclina 15 ug / mL. Con este
preindculo, se preparé un cultivo en medio LB glucosa 2 %, con una DOeoonm inicial
de 0.1, y se cultivo a 37 °C / 24 h / 200 rpm. El cultivo se centrifugd para obtener la
pastilla celular, y fue resuspendida en 3 mL de TRIS-HCI 50mM pH7.5. Las células
fueron lisadas utilizando la prensa French a una presion de 900 psi en tres
ocasiones. El extracto celular fue colocado en un gradiente discontinuo con 87 %y
50 % de glicerol en amortiguador y se centrifugé utilizando una ultracentrifuga Ultra-
Clear (Beckman) a 68589 g / 4 °C / 40 min. Los granulos se recuperaron de la
interfaz; se colocaron en otro gradiente con 87, 80, 60 y 40 % de glicerol y se
centrifugaron bajo las mismas condiciones. Por ultimo, se recuperaron los granulos
y se almacenaron a 4 °C (Handrick et al., 2000).

7.15 Generacion de granulos artificiales

También para el estudio in vitro de la actividad de degradacién de PHB, se
prepararon granulos artificiales de PHB. Se disolvié en cloroformo el PHB cristalino
comercial y el PHB cristalino extraido de la cepa A. vinelandii OP, en una relacion
150 mg de PHB por cada mililitro de cloroformo. La mezcla se calenté a 65 °C hasta
que el PHB estuviera disuelto. Se agregaron 20 volumenes de una solucion de
bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 50 mM como agente surfactante y se
sonicd durante 10 segundos a una potencia de entre 8 y 12 watts, dejando
descansar 10 segundos, por un tiempo total de 3 minutos. Se dejé reposar hasta
que se formaron dos fases, se traspasé la fase superior a otro tubo y se calenté a
75 °C para evaporar el cloroformo (Horowitz & Sanders, 1994). Finalmente, los
granulos artificiales fueron almacenados a temperatura ambiente.
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7.16 Estudio de degradacién de PHB in vitro

Para medir la actividad in vitro de la proteina Avin34710 expresada en E. coli,
se realizé un ensayo turbidimétrico de degradacién de PHB amorfo y cristalino a
DOeoonm. En una placa de 96 pozos se coloco la mezcla de reaccion del ensayo que
contenia 20 ug de proteina, 70 pg de sustrato (granulos artificiales, granulos
provenientes de E. coli y PHB cristalino) y amortiguador Tris-HCI 50 mM pH 7.5, en
un volumen total de 300 pL. Se tomd lectura a 600 nm cada 5 minutos durante 150
minutos en el lector de placas Synergy H1.

7.17 Estudio de la produccién de PHB in vivo en E. coli

Para medir la actividad in vivo de las proteinas Avin34710 y Avin34720, se
generaron diversas cepas de E. coli que produjeran PHB y ademas expresaran las
proteinas Avin34710, Avin34720 y ambas. Se obtuvieron células competentes de la
cepa productora de PHB, BL21/phbBAC (Tabla 1), que tiene el plasmido
pMPMT6/phbBAC que contienen los genes para la sintesis de PHB.
Posteriormente, estas células fueron transformadas con los plasmidos pET24a,
pET34710E, pET34720E y pET10-20E y se seleccionaron colonias resistentes a
tetraciclina 15 pg / mL y kanamicina 30 yg / mL. Las cepas resultantes fueron
llamadas BACpET, BAC10, BAC20 y BAC1020 (Tabla 1).

Para iniciar el estudio de produccién de PHB en E. coli, se crecieron las cepas
BACpET, BAC10, BAC20 y BAC1020 en 6 mL de medio LB con tetraciclina 15 ug /
mL y kanamicina 30 ug / mL a 37 °C / ON / 200 rpm. De este cultivo se tomaron 2
mL para inocular matraces de 250 mL con 50 mL de LB 2 % de glucosa, y fueron
incubadas a 30° C / 200 rpm hasta alcanzar una DOeoonm de 0.5-0-7
(aproximadamente 4 horas). Después, se afnadié arabinosa (para la induccién de
los genes phbBAC para sintetizar PHB) a una concentracién final de 10 mg / mL y
se continué incubando a 30 °C / 8 h / 200 rpm. A continuacion, se anadio IPTG a
una concentracion final de 0.5 mM para inducir la expresién de los genes
avin_34710 y avin_34720 y se sigui6é incubando a 30 °C / 200 rpm hasta las 25
horas. Se tomaron 2 mL de muestra a lo largo del ensayo para cuantificar proteina
y PHB.
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8. RESULTADOS Y DISCUSION

La sintesis de PHB y su regulacion en A. vinelandii es muy conocida
(Castarfieda et al., 2000; Hernandez-Eligio et al., 2011, 2012; Manzo et al., 2011;
Noguez et al., 2008; Peralta-Gil et al., 2002; Segura & Espin, 2004; Segura & Espin,
1998); no obstante, sobre la degradacién y su control se conoce poco. En nuestro
grupo de investigacion se identificaron siete genes de PHB depolimerasas
hipotéticas. Uno de estos genes, avin_34710, se encuentra entre los genes de una
amianocil-ARNt hidrolasa y avin_34720, que codifica para una proteina hipotética
(Figura 10) y se localiza en el granulo de PHB de A. vinelandii (Yanajara, 2012).

Aminoacil-ARNt Proteina
hidrolasa hipotética
Avin34690 (Avin34730

L " :HI 1l ]
I I il
416 pb 1017 pb 30 pb 624 pb 266 pb

Figura 10. Contexto genético de avin_34710 en A. vinelandii. El gen avin 34710 mide 1017 pb. Rio arriba de
avin_34710 se localiza el gen que codifica para una aminoacil-ARNt hidrolasa y rio abajo esta el gen avin 34720 que
codifica para una proteina hipotética. El espacio entre avin 34710y avin_34720 es de 30 pb, lo que sugiere que se
expresan en operon.

Cabe mencionar que el espacio entre ambos genes es pequefio (30 pares de
bases), por o que es probable que avin_34710 y avin_34720 se expresen en
operdn. Se realiz6 un andlisis in silico de la region intergénica de los genes
avin_34710 y avin_34720 para buscar posibles promotores (www.softberry.com).
Los resultados mostraron que no hay un promotor en esa region (aunque el
programa predijo un posible promotor dentro del gen avin_34710). Ademas, un
analisis usando la herramienta del sitio web de RSAT Prokaryotes
(https://embnet.ccg.unam.mx/rsat/infer-operons_form.cgi), predijo un posible
operon con los dos genes. No obstante, no se tiene evidencia experimental que
apoye los resultados in silico, como una RT-PCR.

Avin34710 tiene similitud de secuencia con depolimerasas ya caracterizadas.
El analisis comparativo de las secuencias proteicas mostré una identidad
aproximada del 33 % con la depolimerasa intracelular PhaZ1rw de R. rubrum, y dos
depolimerasas extracelulares, PhaZ de Schlegelella sp. KB1a y PhaZpw, de P.
funiculosum (Figura 11). PhaZ1rn es una PHB depolimerasa periplasmica
especifica para PHA amorfo de cadena corta, como el PHB nativo, PHB artificial y
ésteres oligoméricos de R3HB con 3 o mas unidades de 3HB (Handrick et al., 2004).
Las PHAs depolimerasas PhaZ de Schlegelella sp. KB1la y PhaZpw, son
extracelulares, especificas para PHA cristalino de cadena corta (Hisano et al., 2006;
Kasuya et al., 2007; Romen et al., 2004). Ademas, estas PHA depolimerasas tienen
una secuencia tipica de péptido senal en el extremo N del polipéptido, caracteristica
que no tiene Avin34710. La depolimerasa Avin34710 tiene, al igual que las otras
PHA depolimerasas, un dominio catalitico de tipo Il (Jendrossek & Handrick, 2002).
En el analisis de la secuencia proteica de Avin34710 usando la herramienta
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bioinformatica Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), se encontraron
dominios conservados de la superfamilia a/f hidrolasas, que abarca, entre otras
familias, a la familia de las PHB depolimerasas, y se caracterizan por tener una
triada catalitica que contiene a los aminoacidos serina (S), glutamato o aspartato (D
o E), e histidina (H) (Jendrossek & Handrick, 2002) (Figura 12). En la secuencia de
aminoacidos de Avin34710 se identificaron a los aminoacidos de la triada catalitica
(serina, glutamato e histidina) y una histidina que podria ser el oxianion, asi como
una caja lipasa, que es una secuencia de aminoacidos (Gly-Xaa1-Ser-Xaaz-Gly) que
forma parte de la triada catalitica, presente en muchas PHB depolimerasas
(Jendrossek & Handrick, 2002).

A. vinelandii Avin34710 = ——==————————mn MLLSVASAEAQTVKLPACGAEIRKTSVSGISBGAFMTSQLYVAFSE 46
R. rubrum PhaZ1g,, -MR--AFCRFVGAALLLVGLAGPAWADSLPKLAIDADHVTVSGISBGAYMANQFHVAHSA 57
Schlegelella sp. KB1a PhbZ -MRSIRLKRLIAAVALGGAAAATQAASPLPRLNVDKTQISVSGISAGGFMANQLGYAYSG 59
P. funiculosum PhaZe, MFDSVKIAWL---VAL---GAAQVAATALPAFNVNPNSVSVSGISFGGYMAAQLGVAYSD 54
* . * %k : :***:*:*_:*: *: *‘*
A. vinelandii Avin34710 IM-VGAGIVAGGPYLCAKSWAGNSLLVNAT----TTCMHPLTAGSGPNTPLLARYAATLA 101
R. rubrum PhaZA gy, RV-DGAGLVAGGLYGCAVSTVVNDKVMATASRALAHCMRQSAFL--ESADRFVGIARQLE 114
Schlegelella sp. KB1a PhbZ TF-MGVGIFAGGPYMCAGHSNYT——-—————om—— SCMYNATITSSMRSAMQA--SIDNW 104
P. funiculosum PhaZe, VFNVGFGVFAGGPYDCARNQYYT - ———mmmmmm e SCMYNGYPSIT---TPTA--NMKSW 97
* ok Se * k% * * % . * %
A. vinelandii Avin34710 EYGQIAPLKNLEDDRIYIFSGTHDEIVITTVVNQTREFFKAVGVPEASTR-———— YDRST 156
R. rubrum PhaZ 1z, RAGAIDALAGLRGDRVYLFTGEADI'VVGAKVVRTAAEALGTLGVTTTLVSSLOGTPGAGA 174
Schlegelella sp. KB1a PhbZ SGAHIDPKAHVANQRVFLFVGNYDI'TVGPNPMDAVHAQYQHNGVRRTAR -~~~ VRGRN 158
P. funiculosum PhaZey, SGNQIASVANLGQRKIYMWTGS DIF TVGPNVMNQLKAQLGNFDNSANVS - ————— YVTTT 151

* s i * * * "

A. vinelandii Avin34710 AAQARFLTD--DDTDTACALTRSPY INDCDFSQAGAILEQI YP-GLKSPARHRDDSLIAF 213
R. rubrum PhaZ1g,, KAGHRFLTP--DRGNAACSAEKSPFFNACRYDQAEAILKVLYGPSLAPPAPVLSGRLSRF 232
Schlegelella sp. KB1a PhbZ ST. FPTDFDATGNNACNSTASPYIANCGYDGAKAVLSRIYGTLQPRNDAPAGANYIEF 218
P. funiculosum PhaZpg, GA FPTDFNGAGDNSCSLSTSPYISNCNYDGAGAALKWIYGSLNARNTGTLSGSVLSF 211
* . * * H H * * % s * * * % . H * . *
A. vinelandii Avin34710 DQEEFIDSP---YTSMDDTAYAYVPTACRSGK-SCPVHVVFHGCRQGSHFIG--DQYYAR 267
R. rubrum PhaZA g, DQSAYVRGGNAIKASLWDEGLVYVPADCAAGA-ACRLHIAFHGCKQSDQVLGSAEKFWDL 291
Schlegelella sp. KB1a PhbZ DQTAFTNNP-———— GMASTGWVYVPANCAAGA-QCRLHVALHGCQQSTGHIG--DRFVKN 270
P. funiculosum PhaZgg, AQSGSYGAN=-==—~ GMDTTGYLYVPQSCASGATVCSLHVALHGCLQSYSSIG--SRFIQN 264
* .t * %k % * sk * sk skkk ok sk .

A. vinelandii Avin34710 TGYNRLAEANDLIMLYPQVRPSSA-~===~~~ SPLNPDGCWDFWGYSSPDSPTPDYFTRN 319
R. rubrum PhaZ1g, AGYNGWADTNHIVVLYPQARAIGATEGFPL--TAINPEGCWNWWGYGLDG----KFLGRE 345
Schlegelella sp. KB1a PhbZ TGYTRWADTNNIIVLFPQAKTDNTPRNTAASGMLPNPNACWDWVGWYGS ————— NFAQKT 325
P. funiculosum PhaZe, TGYNKWADTNNMIILYPQAIPDYTIHAIWNGGVLSNPNGCWDWVGWYGS - ===~ NADQIG 319

skk *gsk soskskk, : *kg kkgs kg
A. vinelandii Avin34710 APQLRATIHKMIARLAEPRS === === — oo o e e e e e 338
R. rubrum PhaZ1g,, GLQISAVNAMINALAGR===== = e e e e e e e e e e 362
Schlegelella sp. KB1a PhbZ GTQAAAIKAMVDHVASARPRLRLPAPTGVQTSGATSSSMVISWAAVQGAAGYNVYRDGTK 385
P. funiculosum PhaZgy, GVQMAAIVGQVKQIVSGFQG== === === mm m e e e e e e e 339

* * . . .

A. vinelandii Avin34710 TTmmmmmmomeees ST TTTTTmmmSmoommomoomooooooooooe 338
R. rubrum PhaZAg,, Tmmmmmoommmmmee S —mm————————oooooooe 362
Schlegelella sp. KB1a PhbZ VNATAVSGTSYTDNGLSPGTTYQWTVRAVNAQGPRPAVGPATGTTTGTAAVCFTSSNYAH 445

R S 339

P. funiculosum PhaZpg,

A. vinelandii Avin34710 TTmmTmmm s s - 338
R. rubrum PhaZ1g,, e 362
Schlegelella sp. KB1a PhbZ VSAGRAYVSMGYTYANASHONMGLWNVFVTTTLKQTGPNYYVIGTCP 492
P. funiculosum PhaZey, e 339

Figura 11. Alineamientos de la secuencia de aminodacidos de Avin34710 con las PHA depolimerasas de R. rubrum,
Schlegelella sp. KBla y P. funiculosum. Avin34710 tiene una identidad de aproximada de 33 % con PhaZlg., de R.
rubrum, PhbZ de Schlegelella sp. KBla y PhaZps, de P. funiculosum. Los residuos serina (S), aspartato (D) e hidtidina
(H) de la triada catalitica se sefialan con el recuadro rojo. El alineamiento se realizo con la herramienta Clustal Omega.
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Figura 12. Analisis de la estructura de aminodcidos de Avin34710. La secuencia de aminoacidos de Avin34710
tiene tres dominios pertenecientes a la super familia o/f hidrolasa, de los cuales dos son caracteristicos de PHB
depolimerasas: esterasa_phb y LpqC. Estos dominios se caracterizan por tener una triada catalitica: serina (S), glutamato
(E) o aspartato (D) e histidina (H), sefialados con letras rojas. En amarillo se seiiala la caja lipasa (GLSSG), y el residuo
histidina (H) en verde sugiere al aminodcido oxianion.

Por otra parte, el analisis de secuencia de la proteina Avin34720 no mostrd

similitud significativa con proteinas de otros microorganismos, a excepcion de su
ortdlogo en especies del género Azotobacter.

8.1 Construccién y caracterizacion de la mutante OP-34710

Para determinar el papel de la proteina Avin34710 en el metabolismo del PHB
en A. vinelandii, se generé una mutante en la que se inactivé el gen avin_34710,
interrumpiéndolo con un gen de resistencia a kanamicina y realizando un reemplazo
alélico por doble recombinacion. En la Figura 13 se puede observar la banda de
1017 pares de bases que corresponde a la amplificacion por PCR del gen
avin_34710 silvestre. También, se muestra la banda de 2217 pares de bases que
corresponde al gen avin_34710 interrumpido por el casete de kanamicina (1200
pares de bases).

Km® 1.2 kb

3 b ' © 12 304 5 6
Stul
— 217pb
1017 pb+—
1017 pb-
pIG34710
3991 pb /

Figura 13. Comprobacion de la mutante OP-34710. a) Producto de PCR del gen avin 34710 (1017 pb). b) Mapa del
plasmido pJG34710 utilizado para realizar la mutante OP-34710. El gen avin 34710 (flecha guinda) se interrumpio con
un casete de resistencia a Km (1.2 kb, triangulo rojo), insertado en el sitio de restriccion Stul. ¢c) Comprobacion de la
cepas mutantes candidatas mediante PCR: avin_34710, 1017 pb; y avin_34710 con casete de resistencia a Km, 2217 pb.
Carriles: 1. avin_34710; 2. avin_34710 mas casete de resistencia a Km, 3-6. cepas mutantes candidatas.
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Para determinar los efectos de la interrupcién del gen avin34710 sobre el
crecimiento y acumulacion de PHB en A. vinelandii OP, se realizd una cinética en
condiciones de exceso (favorable para la acumulacion de PHB) y limitacion de
fuente de carbono (utilizacién del PHB acumulado). En condiciones de exceso de la
fuente de carbono (medio PY-Sacarosa 2 %), la mutante OP-34710 presentd un
fenotipo mas blanquecino y opaco, comparado con el de la cepa silvestre OP, lo
que sugiere un mayor contenido de PHB en la mutante que en la cepa silvestre
(Figura 14a). Al cuantificar el PHB de ambas cepas se pudo observar que la mutante
OP-34710 acumuld 1.74 veces que lo cuantificado en la cepa silvestre (0.534 mg
PHB / mg proteina y 0.306 mg PHB / mg proteina, respectivamente) (Figura 14b).
Estos datos dieron indicios que la mutante tiene alterado el metabolismo de PHB
como corresponderia en el caso de una menor degradacién del polimero.

a) OP OP-34710 b)

mg PHB / mg proteina
OP 0.306
OP-34710 0.534

Figura 14. Comparacion de la acumulacion de PHB en cepas de A. vinelandii sobre placas de medio PY sacarosa al 2
% a las 72 horas. a) Fenotipo de las cepas OP y OP-34710. b) Acumulacion especifica de PHB en las cepas OP y OP-
34710 bajo las mismas condiciones. Se realizé un unico experimento representativo.

Posteriormente, se comparo la acumulaciéon de PHB en la cepa silvestre OP y
la mutante OP-34710 en condiciones de limitacion de carbono (medio Burk-Glucosa
30mM) (Figura 15). La cepa OP-34710 tuvo un retraso en su crecimiento; sin
embargo, a las 60 horas alcanzo el nivel de crecimiento de la cepa OP (Figura 15a).
El PHB acumulado en la cepa OP-34710 a las 60 y 72 horas fue 5.9 veces mayor a
lo acumulado en la cepa OP, lo que corresponderia con una degradacién de PHB
disminuida en la cepa mutante por la interrupcion del gen avin_34710 (Figura 15b),
pues la acumulacion total resulta de la diferencia entre la sintesis y la degradacion
de PHB. Estos resultados sugieren que Avin34710 esta involucrada en la
degradacion de PHB de A. vinelandii. Los resultados son similares a los reportados
en otras bacterias, en donde se observa un aumento en la acumulacion del PHB en
las cepas carentes de PHA depolimerasa, comparadas con su contraparte silvestre
(Abe et al., 2005; Adaya et al., 2018; Handrick et al., 2000; Moyao, 2018; Saegusa
et al., 2001; Uchino et al., 2008; York et al., 2003).

32



0.5 0.025- *

- OP - T I oP
0.4 = OP-34710 0.0204 OP-34710
-
-
E 0.34 E 0.0154
- - 1]
; z
o 0.010
0.24 o
g £ Ak
0.1 0.005+ i
0.0 0.000- T T .. i|—
.09 T T T T T T G N\ ©
0 12 24 36 48 60 72 84 9 ¥ @ ad 9
Tiempo (h) Tiempo (h)

Figura 15. Comparacion del crecimiento y la acumulacion de PHB en cepas de A. vinelandii en medio Burk Glucosa
30mM. a) Curva de crecimiento de las cepas OP y OP-34710. b) Acumulacion de PHB de las cepas OP y OP-34710. La
diferencia significativa fue analizada mediante t-student (*p< 0.05). El experimento se realizo por triplicado.

A las 96 horas, la concentracién de PHB de la cepa mutante disminuyé hasta
igualarse a la concentracién de la cepa silvestre. Esta igualacién en las
concentraciones de PHB también se observé cuando la depolimerasa PhbZ1 fue
inactivada en A. vinelandii (Adaya et al., 2018). Es posible que alguna de las otras
depolimerasas se expresen tardiamente en los cultivos y degraden el PHB después
de las 72 horas, y asi, se compense la ausencia de avin_34710; sin embargo, no se
tienen datos de los patrones de expresion temporal de las diferentes PHB
depolimerasas, por lo que es necesario ahondar sobre estudios de regulacién de
genes en la cepa de A. vinelandii OP.

En el estudio de las proteinas asociadas al granulo de PHB en A. vinelandii,
solo se encontré6 la PHB depolimerasa PhbZ1 debido a que se analizaron
unicamente algunas bandas separadas por electroforesis a las 48 horas del cultivo
(fase estacionaria) (Adaya et al., 2018). Es necesario un estudio mas profundo de
protedmica que permita definir si Avin34710 u otras PHB depolimerasas estan
asociadas a los granulos de PHB en A. vinelandii, ya que, como también se ha visto
en C. necator, hay mas de una PHB depolimerasa actuando en la degradacion del
polimero (Arikawa et al., 2016; Eggers & Steinbuchel, 2013; Handrick et al., 2000;
Pohlmann et al., 2006; Saegusa et al., 2001; Sznajder & Jendrossek, 2014; Uchino
et al., 2007, 2008; York et al., 2003).

8.2 Expresion de las proteinas recombinantes Avin34710 y Avin34720
para los ensayos de degradacion de PHB in vitro e in vivo

Para determinar si la proteina Avin34710 presenta actividad enzimatica de
PHB depolimerasa in vitro e in vivo, y si la proteina Avin34720 afecta dicha actividad
in vivo, se construyeron y secuenciaron los plasmidos pJET34710E y pJET34720
que contienen a los genes avin_34710 y avin_34720, respectivamente.
Posteriormente, se transfirieron estos genes clonados al vector de pET24a(+) para
expresar las proteinas Avin34710 y Avin34720, resultando los plasmidos
pET34710E y pET34720E. Por otra parte, se construyd un plasmido que contuviera
ambos genes dispuestos en operdn para su expresion simultanea (plasmido pET10-
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20E). La Figura 16 muestra los patrones de restriccion que confirman la presencia
de los genes de todos los plasmidos cuando fueron digeridos con las enzimas
pertinentes.

Plasmidos de clonacion

a) pIET34710E b) pJET34720E
= |

2042pb 2963 pb==b <3000

624 pb =

Plasmidos de expresion
c) PET34710E d) PET34720E e PET10-20E

SBATpb = e — — —
<«— 5187pb
5230 pb

1170 pb ==
<«— 1017 pb P

624 pb—>|

Figura 16. Comprobacion de los plasmidos de clonacion y expresion mediante digestiones enzimdticas. Digestiones de
los plasmido de clonacion: a) pJET34710E con Ndel y Notl; y b) pJET34720E con Ndel y Xhol. Digestiones de los
plasmido de expresion: ¢) pET34710E con Ndel y Notl,; d) pET34720F con Ndel y Xhol; y e) pET10-20E con Ndel. Las
flechas rojas seiialan la fraccion del vector y las flechas negras la fraccion del inserto clonado conteniendo el gen
correspondiente.

Para poder medir la actividad enzimatica de la proteina Avin34710 y conocer
el rol de la proteina Avin34720 en el metabolismo de PHB, es necesario contar con
la proteina soluble. Para la obtencion de las proteinas Avin34710 y Avin34720
solubles, se llevaron a cabo varias estrategias de cultivo de las cepas con los
distintos plasmidos, para utilizarlas en los ensayos de degradacion de PHB in vitro
e in vivo. La primera aproximacion consistié en intentar solubilizar a las proteinas
con el detergente sarcosil. Primero, se realizaron cultivos con las cepas que
expresan los genes de las proteinas Avin34710 y Avin34720, se determind la
concentracion optima de IPTG en 0.25 mM y se indujo el cultivo cuando alcanzé
una DOesoonm de 0.4 - 0.6. Para el paso del rompimiento celular se utilizd
amortiguador de lisis con 1 % de sarcosil (NaH2PO4 50 mM, NaCl 300 mM, imidazol
10 mM, pH8). A pesar de que las proteinas Avin34710 y Avin34720 se encontraron
en la fraccion soluble, la mayor parte de ellas se hall6 en la fraccion insoluble, por
lo que se puede decir que el sarcosil al 1 % no fue capaz de solubilizar estas
proteinas (Figura 17). Es posible que la forma insoluble se presentara porque estas
proteinas tienen una region hidrofébica (para su asociacion con el granulo de PHB),
y al estar en contacto con el medio acuoso (en el paso de la sonicacion), forma
agregados proteicos que precipitan, aun habiendo utilizado sarcosil, que es un
detergente que recubre las regiones hidrofébicas (evitando la agregacion proteica)
(Burgess, 1996). En el presente estudio solamente se probd un tipo de detergente
y una concentracién, por lo que es posible que modificando estos parametros
mejore la solubilidad de las proteinas. Pese a la gran cantidad de proteina en la
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fraccion insoluble, la cantidad encontrada en la fraccion soluble fue aceptable para
intentar purificarlas en una columna de niquel, pues su clonacion en el vector
pET24a(+) afade una etiqueta de seis histidinas en la proteinas.

Fraccion insoluble Fraccion soluble

O — G > -
=2 @ 1. BL21-DE3
Ve 2. BLpET
8- —— 3. BLIOE
——— . S \ 4. BL20E
\a,_ 5. BLI0-20E

Figura 17. Sobreexpresion de las proteinas Avin34710 (36.7 kDa) y Avin34720 (21.78 kDa). Se analizaron en SDS-
PAGE al 12% las diferentes fracciones obtenidas a partir de cultivos de las cepas que contienen los plasmidos de
expresion, inducidos con 0.25 mM de IPTG. Con flechas negras se seialan las bandas correspondientes a Avin34710 y
con flechas rojas las correspondientes a Avin34720.

La Figura 18 muestra un SDS-PAGE de las proteinas Avin34710 y Avin34720
purificadas por columna de afinidad a niquel. Se obtuvo la proteina Avin34720 en
una cantidad adecuada y soluble para realizar el ensayo de degradacién de PHB in
vivo. No obstante, la cantidad de la proteina Avin34710 obtenida a partir de la cepa
BL10E fue insuficiente para los ensayos de degradacion de PHB in vivo, por lo que
se repitié el experimento con volumenes de cultivo mayores; sin embargo, no se
pudo purificar de esta forma. Es por ello que se intentd purificar Avin34710 a partir
de la cepa BL10-20E; desafortunadamente, al realizar una cromatografia de
exclusién molecular (para la separacion de la proteina Avin34710 de Avin34720),
no fue posible obtener la fraccion que contenia a Avin34710.

BL10E BL20E BL10-20E
A A A
@ o ''u o e ''Tn oo e
-
. Nl p

— \b o —
Figura 18. Purificacion de las proteinas Avin34710 (flecha negra) y Avin34720 (flecha roja) a partir de las cepas

BL10E, BL20OE y BL10-20E, visualizada en SDS-PAGE 12 %. L1, L2: lavados con amortiguador de lisis mas 100 mM y
250 mM de imidazol, respectivamente; E. elusion con amortiguador de lisis mas 500 mM de imidazol.

Otra estrategia para obtener una mayor cantidad de la proteina Avin34710
soluble para los ensayos de actividad in vitro, fue usar la cepa de expresion
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ArticExpress (DE3). Esta cepa esta disefiada para expresar a bajas temperaturas
(10-13 °C) proteinas con problemas de solubilidad, ya que coexpresa a las
chaperonas adaptadas al frio Cpn10 y Cpn60 de la bacteria psicrofilica Oleispira
antarctica (Agilent Technologies, Inc. 2015). Para inducir la expresion de la proteina
Avin34710 en la cepa Ar10E (Tabla 1) se estandarizé la concentraciéon de IPTG, el
tiempo de induccién y se probaron diferentes soluciones de lisis. Se determind la
concentracion 6ptima de IPTG a 0.4 mMy se dejé induciendo por 16 h a 18 °C. Para
el paso del rompimiento celular se utilizé un amortiguador de lisis que contiene:
amortiguador de fosfatos 100 mM, NaCl 50 mM, DTT 1 mM y PMSF 2mM, pH 6. En
la Figura 19 se muestra en el primer carril (FS) que la proteina Avin34710 se expreso6
en la cepa Ar10E; sin embargo, al purificarla por columna de afinidad a niquel, la
proteina se fue perdiendo conforme se realizaron los lavados (carriles L1, L2, E1y
E2), por lo que no se pudo obtener proteina pura.

FS FT LO L1 L2 EI E2

Figura 19. Purificacion por columna de afinidad a niquel de la proteina Avin34710 visualizada en SDS-PAGE 12 %.
Con la flecha roja se seiiala a Avin34710. FS: fraccion soluble; FT: fraccion soluble pasada por la columna; L0, L1, L2:
lavados con amortiguador de lisis mas 10 mM, 70 mM y 100 mM de imidazol, respectivamente; E1, E2: elucion con
amortiguador de lisis mas 250 mM y 500 mM de imidazol, respectivamente.

La siguiente estrategia que se probd fue desnaturalizar a la proteina Avin34710
con urea 8 M a partir de la cepa Ar10E, después se purificd por columna de afinidad
a niquel y se renaturalizd por didlisis, que es una técnica utilizada para el
replegamiento de proteinas ante condiciones desnaturalizantes (Tsumoto et al.,
2003; Yamaguchi & Miyazaki, 2014). Sin embargo, cuando la concentracion de urea
llegd a 2.03 M durante la didlisis anidada, la proteina se precipitd (Figura 20),
impidiendo su recuperacién en solucion.
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Figura 20. Renaturalizacion por didlisis de Avin34710 visualizada en SDS-PAGE 12 %. Con la flecha roja se sefiala a
Avin34710. 1: Avin34710 purificada por columna de afinidad a niquel (desnaturalizada); 2: Avin34710 precipitada.

Ya que los intentos por purificar la proteina Avin34710 no tuvieron éxito y con
la finalidad de determinar si la proteina Avin34710 tiene actividad de PHB
depolimerasa, los ensayos de actividad enzimatica in vitro se realizaron con la
fraccidn soluble de los extractos de la cepa Ar10E, donde la proteina se encuentra
soluble y en cantidad apreciable, y considerando que E. coli carece de actividad
PHB depolimerasa. Para cuantificar la concentracion de la proteina Avin34710
soluble presente en los extractos, se realizé una electroforesis en un SDS-PAGE
para analizar el extracto total junto con una curva de lisozima (Figura 21). Con la
ayuda del programa Image Studio Lite se determiné que la concentracion de la
proteina Avin34710 en el extracto total era 270 mg / mL. Es importante aclarar que
otras proteinas de peso molecular similar podrian afectar la cuantificacion en el gel;
no obstante, la intensidad en las bandas de estas proteinas en los controles fue
menor y por lo tanto la interferencia que pudieran causar fue despreciada.

Extractos

a) Lisuiima pmlilcos b)

Muestra ug Seiial

1 31200

5510 2 72200

3610 AVin34710 4 124000
Lisozima

6 172000

8 196000

10

Avin34710 | 4.03 | 115000

Figura 21. Cuantificacion de Avin34710 con una curva de lisozima en SDS-PAGE 10 %. a) La curva de lisozima va de
1 a 10 ug. Extractos proteicos de las cepas: 1: ArticExpress (DE3); 2: ArpET; y 3: Arl10E. b) Correlacion entre ug de
lisozima y senal detectada por el programa Imagen Studio Lite. En la concentracion de 10 ug de lisozima, el programa

no fue capaz de detectar sefial.

8.3 Ensayo de degradacion in vitro con la proteina Avin34710

El ensayo de degradacion in vitro se realizd con el extracto proteico de la cepa
Ar10E y cuatro distintos tipos de sustrato: granulos de PHB nativos aislados de una
cepa recombinante de E. coli que expresa el operdn biosintético phbBAC de A.
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vinelandii, granulos artificiales de PHB producidos con el surfactante CTAB a partir
de PHB cristalino extraido de A. vinelandii, granulos artificiales de PHB comercial y
PHB cristalino purificado de A. vinelandii. Los granulos nativos de A. vinelandii no
se utilizaron en este ensayo debido a que hay otras enzimas PHB depolimerasas
presentes en esta bacteria. La degradacion (depolimerizacién) de PHB se sigui6 en
el tiempo y se cuantificé la actividad especifica relativa de depolimerizacion de PHB
dividiendo entre la proteina estimada afadida, esto con la finalidad de poder
comparar la actividad entre los diferentes extractos. Para la determinacion de estas
actividades se utilizaron granulos de PHB sin extracto proteico y albumina como
controles. La proteina Avin34710 tuvo actividad de PHB depolimerasa sobre los
granulos nativos de E. coli (20.3 ng PHB depolimerizado / ug proteina min) y sobre
los granulos artificiales preparados tanto de PHB de A. vinelandii (16.7 ng PHB
depolimerizado / pg proteina min) como de PHB comercial (19.1 ng PHB
depolimerizado / pg proteina min) (Figura 22). Por el contrario, la proteina
Avin34710 no degradd el PHB cristalino. Estos resultados demuestran que la
proteina Avin34710 es una PHB depolimerasa que degrada PHB amorfo, siendo
esto una caracteristica tipica de las depolimerasas intracelulares (Abe et al., 2005;
Adaya et al., 2018; Handrick et al., 2000; Moyao, 2018; Saegusa et al., 2001; Uchino
et al., 2008; York et al., 2003). Como se esperaba, no se detectd actividad en los
controles correspondientes.
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Figura 22. Actividad enzimdtica de la proteina Avin34710 in vitro. a) Actividad sobre granulos de PHB de E. coli: 20.3
ng PHB depolimerizado / ug proteina min. b) Actividad sobre granulos artificiales de PHB de A. vinelandii: 16.7 ng PHB
depolimerizado / ug proteina min. c¢) Actividad sobre granulos artificiales de PHB comercial: 19.1 ng PHB
depolimerizado / ug proteina min. d) No tuvo actividad sobre PHB cristalino. Los ensayos se realizaron por triplicado.
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8.3 Efecto de las proteinas Avin34710 y Avin34720 en la produccién de
PHB in vivo en E. coli BL21 (DE3)

Para confirmar la actividad de depolimerizacién de PHB de la proteina
Avin34710 in vivo y estudiar el efecto de la proteina Avin34720 sobre el metabolismo
de PHB, se analiz6 el efecto de la expresion heteréloga de estas proteinas en E.
coli BL21 (DE3), solas y en conjunto, sobre la acumulacion de PHB. Esto permitié
eliminar el efecto que otras proteinas PHB depolimerasas o phasinas de A.
vinelandii pudieran tener en los ensayos. Se utilizé la cepa E. coli BL21 (DE3)
productora de PHB con el plasmido pMPMT6/phbBAC, que expresa el operdn
biosintético de PHB de A. vinelandii y que es compatible con el plasmido pET24a(+)
en el que se encuentran clonados los genes que codifican para las proteinas
Avin34710 y/o Avin34720. Las cepas con los diferentes plasmidos fueron
nombradas de la siguiente manera: BACpET (control pET24a(+) vacio), BAC10
(expresa a Avin34710), BAC20 (expresa a Avin34720) y BAC1020 (expresa a
Avin34710 y Avin34720) (Tabla 1). En este experimento las células se crecieron en
matraces con medio liquido y a las 3 horas de cultivo se indujo con arabinosa la
expresion del operon biosintético para iniciar la produccién de PHB. A las 10 horas
se indujo con IPTG la expresién de las proteinas Avin34710 y/o Avin34720.

Como se puede observar en la Figura 23, la cepa BAC10 acumulé menos PHB
alas 12 y 24 horas (0.0547 y 0.0529 mg PHB / mg proteina, respectivamente) en
comparacién con la cepa control, BACpET (0.0854 y 0.1054 mg PHB / mg proteina,
respectivamente). La cepa BAC20 acumulé mas del doble del polimero a las 12 y
24 horas (0.1548 y 0.2184 mg PHB / mg proteina, respectivamente) comparandola
con BACpET. La cepa BAC1020 acumulé mas PHB a las 12 y 24 horas (0.1363 y
0.1610 mg PHB / mg proteina) en comparacion con la cepa BAC10, lo que indica
que Avin34720 no esta modulando positivamente a Avin34710. Aunque no existe
diferencia estadisticamente significativa entre las cepas BAC20 y BAC1020, se
observo que BAC1020 produjo ligeramente menos PHB que BAC20 (el experimento
se realizd en cinco ocasiones, todos con la misma tendencia), por lo que se piensa
que Avin34720 tampoco modula negativamente a Avin34710 en estas condiciones.

a) b)
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. - .

S 0.204 . BAC10
= - BACpET o T B BAC20
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Figura 23. Actividad enzimdtica de las proteinas Avin34710 y Avin34720 in vivo. a) Cuantificacion del crecimiento
(proteina) de las cepas expresion. b) Comparacion de la acumulacion de PHB en las cepas de expresion. La expresion del
operon biosintético de PHB se indujo con arabinosa 10 mg/mL a las 3 h de iniciado el cultivo. Las proteinas Avin34710 y

Avin34720 se indujeron con IPTG 0.5 mM a las 10 h de iniciado el cultivo. La diferencia significativa fue analizada

mediante t-student (*p< 0.05). El ensayo se realizo por triplicado.
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Con estos datos se puede concluir que Avin34710 degrada PHB amorfo y que
la phasina Avin34720 afecta positivamente la sintesis de PHB in vivo en E. coliy no
su depolimerizacién. Aunque no esta del todo claro el mecanismo por el cual la
phasina Avin34720 aumenta la acumulacion de PHB, existen reportes en la
literatura similares a esta observacion en phasinas que no presentan similitud con
Avin34720. Por ejemplo, Almeida y colaboradores (2007) descubrieron que al
expresar la phasina PhaP de Azotobacter sp. FA8 en una cepa de E. coli K1016
productora de PHB, la cepa acumulé mas PHB comparado con la cepa que no
expresaba la PhaP (con glucosa y glicerol como fuente de carbono). Sin embargo,
al igual que en este trabajo, se desconoce el mecanismo involucrado.

Este trabajo permitié la caracterizacion de la PHB depolimerasa Avin34710
que se suma a la lista de PHB depolimerasas ya caracterizadas en A. vinelandii
(Adaya et al., 2018; Moyao, 2018), lo que demuestra que esta bacteria posee un
sistema complejo de depolimerizacion de PHB, como en el caso de C. necator
(Arikawa et al., 2016; Eggers & Steinbuchel, 2013; Handrick et al., 2000; Pohlmann
et al., 2006; Saegusa et al., 2001; Sznajder & Jendrossek, 2014; Uchino et al., 2007,
2008; York etal., 2003). Un aspecto de gran interés industrial que resta por
averiguar radica en si la PHB depolimerasa Avin34710 afecta al peso molecular del
PHB, como es el caso de PhbZ1 de A. vinelandii, cuya ausencia aumenta
drasticamente el peso molecular promedio del PHB producido y evita su
degradacion en bioractores de produccion (Adaya et al., 2018).

Si bien, la phasina Avin34720 participa de manera positiva en la sintesis de
PHB en E. coli, se debe profundizar en el papel que juega esta proteina en la sintesis
de PHB en A. vinelandii, para tener un mejor panorama del complejo entramado de
proteinas que estan involudradas en la sintesis y degradacion de PHB. Esto podria
ayudar a tener mejores blancos para disefiar o modificar cepas sobreproductoras
de PHB.
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9. CONCLUSIONES

La proteina Avin34710 es una PHB depolimerasa y esta involucrada en la
degradacion de PHB en A. vinelandii, pues presenta actividad hidrolitica in vitro
sobre el PHB amorfo, moviliza PHB cuando se expresa en E. coli y la inactivacion
de su gen avin_34710 incrementa la cantidad de PHB acumulada en A. vinelandii
con respecto a la cepa silvestre.

La phasina Avin34720 estimula la sintesis de PHB y podria ser un activador
de la PHA sintasa, como demuestra el ensayo de acumulacién de PHB in vivo en E.
coli.
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10. PERSPECTIVAS

Investigar el efecto de la inactivacion y la sobreexpresion del gen avin_34720
en la acumulacién de PHB en A. vinelandii y evaluar su potencial para mejorar
la produccién de bioplasticos.

Establecer el mecanismo por el cual Avin34720 afecta la sintesis de PHB,
analizando sus interacciones con las enzimas biosintéticas de PHB y sus
efectos sobre estas actividades in vitro.

Determinar si Avin34720 afecta la actividad de la PHB depolimerasa Avin34710
in vitro usando las proteinas recombinantes expresadas en E. coli y también
bajo condiciones fisiolégicas con mutantes de A. vinelandii sencillas y dobles.

Determinar si la inactivacion de Avin34710 afecta el peso molecular del PHB en
A. vinelandii y las propiedades termomecanicas del polimero resultante.
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