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RESUMEN

Los lipidos resorcinélicos, también conocidos como alquilresorcinoles o 5-n-alquilresorcinoles, son

compuestos fendlicos de naturaleza anfipdtica con una regién hidrofilica que consiste en un anillo

1,3-dihidroxibenceno (resorcinol) y una regidn hidrofdbica representada por una cadena alquil no

isoprenoide. Las fuentes naturales de estos compuestos incluyen 11 familias de plantas vasculares
como Anacardiaceae, Ginkgoaceae, Leguminoseae, entre otros organismos como algas de las
familias Chlorophycae y Sargassaceae, hongos basidiomicetos y algunas bacterias como
Actinobacterias y Pseudomonadales también los sintetizan. Los alquilresorcinoles han mostrado
tener una funcion adaptogénica en los organismos que los producen cuando se encuentran en
condiciones de estrés como: choques térmicos, estrés oxidativo y radiacién, también actian como
estabilizadores para macromoléculas como proteina y acido desoxirribonucleico y se les atribuye la
funcidn como molécula de sefializacién. Debido a su presencia en ciertas fuentes naturales como
granos integrales, pueden aplicarse como biomarcadores de consumo de cereales integrales en
diferentes poblaciones. Dado que han mostrado tener actividad inhibitoria contra algunas bacterias
y hongos, se han estudiado para formular emulsiones de alquilresorcinoles extraidos del centeno
para inhibir a los hongos fitopatdgenos Penicillium expansum y Neofabraea perennans.

Azotobacter vinelandii es una bacteria capaz de sintetizar estos compuestos, principalmente
durante el proceso de enquistamiento. En esta bacteria ya se conocen los genes responsables de
sintetizar alquilresorcinoles que forman el operdn biosintético (arsABCD) y ya se conocen varios
sistemas que regulan su produccién, como lo son GacA/GacS, PTSM y el sistema RsmA y los
pequeios RNA’s rsmz1 y rsmz2. Ademads, se ha observado que la inactivacion de la sintesis del
polimero PHB aumenta la produccidn de estos compuestos incluso en células vegetativas.

En este trabajo se estableci6 como meta mejorar la produccién de alquilresorcinoles mediante la
modificaciéon genética de A. vinelandii. Las modificaciones se centraron en la inactivacion de
reguladores negativos de la sintesis de estos lipidos y en bloqueos metabdlicos de rutas que
compiten por el carbono suministrado (alginato y polihidroxibutirato). Se comenzé por evaluar la
produccién de alquilresorcinoles en células vegetativas y enquistadas a las 72 horas de cultivo de
las cepas UW136, SW136, ATCC9046 & AEIV, para determinar la cepa mas adecuada para realizar
las modificaciones genéticas. Se selecciond la cepa AEIV para realizar las modificaciones genéticas
propuestas. Posteriormente, se evalud la produccién de alquilresorcinoles en distintas cepas
mutantes de los reguladores negativos de la expresion del operén arsABCD (mutaciones en rsmaA,
ptsN, phoB, rsmA-ptsN, rsmA-phoB & rsmA-ptsN-phoB). Se observd que la inactivacion del regulador
rsmA favorecia la sobreproduccion de alquilresorcinoles; sin embargo, una desventaja que presenté
esta cepa mutante fue su fenotipo hipermucoide por la sobreproduccién de alginato, por lo que se
decidid obtener una doble mutante algA-rsmA que fuera incapaz de sintetizar este polimero,
esperando que esto permitiera mejorar su cultivo y tuviera un efecto beneficioso para obtener
mayor producciéon de los lipidos. También se compararon las producciones volumétricas y
especificas de las cepas algA, phbB, algA-phbB & algA-rsmA-phbB, esperando que la inactivacién de
las vias de sintesis de los polimeros PHB y alginato fueran favorecedoras. Finalmente, se seleccioné
la mutante con mejores producciones y se realizé una cinética donde se determind la produccion
especifica y volumétrica de alquilresorcinoles y PHB, asi como sus rendimientos respecto al consumo
de la fuente de carbono lo que mostré que la combinacidn de las mutaciones rsmA y algA permitié
una sobreproduccién de 3 veces mas en células vegetativas, evitando asi la necesidad de inducir
enquistamiento para producir estos lipidos.



ABSTRACT

The resorcinolic lipids known as alkylresorcinols or 5-n-alkylresorcinols, are phenolic compounds of
an ampbhipathic nature with a hydrophilic region consisting of a ring of 1,3-dihidroxibenzene
(resorcinol) and an hydrophobic region represented by a non-isoprenoid alkyl chain. The natural
sources of these compounds include 11 families of vascular plants such as Anacardiaceae,
Ginkgoaceae, Leguminoseae, Gramineae, among others. In addition, some organisms such as algae
of the Clorophycae and Sargassaceae families, some basidiomycete fungi and bacteria such as
Actinobacteria and Pseudomonadales synthesize them too. Alkylresorcinols have been shown to
have an adaptogenic function in the producing cells when they are under stress conditions such as
heatshock, oxidative stress and radiation, they also act as stabilizers for macromolecules such as
proteins and deoxyribonucleic acid and function as signaling molecules too. Due to their
physicochemical characteristics and their presence in certain natural sources like whole grains, they
are used as biomarkers of whole grain consumption in different populations and as gluten
biomarkers. These compounds can also be used as liposome stabilizers and for skin lightening
creams. Besides, because they have inhibitory activity against some bacteria and phytopathogenic
fungi, they have been studied to formulate emulsions of alkylresorcinols extracted from rye to
inhibit the phytopathogenic fungi Penicillium expansum and Neofabraea perennans.

A. vinelandii is a bacterium able to synthesize these compounds, mainly during its encysting state.
In this bacterium, the genes responsible for alkylresorcinols synthesis that form the biosynthetic
operon (arsABCD) and several systems that regulate its production are already known, such as
GacA/GacS, PTS"" and the RsmA system & the small RNA’s rsmZ1 & rsmZ2. Furthermore, it has been
observe that the inactivation of PHB synthesis increases the production of these compounds even
in vegetative cells.

The aim of this work was to overproduce alkylresorcinols in A. vinelandii through inactivation of
negative regulators of their biosynthesis, and elimination of competing biosynthetic routes (alginate
and polyhydroxybutyrate). To identify the most convenient strain for the proposed genetic
modifications, the production of alkylresorcinols in vegetative and encysting cells was evaluated at
72 h of culture in strains UW136, SW136, ATCC9046 and AEIV. AEIV strain was selected to perform
the genetic modifications. Then, the effect of inactivation of the negative regulators of the arsABCD
operon (rsmA, ptsN, phoB, rsmA-ptsN, rsmA-phoB & rsmA-ptsN-phoB) was evaluated. It was
observed that the inactivation of rsmA regulator allowed the overproduction of alkylresorcinols;
however, this mutant strain presented a hypermucoid phenotype due to overproduction of alginate.
Therefore, a double mutant algA-rsmA unable to produce alginate was obtained, hoping that this
would eliminate the polysaccharide production, improving its cultivation and having a positive effect
on the lipids production. The specific and volumetric productions of algA, phbB, algA-phbB & algA-
rsmA-phbB strains were compared, hoping that the inactivation of the synthesis of the PHB and
alginate polymers could be favorable. Finally, the mutant strain with the best productions of
alkylresorcinols was selected and a kinetics was carried out to determine production levels of
alkylresorcinols, PHB and their yields per sucrose consumption. This showed that the combination
of the rsmA and algA gene inactivations allowed the overproduction of alkylresorcinols 3 folds using
vegetative cells, avoiding the need to induce encystment to produce these lipids.



1 INTRODUCCION

1.1 Caracteristicas de los alquilresorcinoles

Los lipidos resorcindlicos también conocidos como alquilresorcinoles o 5-n-alquilresorcinoles (ARS),
son compuestos fendlicos de naturaleza anfipatica con una regién hidrofilica que consiste en un
anillo 1,3-dihidroxibenceno (resorcinol) y una regién hidrofébica representada por una cadena alquil
no isoprenoide (Kozubek, 1999; Kozubek & Stasiuk, 2010). Estos compuestos se pueden clasificar de
acuerdo a la longitud de la cadena, que puede variar de 11 hasta 29 carbonos, y al grado de
insaturacién con hasta 4 enlaces dobles. Ademas, puede presentar modificaciones (Figura 1) como
grupos acetoxi, metoxi, fenilos, carbonilos, galactopiranosil e incluso pueden presentar otros grupos
en el extremo de la cadena (Sampietro et al., 2012). Ambas caracteristicas influyen en el area que
ocupa una sola molécula cuando se encuentran formando capas estables en una interface aire-agua,
y también los bajos valores de Concentracion Micelar Critica (concentracion minima de surfactante
para formar micelas espontaneamente en una disolucidn) (Kozubek & Stasiuk, 2010).

La incorporacion de alquilresorcinoles de cadena larga en las membranas de fosfolipidos generan
un efecto de rigidez similar al inducido por el colesterol en las membranas, mientras que en los
liposomas estabilizan, mejoran el atrapamiento y disminuyen el tamafio (Gubernator et al., 1999).
En eritrocitos se ha observado que al aumentar la concentracidon de 5-n-heptadecenilresorcinol
mejora la permeabilidad de la membrana para diferentes solutos, y también inducen una fuga de
iones de potasio mientras aumentan la permeabilidad para no electrolitos (Kozubek, 1987).

HO\Q/W QN\N\/\/\/\/\/W
OH O—Galactose
1,3-dihydeoxy-5-(heptadec-52,82,1 1 Z,1 4Z-tetracnyl)benzene 1-(D-galactopyranosyl)-3-hydroxy-5-heneicosylbenzene24.23

OH
° @

B
Meog\/\/\A/\/\/ HO O
OH

OH
1-hydroxy-3-methoxy-5-tridecylbenzenes! 1,3-dihydroxy-5-[14°-(3"",5"*-dihydroxyphenyl)tetradecylbenzene 2118

OH

Figura 1. Ejemplos de alquilresorcinoles. A) cadena con 4 insaturaciones, b) grupo metoxi en la cabeza,
C) galactopiranosil en la cabeza & D) grupo resorcinol en el extremo de la cadena. Modificada de Kozubek &
Stasiuk, 2010.



1.2 Fuentes bioldgicas de alquilresorcinoles

Las fuentes naturales de estos compuestos incluyen 11 familias de plantas vasculares como
Anacardiaceae, Ginkgoaceae, Leguminoseae, Gramineae, entre otras. Ademas, otros organismos
como algas de las familias Chlorophycae y Sargassaceae, hongos basidiomicetos y algunos
procariontes como las Actinobacterias y los Pseudomonadales también los sintetizan (Kozubek et al.,
1996). Algunos ejemplos de la concentracion de alquilresorcinoles extraidos de sus fuentes
naturales se muestran en la Tablal.

Tablal. Concentracién de alquilresorcinoles extraidos de sus fuentes. (Kozubek et al., 1996 ;Ross et al.,
2003; Zarnowska et al., 2000, Zarnowski et al., 2000, Zarnowski et al., 2004).

Fuente [ g ARs/g masa seca ]
Ginkgo biloba 400
Centeno 360-3200
Trigo 312-1010
Cebada 44-500
Mijo 100
Apatococcus constipatus 0.2-57
Pseudomonas spp.(P. aurofaciens,P. chlororapsis 200-800
& P. fluorescens)
Azotobacter chroococcum 2300-56200
A. vinelandii 2000-18000*

* por g de proteina

1.3 Biosintesis de alquilresorcinoles

La sintesis de estos lipidos fendlicos inicia con un acido graso intermediario que por lo general es un
acil-CoA, el cual se extiende y se cicla con ayuda de las policétido sintasas (PKs) que usan malonil-
CoA como unidad de extensidn (Figura 2). Las policétido sintasas son clasificadas en tres grupos
principalmente; Tipo |, Il y lll de las cuales se sabe que las de tipo lll son las responsables de sintetizar
compuestos como pironas y lipidos resorcinélicos (Sampietro et al., 2013).

resorcinoles

i
R OH R OH
18} !
OH

OH

~ CO, - CO;
pironas
T Acidos resorcindlicos 0 OH
R=C3t0Cyy R=CgtoCys OYOH 5
| R OH
R ‘ OVO R [ ‘ 0.0 R OH
(o]
\l;/ ¢ = CK R=Cyt0Cyg R=Cyst0Cyg
OH OH OH OH
A \ ¢
+malonil-CoA \\ / ‘
1 2 8 B g Fmeich § B B 9 srisukon w
R” “S-CoA - Rws{nz;’ RJ\WS-EM R S-Enz
acil graso-CoA R=C3,5,7,9,11, tricétido tetracétido pentacétido

13,15,17,19

Figura 2. Variedad de lipidos fendlicos sintetizados por la PKS de tipo Il ORAS. Tomada de Yu et al.,
2012.
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1.3.1 PKSTipo lll

Las PKs de tipo lll son enzimas con un sélo sitio activo, a diferencia de los otros dos tipos que tienen
multipes sitios activos para cada paso de la secuencia de reacciones. Estas catalizan las reacciones
de manera iterativa y las podemos encontrar en plantas, bacterias y hongos. Producen una amplia
variedad de compuestos como chalconas, pironas, acridonas, floroglucinoles, estilbenos y lipidos
resorcinélicos. En bacterias, se han encontrado 5 variedades de PKs tipo Ill como lo son; RppA de
Streptomyces griseus, PhID de Pseudomonas fluorescens, DpgA de Amycolatopsis orientalis, ArsBy
ArsC de A. vinelandii. Las tres primeras generan pironas y floroglucinoles usando diferentes
sustratos para extender como malonil-CoA y metilmalonil-CoA, difieren en el patrén de ciclacién y
pueden usar acil-CoA de 4, 8, 12 carbonos, fenilacetil-CoA u octanoil-CoA como unidades de inicio.
ArsB de A. vinelandii entra en el grupo de alquilresorcinol sintasa (asi como SrsA de Streptomyces
griseus), y fue la primera en la cual se demostré una interaccién directa con una sintasa de acido
graso (FAS) de tipo |. Por otro lado, ArsC asi como Gsc de Streptomyces coelicolor, forman parte de
las alquilpironas sintasas, que usan malonil-CoA para obtener alquilpironas (Yu et al., 2012).

1.4 Papel bioldgico

Los alquilresorcinoles han mostrado tener una funcién adaptogénica en las células productoras
cuando se encuentran en condiciones de estrés como; choques térmicos, estrés oxidativo y
radiacion. Esto se observd en cultivos de Micrococcus luteus (organismo productor de ARS) y
Saccharomyces cereviseae (un no productor) expuestos a choques térmicos y radiacion y, donde la
adicion de estos compuestos al medio favorecié en diferentes porcentajes a las células para seguir
siendo viables (Nikolaev et al., 2006, Stepanenko et al., 2004).

Los alquilresorcinoles también actuan como estabilizadores para macromoléculas como proteinas 'y
acido desoxirribonucléico, dependiendo la concentracion. Se ha observado que bajas
concentraciones del compuesto Ci,-AHB (alquil hidroxibenceno del tipo alquilresorcinol con cadena
de 12 C) permitieron aumentar la actividad de la tripsina y en concentraciones altas, se inhibio su
actividad. Asi mismo, al someter esta enzima a una temperatura desnaturalizante en presencia de
este compuesto se pudo mantener un 50% de actividad (Nikolaev et al., 2006). Por otro lado, se ha
demostrado que los alquilresorcinoles de cadenas de 1y 6 carbonos a concentraciones de 103y 10°
4 M protegen al ADN de la degradacidn por exposicién a radiacion UV (3 horas), ya que tuvieron una
recuperacion del 5.9% y 22.4% respectivamente, mientras que la muestra control se degradd
(Dmitry et al. 2012).

Otra funcién que se le atribuye a los alquilresorcinoles es como molécula de sefializacion (regulador
e inductor). Los alquilresorcinoles sintetizados y acumulados por Microccocus luteus son factores de
autorregulacion que inducen la anabiosis (recuperacion de células viables tras desecacion)
(Mulyukin et al., 1996). En Azotobacter chroococcum aumentd la sintesis de alquilresorcinoles de 19,
21 y 23 Carbonos en la cadena alquilo y aumentd la formacidon de quistes en los que hubo un
reemplazo de fosfolipidos en las membranas por alquilresorcinoles (Rejman et al., 2004).

1.5 Aplicaciones de los alquilresorcinoles

Debido a la presencia de alquilresorcinoles en granos integrales como el trigo, centeno, cebada,
especificamente en su parte externa (cuticula del pericarpio), los podemos encontrar en productos
derivados como algunas harinas, panes e incluso cereales (Ross et al., 2003). Por esta razon, los
alquilresorcinoles se han utilizado como biomarcadores para determinar el consumo de cereales
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integrales en diferentes poblaciones mediante su cuantificacion en orina. Esto en el contexto de
estudios epidemioldgicos que muestran una relacidn inversa entre el riesgo de desarrollar obesidad
y el consumo de granos enteros o integrales, pues los alquilresorcinoles no se encuentran en las
harinas refinadas. Igualmente se encontraron Utiles como biomarcadores de gluten para monitorear
a personas celiacas que se someten a tratamiento. Son considerados como un criterio para clasificar
productos como de grano entero o no (Ross et al., 2004, Choung et al., 2016).

En la industria cosmética y farmacéutica, el compuesto 4-hexilresorcinol muestra un futuro
prometedor para tratamientos de la piel por sus propiedades antiinflamatorias, antioxidantes y
antisépticas. En el mercado ya existen productos que contienen este compuesto como cremas
aclarantes y tonificantes de piel, enjuagues bucales y pastillas para infecciones en la garganta
(Deglesne et al., 2019, Raja, K. et al.,2015).

Por otro lado, los alquilresorcinoles también han demostrado tener actividad inhibitoria contra
algunas bacterias y hongos fitopatdgenos. Por ejemplo, los alquilresorcinoles de Pseudomonas
chlororaphis PCL16061 y Pseudomonas fluorescens PCL1060 redujeron la incidencia de enfermedad
en jitomate causada por Fusarium oxysporum en un 30 % y 25 % respectivamente (Cazorla et al.,
2006). En caso de los alquilresorcinoles extraidos del centeno, se observé que a una concentracién
de 10 mg/mL puede reducir el crecimiento en placa de Aspergillus parasiticus y Aspergillus versicolor
(Reiss, 1989). Debido a las evidencias de actividad inhibitoria que tienen este tipo de compuestos,
en la Universidad Auténoma de Guerrero se evalud la actividad de los alquilresorcinoles extraidos
de A. vinelandii (Figura 3), su efecto antagdnico ante diferentes fitopatégenos aporta evidencia para
continuar una linea de investigacién para generar una futura aplicacién biotecnoldgica de los
alquilresorcinoles sintetizados por esta bacteria (Bolafios, 2015).

Colletotrichum sp.

Figura 3. Inhibicion de las cepas aisladas con quistes de A. vinelandii AEIV en medio papa-
dextrosa-agar. A. Cepa no identificada, B. Colletotrichum sp., C. Cepa no identificada, D. Fusarium
brachygibbum, E. Eurotiales sp., F. Aspergillus niger . Tomada de Bolafios, 2015.

Sumado a esto, existen reportes donde se han formulado emulsiones con alquilresorcinoles
extraidos del centeno que han mostrado ser efectivos para inhibir el crecimiento y germinacién de
esporas de Penicillium expansum y Neofabraea perennans (Tabla 2), que son de los principales
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patdgenos que afectan a las manzanas, especialmente durante el periodo de post-cosecha (Tahir et
al., 2014).

Tabla 2. Efecto antiftingico de emulsiones de alquilresorcinoles en el crecimiento radial de P. expansum
y N. perennans (Tahir et al.,2014).

Patogeno | Tratamiento | Emulsiones aiiadidas 3 | Emulsiones atomizadas % Germinacion de
h antes de la 3 h después de conidios
inoculacion inoculacion
P. % inhibicidon %inhibicion
expansum | ARs1 24 71 37
ARs11 21 50 55
Control - - 97.5
N. ARs1 46 77 22
perennans | ARs11 27.5 43 57
Control - - 85

2 ANTECEDENTES

2.1 Azotobacter vinelandii

A. vinelandii es una bacteria Gram negativa de la familia Pseudomonaceae capaz de sintetizar
compuestos de interés industrial como lo son los polimeros B-polihidroxibutirato y el alginato. Las
especies de este género como A. chrocooccum y A. vinelandii, forman quistes resistentes a
condiciones adversas, como la desecacién, y estan constituidos por una capsula con dos capas
(intina y exina) y un cuerpo central con membrana doble. En condiciones normales de cultivo, el
enquistamiento sélo ocurre en menos del 1% de las células en fase estacionaria; sin embargo, este
estado puede inducirse en mds del 90% de las células reemplazando el medio de cultivo con
azucares por medio con n-butanol o B-hidroxibutirato (Lin & Sadoff, 1968; Reusch & Sadoff, 1983).
En A. vinelandii se determiné la produccidn de alquilresorcinoles en la cepa SW136 (Figura 4) junto
con el porcentaje de enquistamiento en cultivos en medio sin inductores y se observd que, al
alcanzar un tiempo de cultivo largo, un muy pequeno porcentaje de células se enquistan (Segura et
al., 2009).
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Figura 4. Sintesis de alquilresorcinoles y enquistamiento en A. vinelandii. ARs en medio BS (o) y BOH(
H). Enquistamiento BS(A) y BOH(4). Tomada de Segura et al., 2009.
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Durante el enquistamiento el producto metabdlico principal son los lipidos, especialmente los 5-n-
alquilresorcinoles y 6-n-alquilpironas. A. vinelandii sintetiza una mezcla de estos compuestos, de
los cuales los alquilresorcinoles en mayor proporcidn se identificaron como homdlogos de 5-n-
heneicosilresorcinol (que también se sintetiza en Azotobacter chrococcum), 5-n-tricosilresorcinol y
sus derivados galactosidados (Figura 5). En bacterias como Azotobacter chrocooccum y en
Pseudomonas spp. se han registrado concentraciones de alquilresorcinoles de 2.3 a 56.2 jig/mg peso
seco y 0.2 a 0.8 ug/mg peso seco respectivamente, mientras que en A. vinelandii se han registrado
concentraciones de 2 a 19 Ug/mg proteina (Kozubek et al., 1996; Reusch & Sadoff, 1979; Reusch &
Sadoff, 1983, Zarnowski et al., 2004).
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Figura 5. Compuestos resorcindlicos presentes en los quistes de A. vinelandii. Tomada de Reusch &
Sadoff, 1983.

2.2 Operdn arsABCD vy sintesis de compuestos fendlicos en A. vinelandii

En A. vinelandii, se identificé un cluster de genes de los cuales los primeros 4 (arsABCD) forman el
operodn responsable de la biosintesis de lipidos fendlicos (Figura 6). arsA codifica para una sintasa
de acidos grasos de tipo | y requiere de una modificacién post-traduccional en el dominio ACP
(fosfopanteteinilacién) llevada a cabo por ArsD(4-fosfo-panteteiniltransferasa), ArsB y ArsC son
policétido sintasas de tipo Ill con 71% de identidad entre si en la secuencia de amino acidos,
incluyendo el trio catalitico, pero difieren en el mecanismo de ciclacién como consecuencia de un
aminodcido (W) de la estructura primaria, para formar alquilresorcinoles o alquilpironas (Funa et al.,
2006).
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Enoil Ceto Malonil/ ACP Ceto- Deshidratasa  4-fosfo-
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transferasa transferasa

ST

Sintasa de acidos grasos

Figura 6. Genes involucrados en la sintesis de alquilresorcinoles en A. vinelandii.

La sintesis de estos compuestos inicia cuando ArsA, modificado por ArsD, sintetiza un acilo de
cadena larga (21-23 carbonos). Posteriormente, ArsB y ArsC elongan este acilo mediante una
interaccion directa con ArsA-D (Figura 7) con dos condensaciones de malonil-CoA y se obtiene un
intermediario tricétido. Cuando se condensa un tercer malonil-CoA se obtiene un intermediario
tetracétido y ambos son usados por ArsC para producir pironas por medio de una reaccién de
lactonizacion, mientras que ArsB usa los intermediarios tetracétido para formar resorcinoles por
medio de una hidrdlisis y condensacidn aldol (Satou et al., 2013). Cabe destacar que en un analisis
de la fraccion lipidica de la cepa OP de A. vinelandii, se encontré que el mayor lipido fendlico de la
fraccion vegetativa o inducida con B-hidroxibutirato, es 5-heneicosilresorcinol y algunas pironas se
identificaron como 6-heneicosil-4-hidroxi-2-pirona y 4-hidroxi-6-(2’-oxotricosil)-2-pirona. Se asume
gue estos tres compuestos derivan del sustrato inicial n-behenil-CoA. Ademas, se han identificado
otros compuestos fendlicos derivados de n-tricosil-CoA, lo que demuestra que A. vinelandii produce
lipidos fendlicos como una mezcla con cadenas saturadas que van de los C,:-C,3, como en otras
especies Azotobacter (Funa et al., 2006).
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Figura 7. Via de sintesis de compuestos fendlicos en A. vinelandii. A. Via de sintesis de alquilpironas y
alquilresorcinoles con sus respectivos intermediarios, B. Via de sintesis de acidos resorcindlicos. Modificada
de Satou et al., 2013.

2.3 Otros genes relacionados con alquilresorcinoles en A. vinelandii

Aparte de los genes que conforman al operdn arsABCD, se encontraron otros genes en el cluster ars
(Figura 8A) que en un trabajo anterior que se encuentra en preparacion para su publicaciéon, fueron
interrumpidos para analizar su participacién en la biosintesis de los alquilresorcinoles en A.
vinelandii. Por medio de tincién con Azul Rapido B, se observé que al silenciar los 4 genes principales
(arsA=> arsD) la sintesis de alquilresorcinoles se ve afectada totalmente, mientras que al silenciar
otros genes como arsG, arsly arsJ demuestra que no son necesarios para obtener estos compuestos
en el estado de enquistamiento (Figura 8B). También se analizaron los extractos en placas de TLC
donde se observo que al silenciar ars/ (cuyo producto presenta similitud con glicosil transferasas),
se dejo de producir la forma galactosidada de los alquilresorcinoles, por lo que se dedujo que este
gen codifica para la proteina encargada de galactosidar los alquilresorcinoles de esta bacteria
(Vences et al., datos no publicados).
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Figura 8. Otros genes relacionados con alquilresorcinoles. A. Cluster de genes ars, B. Tincién de
alquilresorcinoles en mutantes sencillas de cada gen del cluster (Vences et al., no publicado).

Las proteinas ArsG, ArsH y ArsK presentan un péptido sefial y no tienen hélices transmembranales;
ArsE, ArsF y ArsH son proteinas con similitud a los transportadores de tipo ABC, mientras que ArsG
presenta similitudes con proteinas anotadas como transportadoras de lipoproteinas de la
membrana externa. De acuerdo a sus homodlogos y a su posible posicidon por tener o no péptido
sefial, estas proteinas posiblemente estén formando un sistema para transportar los
alquilresorcinoles y las alquilpironas del interior a la parte externa del quiste donde se encuentra la
exina (Figura 9).

A la exina

APs ARs ARs mod.

Figura 9. Modelo hipotético de transporte de alquilresorcinoles a la exina. (Vences et al., no
publicado).
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2.4 Regulacion del operén arsABCD

Por medio de una mutagénesis al azar, se encontré un gen al cual se le denomind arpR
(alkylresorcinol production regulator), que codifica para un regulador transcripcional tipo LysR. Este
tipo de reguladores pueden actuar como activadores o represores. También se sabe que estos
reguladores necesitan de coinductores para su funcionamiento, que aparentemente son
metabolitos intermediarios de vias metabdlicas en las que participan. En el caso de ArpR es el
activador de arsA sélo en condiciones de enquistamiento y es a su vez controlado positivamente
por el factor sigma RpoS (Figura 10). Como se menciond anteriormente, los reguladores de esta
familia requieren de coinductores por lo que al probar con moléculas relacionadas al metabolismo
de B-hidroxibutirato, se encontré que acetoacetil-CoA es el coinductor, pues aumenta la unién de
ArpR a la region promotora de arsA e incluso al afiadirlo al medio de cultivo induce la sintesis de
alquilresorcinoles en células vegetativas (Romero et al., 2013).
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Figura 10. Regulacién del operdn arsABCD y otros sistemas de regulacion.

Dado que el sistema de dos componentes GacS-A regula la sintesis de otros componentes del quiste
como el alginato y B-polihidroxibutirato, se estudid su relacién con la sintesis de alquilresorcinoles.
Se determind que este sistema de dos componentes regula positivamente la transcripcién de los
pequefios ARN’s RsmZ1-7 y RsmY, los cuales titulan la actividad de RsmA favoreciendo la sintesis de
alquilresorcinoles (Figura 10) y se observé que GacA estd involucrado en la fosforilacion de EIIAMT
que pertenece al sistema PTS"". Ademads, se sabe que existe una ruta de regulacidn positiva por
parte de GacA sobre el operdn arsABCD, sin embargo, no ha sido descrita aun (Muriel et al., 2015;
Romero et al., 2016; Trejo et al., 2017).

2.4.1 ArpRYy suregulacién sobre la produccion de alquilresorcinoles

El regulador ArpR (alkylresorcinol production regulador, Avin19169), del tipo LysR (LTTRs) funciona
como activador para el operdn arsABCD. Se sabe que los reguladores de este tipo poseen un
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dominio de unidn a ADN en el N-terminal y un dominio de unién a un cofactor en el C-terminal, y
requieren de un coinductor para su funcionamiento que son productos o intermediarios de rutas de
sintesis y/o metabdlicas relacionadas (Maddocks & Oyston, 2008; Vite, 2003). En el caso de ArpR, se
observé que regula directamente al gen arsA, ya que se une a su regiéon promotora en las posiciones
-462 y -171 con respecto al coddn de inicio ATG, también se sabe que su transcripcion aumenta
hasta 120 veces mads durante el estado de enquistamiento con respecto a las células vegetativas.
Ademas, ArpR es capaz de autoregularse como la mayoria de los reguladores LysR a pesar de que
no se encuentra divergente al gen arsA y requiere de acetoacetil-CoA como coinductor para su
funcionamiento, ya que al afiadir este compuesto al medio Burk Sacarosa se induce la sintesis de
alquilresorcinoles en células vegetativas (Romero et al., 2013).

2.4.2 Sistema de dos componentes GacS/GacA.

El sistema GacS/GacA es un sistema de dos componentes comun en bacterias Gram negativas que
esta conformado por una cinasa sensora (GacS) y un regulador de respuesta (GacA) que permiten a
los organismos adaptarse a distintas condiciones, asi como colonizar nichos especificos
dependiendo de su respuesta a ciertas sefiales ambientales. Estas sefiales pueden ser abidticas (pH,
temperatura, osmolaridad, etc...) o bidticas (productos sintetizados por una populacidn bacteriana).
GacS es una cinasa censora que tiene tres dominios; uno transmisor, receptor y otra histidina
fosfotransferasa (Hpt). Cuando GacS se activa al censar el estimulo del ambiente se autofosforila
para transferir el grupo fosforilo del residuo histidina del dominio carboxi-terminal a un residuo de
aspartato del regulador de respuesta GacA. Dado que aun no se han determinado las secuencias de
reconocimiento de GacA en los genes regulador, se ha asumido que el control que ejerce este
sistema es indirecto (Heeb, S. & Haas, D., 2001).

En algunas bacterias como Pseudomonas fluorescens, Pseudomonas chloraraphis y Pseudomonas
aureofaciens el sistema GacS/GacA regula positivamente la expresidon de genes responsables para
sintetizar metabolitos secundarios con actividad antifingica como 2,4-diacetilfluoroglucinol,
pioluteorina, 2-hexil-5-propilresorcinol, entre otros. Por otro lado, se sabe que en A. vinelandii el
proceso de enquistamiento, la produccion de los biopolimeros alginato y B-polihidroxibutirato
también son controlados por este sistema. La inactivacién de GacA tiene un efecto negativo sobre
la produccion de alquilresorcinoles y en la expresién de arsA, por lo que se sabe que este regulador
esta involucrado en el control de la sintesis de alquilresorcinoles en esta bacteria (Castafieda et al.,
2000; Castafieda et al., 2001, Heeb et al., 2001).

2.4.3 El factor sigma RpoS y su papel en A. vinelandii.

Cuando las bacterias se encuentran bajo condiciones de estrés como variaciones a temperatura,
osmolaridad, pH o inanicién, deben adaptarse para resistir estos cambios. El factor sigma 038, ¢S o
también conocido como RpoS es un factor alternativo que regula la expresion de los genes
encargados de responder ante este tipo de cambios. Se sabe que RpoS regula la produccion de
metabolitos secundarios, asi como determinantes de patogenicidad en Pseudomonadales. En A.
vinelandii, RpoS regula algunos genes de catalasas que responden al estrés oxidativo y también esta
involucrado durante inanicién de la fuente de Carbono. Asi mismo, se sabe que regula de manera
positiva la produccion de los biopolimeros alginato y PHB, esto a través de la via regulatoria de GacA.
Mediante la sefal de GacS, GacA activa la transcripcidon de RpoS el cual regula la activacion del gen
algD (promotor 1), mientras que para la sintesis de PHB actua sobre el gen del activador PhbR y del
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operon biosintético phbBAC (Battest! et al., 2011Sanderock et al., 2008, Castafieda et al., 2001;
Herndndez et al., 2011).

Cabe destacar que la sintesis de alquilresorcinoles también es regulada por RpoS, ya que la mutante
SW9 (rpoS::Sp) es incapaz de producir estos lipidos y también afecta negativamente la expresiéon de
los genes arsAy arpR. De manera indirecta, RpoS regula a arsA a través de ArpR ya que se encontré
gue para la expresidn de arpR es esencial este factor sigma (Romero, 2008 & Romero, 2013).

2.4.4 Regulacién del operdn arsABCD por la via Gac-Rsm.

Como se menciond anteriormente, el sistema de dos componentes GacA/GacS regula
indirectamente la expresidn de varios genes a través de distintos sistemas de regulacién como es el
caso con el sistema post-transcripcional de RsmA formando una via de regulaciéon Gac-Rsm. En este
caso, GacA activa la transcripcién de los pequeios ARNs, RsmZ1-7 y RsmY, que titulan la actividad
de RsmA (Figura 10). RsmA, ortdlogo de CsrA en otras bacterias, es un regulador global que se une
a diversos ARN’s mensajeros y regula su traduccién y estabilidad. En la mayoria de los casos, actua
como un regulador negativo que controla varias vias como el metabolismo central del carbono
central, asi como la deteccion de quorum modulando las concentraciones de las moléculas sefial
gue participan en la formacidon de biofilm y movilidad. En el caso de A. vinelandii, RsmA controla la
sintesis de algunos componentes de los quistes, como el PHB vy el alginato. Cuando se analizé la
produccién de alquilresorcinoles en mutantes de rsmA, gacA y rsmZ1 en la cepa SW136, la sintesis
de alquilresorcinoles aumentd 80% sélo en la mutante rsmA mientras que en las mutantes gacA 'y
rsmZ1 se anulé la produccion (Figura 11). Ademads, encontraron 3 posibles secuencias de union de
RsmA en arpR, lo que indica que RsmA también regula negativamente la sintesis de
alquilresorcinoles al evitar la traduccion de arpRy afectar la estabilidad del transcrito. Por otro lado,
en una doble mutante gacA/rsmA (SW15) se observé que la inactivacion de rsmA no restaurd la
produccién de alquilresorcinoles por lo que al medir la expresidén de arsA y arpR se concluyd que
RsmA regula negativamente la expresidn de arpR a nivel traduccional y que el sistema GacS/GacA
controla positivamente la sintesis de alquilresorcinoles por una segunda dia que afecta la expresién
de arsA independientemente de su regulacion por ArpR y del control de rsmZ1 (Romero et al., 2013;
Timmermans & Melderen, 2010).
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Figura 11. Efecto de la inactivacidn de gacA, rsmZ1 y rsmA en la produccion de alquilresorcinoles
Tomada de Romero et al., 2013.

2.4.5 Regulacién de arsABCD por el sistema Gac-PTSN" y RpoS.

El sistema fosfotransferasa (PTS) se conforma por los genes ptsP, ptsO y ptsN, que codifican para las
proteinas EINY, NPr y EIIANY, Estas participan en una cadena de fosfotransferencia que deriva del
fosfoenolpiruvato (PEP) y donde el Gltimo aceptor del fosfato es EIIANY, Este sistema regula varios
procesos en bacterias, como el consumo de potasio en E. coli y patogenicidad en Salmonella,
también se ha visto que EIIAN" modula la actividad de varios sistemas de dos componentes como la
histidin-cinasa de PhoR en E. coli para la respuesta ante falta de fosfato (Pfliiger-Grau & Gérke, 2010;
Pfliiger-Grau & Lorenzo, 2014).

Adicional a la via de regulacidon Gac-Rsm sobre el operdn de arsABCD y arpR, también se estudio su
relacion con el sistema PTSM". Cuando se inactivaron los genes ptsP, ptsO y ptsN de este sistema en
el fondo genético UW136 (una cepa de A. vinelandii incapaz de sintetizar alginato por una mutacién
en algU), se observd que la mutacion en ptsN (EIIANY) favorecia a la produccién de alquilresorcinoles
mientras que la inactivacidén de ptsP y ptsO tuvieron el efecto contrario afectando la produccion
(Figura 12). Dado que la inactivacion de ptsP y ptsO afectan la fosforilacién de EIIAN" por la
secuencia de fosforilaciéon en la cascada, se planted la hipdtesis que el estado no fosforilado de
EIIAM estaba relacionado con el efecto negativo observado en la cepa ptsN (Figura 10). Dado que la
transcripcién de arpR depende de RpoS y como se vio afectado su nivel de transcripcion en la
mutante ptsN, estudiaron el efecto de EIIAN" sobre RpoS, resultando que en su estado no fosforilado
afecta la transcripcion de arpR al degradar a RpoS (Muriel et al., 2015).

Por otro lado, se sugiere que existe una via GacA-PTS debido a que en una mutante gacA sélo se
encontrd la forma no fosforilada de EIIAM" y los niveles de transcrito de ptsP y ptsO aumentaron en
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células vegetativas y disminuyeron en células enquistadas lo que podria indicar que GacA se
encuentra involucrado en el control de la fosforilacidn de este sistema; sin embargo, ain no se ha
determinado el mecanismo mediante el cual GacA controle la fosforilacién de EIIANY (Trejo et al.,
2017).
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Figura 12. Efecto de la inactivacién de los genes del sistema PTS"" en la sintesis de ARs. Tomada de
Muriel et al., 2015.

2.4.6 Regulén PhoB/PhoR

Muchas condiciones externas son detectadas por sistemas de regulacion de dos componentes en
bacterias, uno de estos sistemas es el Regulén Pho, que se compone por una histidina cinasa de
membrana interna; PhoR, y un regulador de respuesta; PhoB. Este sistema responde ante los niveles
de P; periplasmico interactuando junto con un sistema de transporte de fosfato (Figura 13). Cuando
hay limitacion de fosfatos PhoB se activa por PhoR y se une a secuencias especificas de ADN
conocidas como Caja Pho que varian entre especies. La actividad de PhoB se puede inducir con el
intermediario acetil fosfato y con otros sistemas de regulacidn como los de Carbono y Vences et al.,
no publicado, lo que genera una regulacion cruzada. Dentro de ésta se ha encontrado relacién con
respuestas a fuentes de Carbono, Vences et al., no publicado, y otros nutrimentos (Gardner &
Mcclearly, 2019, Lamarche et al., 2007; Santos, 2015).
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Figura 13. Control del regulon Pho por medio del sistema de transporte de fosfato. Tomada de
Gardner & Mcclearly, 2019.

Se sabe que el regulén Pho, esta relacionado en la regulacién de genes involucrados en procesos
como tolerancia a la acidez, produccién de toxinas, formacidn de biofilm y resistencia a compuestos
antimicrobianos en bacterias patégenas. Cuando las bacterias se encuentran en condiciones
limitadas de fosfato, este regulén participa en los mecanismos para optimizar la captura de
nutrimentos esenciales, como se ha visto en Caulobacter crescentus, que cambia su estado celular
y en Bacillus subtilis se modifican los componentes de la superficie. En Sinorhizobium meliloti, PhoB
regula positivamente la sintesis de algunos exopolisacaridos que se involucran en la invasién de
nodulos radiculares cuando el fosfato es escaso (Lamarche et al., 2007).

En A. vinelandii, se observd que, al disminuir las concentraciones de fosfato en el medio, la
produccién de alquilresorcinoles aumenté en células vegetativas (Figura 14). Esto sugiere que el
operdn de sintesis arsABCD es regulado también por este sistema, pues bajo limitacion de fosfato
los fosfolipidos de las membranas son reemplazados por lipidos sin fosfato, como los lipidos de
ornitina y los alquilresorcinoles (Vences, et al., datos no publicados).
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Figura 14. Produccidn de alquilresorcinoles en células vegetativas con medio limitado en fosfatos
(Vences et al., no publicado).

Ademas, se encontrd una secuencia que corresponde posiblemente a una caja Pho dentro de la
region reguladora de arsA (Figura 15). Con estos resultados, se supone que PhoB estaria actuando
como regulador negativo afectando la sintesis de alquilresorcinoles cuando estd en su forma no
activa (Vences et al., no publicado).

ATTTGTGCAAATTCGATTTGGATTCGGGATTCACTTTCCCAGTGACATCGGA™ 3 ATGAATTA

TCGGCAATTCC 19GAGTACGCTTTGTTTCEGCCGGTAGTGTGARAAACCAAGCATGTCGATATC

GCATGTCCGATGGGGGCGAGGTCATTTCCCCGGACAAGAGGCGAAGACCCTCTTCGCGGT
CCGTTCGTCGATCCTCGGGCGATATCAATTGAATGGCATTTCCCGCTTTCCAGCGGTAGT
CGGGGCCATGCCAGTCGAACGCGAGCAGTGTGTGTAGCGGCTCGAACAAGGAACAARALAGC

TTGCGCCGAAAFhC BoXGCGCATCTTTTTGAGAGCAGGATGATCAATSANTGGCTAGT

Figura 15. Caja Pho en region promotora de arsA (Vences, no publicado).

2.5 Efecto de la interrupcion de la sintesis de PHB en la produccién de

alquilresorcinoles
La via de sintesis de PHB (Figura 16) inicia con la condensacién de dos moléculas de acetil-CoA con
ayuda de la B-cetotiolasa para formar acetoacetil-CoA, el cual se convierte en 3-hidroxibutiril-CoA
por medio de la actividad de la acetoacetil-CoA reductasa y la PHB sintasa polimeriza los monémeros
en PHB. Los genes responsables de la biosintesis de PHB son phbB, phbAy phbC, estos se encuentran
en operén y codifican para las enzimas B-cetotiolasa, acetoacetil-CoA reductasa y PHB sintasa
respectivamente (Gonzdlez et al., 2013).
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Figura 16. Sintesis de PHB.

Cuando A. vinelandii se enquista, los productos metabdlicos principales son los lipidos
alquilresorcinoles y el PHB. Por ello, se estudio el efecto que tiene la inactivacion del operén phbBAC
en la produccion de alquilresorcinoles y en la formacion de quistes. La inactivacidn por insercién en
los genes phbB y phbC, aumentd la concentracion de alquilresorcinoles incluso en células
vegetativas (Tabla 3) (Segura et al., 2003).

Tabla 3. Produccion de alquilresorcinoles en cepas mutantes de A. vinelandii (Segura et al., 2003).

Cepa Genotipo ARs (ig/mg proteina)
BBOH BS
5 dias 5 dias
ATCC 9046 WT 13.4+0.6 <0.1
AT6 phbB::miniTn5 112.0+18.0 7.9+0.8
ACS18 phbC::Sp 31.4+5.6 1.2+0.3

Una de las razones por las cuales la produccién de alquilresorcinoles aumenta, puede ser por la
redireccidn de flujo de los intermediarios. La biosintesis de PHB consume una gran cantidad de
acetil-CoA, ya que este polimero llega a representar hasta el 85% del peso seco celular.
Adicionalmente, uno de esos intermediarios producidos en el metabolismo de PHB es el acetoacetil-
CoA (producto de phbA), el cual funciona como coinductor de ArpR (activador del operdn arsABCD).
Se ha comprobado que al agregarlo al medio las células vegetativas inducen la produccién de los
lipidos resorcinélicos. Dependiendo del paso enzimatico que se bloquee en la biosintesis de PHB, la
concentracién de este inductor puede cambiar considerablemente (Figura 17).
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Figura 17. Relaciones entre las biosintesis de PHB y alquilresorcinoles. El intermediario acetoacetil-
CoA activa la expresion del operdn arsABCD al servir como coinductor de ArpR.
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3 JUSTIFICACION

Los lipidos resorcinélicos son metabolitos secundarios con diferentes papeles como molécula sefial
o como adaptdgenos en las células que los producen ante condiciones de estrés como la radiaciéon
y el estrés oxidativo. Los alquilresorcinoles tienen un potencial biotecnolégico porque por sus
caracteristicas fisicoquimicas, tienen la capacidad de modificar las propiedades de las membranas
lipidicas cuando se integran a éstas y pueden formar o estabilizar estructuras membranales como
liposomas para acarrear compuestos de diferente naturaleza. Adicionalmente, pueden inhibir el
crecimiento de hongos. Las producciones registradas en Azotobacter chroococcum y Pseudomonas
spp. muestran que las fuentes bacterianas pueden considerarse ricas en estos compuestos; sin
embargo, una de las desventajas de algunas bacterias como A. vinelandii es que la producciéon mas
alta de estos compuestos ocurre durante la fase latente, lo cual es poco favorable desde el punto
de vista de cultivo. Por ende, la relevancia de este trabajo recae en el aprovechamiento de métodos
moleculares para obtener cepas sobre-productoras de estos compuestos al modificar el control
regulatorio ejercido sobre el operén de biosintesis y el flujo metabdlico de los intermediarios
involucrados en la produccion.
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4 HIPOTESIS

La inactivacién de los genes rsmA, ptsN, phoB (reguladores negativos del operén arsABCD) en
conjunto con la interrupcion de las vias de sintesis de los biopolimeros PHB y alginato por
inactivacién de los genes phbB y algA, permitird obtener cepas productoras de alquilresorcinoles,
tanto en estado de enquistamiento como en células vegetativas de A. vinelandii.

5 OBIJETIVOS
5.1 Objetivo general

Obtener cepas mutantes de A. vinelandii que favorezcan la sobreproduccién de lipidos
alquilresorcinoles en quistes y en células vegetativas.

5.2 Objetivos especificos
+»+» Determinar la cepa de A. vinelandii mas adecuada para realizar las mutaciones por su
nivel de produccién de alquilresorcinoles.
«»+ Evaluar el efecto de la inactivacién de los reguladores negativos RsmA, PhoB y sus
combinaciones sobre la producciéon de alquilresorcinoles.
Establecer si la eliminacidn de las rutas de sintesis de PHB y/o alginato favorecen la
sobreproduccién de alquilresorcinoles.

X3

%
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6 MATERIAL Y METODOS

6.1 Cepas bacterianas y plasmidos
Las cepas de A. vinelandii usadas y generadas en este trabajo para evaluar la produccién de
alquilresorcinoles se encuentran enlistadas con sus respectivas caracteristicas en la Tabla 4, asi
como las cepas y pldsmidos usados de E. coli para obtener la mutante con inactivaciéon en phbB.

Tabla 4. Plasmidos y cepas usadas en este trabajo.

Plasmidos

Caracteristicas

Referencia

pJetl.2blunt
pBSL98Gm

pletl.2phbB
pletl.2phbB::Gm

Bacteria
E. coli

A. vinelandii

Vector de clonaciéon lineal con resistencia a

ampicilina.

Plasmido con resistencia a gentamicina.
Vector de clonacién con el gen phbB integrado.

Vector de

clonacion con

resistencia a

gentamicina insertada en phbB.

Cepa
Topl0

UW136

SW136
ATCC9046

AEIV

AEIV ptsN
AEIV rsmA
AEIV phoB

AEIV rsmA-
ptsN

AEIV rsmA-
phoB

AEIV rsmA-
ptsN-phoB
AEIV phbB

AEIV algA

AEIV algA-
phbB

Caracteristicas

F-  mcrA  A(mrr-hsdRMS-
mcrBC) 80lacZAM15 AlacX74
nupG recAl araD139 A(ara-
leu)7697 galE15 galK16 rpsL
(StrR)endA1 A-

Cepa algU- derivada de la
cepa silvestre DJ

UW136 algU+, mucoide
Cepa silvestre, mucoide

Cepa silvestre , mucoide

AEIV con mutacidn ptsN::Km
AEIV con mutacidn rsmA::Sp
AEIV con mutacidn phoB::Gm

Derivada de AEIV rsmA con
mutacion ptsN::Km

Derivada de AEIV rsmA con
mutacion phoB::Gm
Derivada de AEIV rsmA-ptsN
con mutacion phoB::Gm
AEIV con mutacidn phbB::Gm
AEIV con mutacidn algA::Km

Derivada de AEIV algA con
mutacion phbB::Gm

Thermo Fisher Scientific

Alexeyev et al., 1995
Este trabajo
Este trabajo

Referencia
Invitrogen

Bishop & Brill, 1997

Segura et al., 2009
American Type Culture
Collection

Svein  Valla(Norwegian
University of Science and
Tecnhology

Trejo et al.,2019

Trejo et al.,2019

Vences, datos no
publicado

Trejo et al., 2019

Este trabajo
Este trabajo
Este trabajo
Ahumada,

publicados
Este trabajo

datos no
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AEIV algA- Derivada de AEIV algA Este trabajo

rsmA resistente Km, con mutacion
rsmA::Sp
AEIV algA- Derivada de AEIV algA-rsmA | Este trabajo

rsmA-phbB con mutacion phbB::Gm

6.2 Técnicas moleculares

6.2.1 Reaccidn en cadena de la polimerasa

Debido a que ya se contaban con las mutantes phoB, rsmA, ptsN y rsmA-ptsN en el fondo AEIV de
A. vinelandii, solo se confirmd por PCR la insercidn del gen que confiere resistencia a gentamicina
(534 pb), en los alelos mutantes usando ADN cromosomal de las cepas rsmA-phoB, rsmA-ptsN-phoB
y los controles (cepa silvestre y phoB). Las condiciones utilizadas para la reaccién usando la Taq
polimerasa de Thermo scientific y los oligonuclétidos PhoBMUFw y PHOBMURvV (Tabla 5) fueron las
siguientes: 1 ciclo de 95°C por 3 minutos, 1 ciclo de 95°C por 35 segundos, 63°C por 30 segundos,
72°C por 2 minutos, estos ultimos 3 se repitieron 30 veces y se finalizé la reaccidn con un ciclo de
72°C por 10 minutos.

Para construir la cepa mutante con la via de sintesis de PHB inactiva (ya que se contaba con la
mutante en algA que tiene la via de sintesis de alginato inactiva), se comenzd por amplificar un
fragmento de 1090pb correspondiente al gen phbB usando el ADN cromosomal de la cepa AEIV
silvestre y los oligos PhbBFw y PhbBRv (Tabla 5). Las condiciones utilizadas para las reacciones de
PCR usando la enzima Phusion High-Fidelity DNA Polimerase de Thermo scientific fueron: 1 ciclo a
98°C por 30 segundos, 98°C por 10 segundos, 60°C por 30 segundos, 72°C por 2 minutos 25 segundos
por 30 ciclos y 1 ciclo a 72°C por 10 minutos. Estas condiciones también se usaron para comprobar
por PCR de colonia la insercion del gen que confiere la resistencia a gentamicina en los alelos de las
mutantes phbB, algA-phbB y algA-rsmA-phbB. Para obtener el material genético usado en la
reacciéon primero se resuspendié una asada de células cultivadas por 48h en medio sdélido Burk
Sacarosa en 50lL de agua y se calentaron las muestras a 95°C por 25 minutos para después
centrifugar por 10 minutos a 13000 rpm vy utilizar 2L de sobrenadante para cada reaccion.

6.2.2 Oligonucléotidos

Los oligonucléotidos utilizados en este trabajo para obtenery corroborar la inactivacion de los genes
phoBy phbB se muestran en la Tabla 5.

Tabla 5. Oligonucléotidos usados en este trabajo.

Nombre Secuencia Caracteristicas Referencia

PhoBMUFw | TGACCGACCGCGAGGACGACCTGAAGATCG | Tm=70°C, %GC:63, | Vences et al.,
longitud:30nt no publicado

PhoBMURV | CGCGTATAGGCGCGTTCCTGGTGGGTCATG | Tm=70°C, %GC:63, | Vences et al.,
longitud:30nt no publicado

PhbBFw AGTACGATGTCACCAACGGG Tm=58°C, %GC: | Este trabajo
55, longitud:20nt

PhbBRv CATCCAGCTTGGTTTGTTCG Tm=56°C, %GC: | Este trabajo

50, longitud:20nt
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6.2.3 Construccion de la mutante phbB::Gm.

Para inactivar la sintesis de PHB por medio de una insercién de un casete de resistencia a
gentamicina en el gen phbB, primero se usé el plasmido pJET1.2blunt (Thermo Fisher Scientific) para
ligar el producto de PCR correspondiente al gen silvestre phbB y obtener el plasmido pJET1.2phbB
(Tabla 4). Después, se extrajo del plasmido pBSL98Gm (Alexeyev et al., 1995) el fragmento de la
resistencia de gentamicina usando la enzima de restriccion Smal, con la cual también se digiri6 el
plasmido pJET1.2phbB para poder ligar posteriormente la resistencia purificada en el sitio +380 del
gen phbB. Con esto, se construyd el plasmido pJET1.2phbB::Gm que tiene inactivo el gen phbBy se
transformd en células E. coli Top 10.

6.2.4 Transformacién en E. coli

Para transformar las células de E. coli con los plasmidos pletl.2phbB y pletl.2 phbB::Gm se
utilizaron células calcio competentes Top 10 las cuales se mezclaron con los respectivos plasmidos
ligados y se dejaron 30 minutos en hielo. Después, se les dio un choque térmico de 5 minutos a 38°C
y se les afadié 1 mL de medio LB liquido sin antibidtico y se dejaron recuperando en agitacidn por
1 hora a 37°c a 200 rpm. Finalmente, se seleccionaron las células en cajas petri de medio LB Amp
200 pg/mLy LB Gm 10 pg/mL de las cuales se seleccionaron colonias.

6.2.5 Transformacidn en A. vinelandii

Para obtener las cepas mutantes primero se sembraron en medio sélido las cepas AEIV, rsmA, rsmA-
ptsN, algA y algA-rsmA para tener células frescas con la finalidad de obtener las cepas mutantes
AEIV rsmA-phoB, rsmA-ptsN-phoB, algA-rsmA, phbB, algA-phbB vy algA-rsmA-phbB. Luego se
resembro cada cepa en placas de CM y se incubaron por 48 horas a 30°C. Después se resembraron
y se incubaron por 18 horas a 30°C, se recolectaron las células y se lavaron con MgS0O, 10 mM hasta
retirar el alginato para las cepas que presentan un fenotipo mucoide, se resuspendieron en 200pL
de MgS0O, 10 mM y se afadieron 10 pL de ADN. Después de mezclar las células competentes de A.
vinelandiiy el ADN, se tomaron los 210 I de volumen y se sembraron en cajas de medio CM sélido
dejandose secar en la campana de flujo laminar para incubar cada caja por 24 horas a 30°C.
Finalmente se recolectaron las células, se resuspendieron en MgS04 10 mM para sembrar en medio
solido con antibidtico (medio de seleccién) y se dejaron incubando por 3 dias para seleccionar las
colonias que crecieron en el medio selectivo con los antibiéticos correspondientes a cada mutacidn
esperada.

6.2.6 Extraccién de ADN plasmidico de E. coli.

A partir de 6 mL de cultivo de E. coli en medio LB con gentamicina y ampicilina (10 y 200 pg/mL
respectivamente), se realizaron extracciones por el método de perclorato de los plasmidos
pBSL98Gm, pJET1.2phbB::Gm y pletl.2phbB. Primero, se obtuvieron los pellets celulares y se
resuspendieron en 175 UL de TES (15% sacarosa, 5 OmM TRIS pH 8.5 y 50 mM EDTA pH 8) y se
afadieron 25 pL de lizosima (10 mg/mL) para incubarlos por 20 minutos en hielo. Después se
afiadieron 400 L de agua helada y se incubaron los tubos por 15 minutos a 73°C, se centrifugaron
por 15 minutos y se descartaron los pellets con palillos estériles. Seguido de esto, se afiadieron 60
ML de NaClOs 5 M y 600 pL de isopropanol a la fase acuosa, suavemente se mezcld todo y se
centrifugd por 15 minutos, se descarté el sobrenadante y se lavo el pellet con etanol al 70%.
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6.2.7 Extraccion de ADN cromosomal por el método de fenol cloroformo

A partir de cajas petri de medio sélido Burk Sacarosa incubadas a 30°C por 72 h, se recogieron las
células de las cepas; AEIV, rsmA, phoB, rsmA-phoB y rsmA-ptsN-phoB de A. vinelandii con una
espatula previamente esterilizada. Se resuspendieron en MgSO; 10 mM para lavarlas y se
centrifugaron para obtener un pellet (no debe exceder los 100|L de volumen en el tubo). Después
se lavaron las células de cada cepa con 450 Wl de amortiguador TE 50/20 y se resuspendieron las
células nuevamente en 450 pL. Después se incubaron dos reacciones de lisis; primero se afiadieron
50uL de lisozima y se incubaron las muestras por 30 minutos a 37°C, luego, se ainadieron 50 uL de
proteasa y se volvieron a incubar a 37°C por otros 30minutos. Posteriormente, se adicionaron 50 pL
de SDS 10% y se volvieron a incubar por 15 minutos a 35°C hasta que la solucidn tuviera una
apariencia turbia y viscosa. Una vez transcurrido el tiempo, se afiadieron 100 pL de NaCl 5M, se
mezcld e incubaron los tubos por 10 minutos a 65°C junto con un tubo con 400 pL de CTAB 10%
NaCl 0.7 M para afiadir 80 pL de esta solucién a cada tubo después de la incubacion con NaCl 5 M,
y se incubaron por segunda vez durante 20 minutos a 65°C.

Para iniciar con la extraccion, se afiadieron 750 UL de Cloroformo-alcohol isoamilico (24:1), se
centrifugd y se tomo la fase acuosa superior con mucho cuidado. Después se adiciond (al volumen
recuperado) otro volumen de una solucién de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico (1 volumen de
fenol saturado + 1 volumen de soluciéon cloroformo-alcohol isoamilico) y se repitié el paso anterior,
para extraer con otro volumen de cloroformo-alcohol isoamilico (24:1). Después de las extracciones,
se afadieron 600 L de isopropanol y se mezclé suavemente, se centrifugd y se lavé dos veces cada
pellet con etanol al 70%. Finalmente se secaron las muestras en un concentrador de vacio (Vacufuge
plus de eppendorf) y se resuspendieron en 30 IL de ARNasa para incubarse a 37°C por una hora.
Antes de usar el ADN extraido, se corrié un gel de agarosa 1% y se cuantificé el ADN por absorbancia
en un espectrofotémetro NanoDrop One de Thermo scientific.

6.3 Métodos de cuantificacion

6.3.1 Cuantificacidén de proteina por el método de Lowry

El crecimiento bacteriano se cuantifico determinando la concentracidon de proteina celular por
mililitro de cultivo y también por masa seca. Para el primer caso la proteina se cuantificd mediante
el método de Lowry (1951), a partir de las muestras tomadas de los cultivos se lavaron las células
con MgS0. 10 mM y se concentraron. Después, se resuspendieron en 1 mL de MgSO4 10 mM para
apartar 300 pL de muestra de los cuales se realizé una dilucién tomando 10 pL y se llevd a un
volumen final de 200 pL con agua. Luego, se afiadid 1 mL de solucién reactiva y se incubd por 10
minutos. Después de la incubacién, se afiadieron 100 pL de reactivo Folin diluido (2 volimenes de
agua por cada uno de Folin) y se dejaron reposando las muestras por 30 minutos para leer su
absorbancia a 625 nm. Simultdneamente se realizd una curva estandar con 200 L de albumina
sérica en concentraciones de 1 mg/mL de 12.5, 25, 50, 100, 200 y 400 pg/mL.

Para la solucién reactiva:
Soluciéon A: Na>COs3 2% en NaOH 0.1 N
Solucion B: Tartrato de Nay K2 %

Solucidn C: CuS0O4 1 %.

32



Se mezclaron: 0.5 ml de Solucién C + 0.5 ml de Solucion B + 49 ml de Solucién A.

6.3.2 Cuantificacion de masa seca

Diferentes voliumenes de muestra de los cultivos se secaron en tubos eppendorf de 1.5 mL. Los
tubos vacios primero se secaron el horno 24 horas antes de tomar muestra. Después se pesaron
vacios y se transfirieron las muestras, se centrifugaron y se descarté el sobrenadante de cada una.
Finalmente, se dejaron en el horno por 24 horas hasta que estuvieran secos a peso constante y se
pesaron para obtener la masa seca total por diferencia de peso.

6.3.3 Deteccidn, extraccidon y cuantificacion de alquilresorcinoles

Para la extraccidon de alquilresorcinoles de todas las cepas evaluadas se tomaron muestras de
cultivos liquidos incubados a 30°C por 72 horas mientras que para la cepa seleccionada vy
caracterizada se tomaron muestras en los tiempos 0, 8, 12, 24, 36, 48 y 72 horas, las cuales se
centrifugaron y se lavaron con MgS0O,10 mM hasta retirar el alginato de las células. El pellet celular
se resuspendié en 1 mL de MgSO4 10 mM, se apartaron 300 UL para cuantificar proteina y se
centrifugaron los 700 L restantes para extraer los alquilresorcinoles con 1 mL de acetona dos veces;
en la primera extraccidn se afiadié la acetona, se agitaron y se dejaron reposar las muestras por una
hora. Después, se centrifugaron las muestras colectando el mililitro de acetona, posteriormente, se
realizé la segunda extraccion, agitando y dejando las células resuspendidas en otro mililitro de
acetona hasta el dia siguiente. Se colectd la acetona y se juntaron los dos mililitros de extracto
secandose sin temperatura en la centrifuga de vacio Vacufuge plus de eppendorf.

El método utilizado para la cuantificacién de alquilresorcinoles es el micro método colorimétrico
con sales de Azul Rapido B (Sampietro et al., 2009). Se afiadié 1 mL de solucidn reactiva azul rapido
B-propanol (Tabla 6) a los extractos secos y a la curva estandar (4, 8, 20, 40, 60, 100 pg/mL), y se
dejaron reaccionar por 1 hora sin exposicién a la luz, después se leyeron las muestras a 520 nm. Es
importante mencionar, que la pastilla obtenida de las muestras de células vegetativas, se cuantificé
directamente mientras que el extracto de las muestras inducidas con n-butanol se resuspendieron
en 100 L de acetona y se tomaron 50 [L para cuantificar.

Tabla 6. Solucién Azul Rapido B- Propanol.

Reactivo Cantidad Concentracion Final
Acido acético 1ml 5%

Azul rapido B 0.016¢g 0.08 %

H20 Aforar a 20 ml

Propanol* 80 ml

* La cantidad de propanol es siempre 4 partes con respecto a la solucién acido -
azul rapido.

6.3.3.1 Tincién en placa

Para realizar las pruebas rapidas de la produccion de alquilresorcinoles en las cepas mutantes, se
tomd el volumen del preinéculo equivalente a 400 Ug de proteina, se lavaron las células y se
resuspendieron en MgS04 10 mM. Después se inocularon 10 UL en cajas de medio Burk Sacarosa 'y
Burk butanol que se incubaron a 30°C para tefiirse con una solucion (Tabla 7) a las 24, 48 y 72 horas.
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Tabla 7. Solucién de tincién para 50mL.

Reactivo Cantidad
Acido acético 2.5mL
Azul B rapido 250 mg
Agua 47.5 mL

6.3.4 Extraccién y cuantificacion de PHB

Para extraer el polimero PHB, las muestras de 1 mL se centrifugaron y los pellets celulares se lavaron
con 1 mL de MgS0,10 mM. Después a las células se les afiadié hipoclorito de sodio comercial diluido
en agua al 30%, se resuspendieron las muestras y se incubaron una hora a 30°c. Después se hicieron
lavados, primero con 1 mL agua y se centrifugaron por 5 minutos, luego con 1 mL de etanol absoluto
y se centrifugaron por 3 minutos. Finalmente, se lavaron con 1 mL de acetona y se centrifugaron 3
minutos, retirando la acetona y dejando secar.

Una vez secas las muestras, se cuantificé el PHB por medio del método espectrofotométrico, previa
conversion en acido crotonico mediante tratamiento con acido sulfurico concentrado (Law &
Splecky,1961). Al PHB seco extraido se le afiadi6 1 mL de 4cido sulfurico y se calenté
aproximadamente a 95°C por 10 minutos, para posteriormente leer la absorbancia a 235 nm en
celdas de cuarzo de 1 cm. Se utilizd la ecuacidon de Lambert & Beer para calcular la concentracién de

A . ., . -
crotonato (& = o donde A es absorbancia, C concentracidn, | longitud de la celda y € coeficiente

de extincién molar de 1.55x10* Mcm™) y convertirlo a equivalentes de PHB.

6.3.5 Cuantificacidon de sacarosa

Para cuantificar el consumo de sacarosa se utilizé el método de B-fructofuranosidasa-DNS
(Miller,1959). Se realizaron diluciones 1:20 con agua destilada de las muestras del sobrenadante
(libre de células) y se tomaron 90pL de la dilucién, se les afadieron 10 [L de la solucidn enzimatica
(2.5mg de B-fructofuranosidasa con 1 mL de amortiguador de citratos 0.35 M pH 4.6) y se
incubaron por 10 minutos a temperatura ambiente. Posteriormente se agregaron 100 [IL de DNSy
se colocaron los tubos por 5 minutos en agua ebullendo. Finalmente, los tubos se dejaron enfriar en
hielo y se les afiadid 1 mL de agua destilada para leer las absorbancias a 540 nm. Paralelamente, se
corrié una curva patrén de sacarosa.

6.4 Mediosy condiciones de cultivo

Con la finalidad de seleccionar la mejor cepa sobre-productora de alquilresorcinoles, se evalué el
crecimiento y producciones de alquilresorcinoles en diferentes cepas mutantes de A. vinelandii en
dos condiciones distintas; en estado celular vegetativo usando medio Burk Sacarosa 2% y en estado
de enquistamiento induciendo con medio Burk Butanol 0.2%. Las condiciones establecidas para
evaluar el crecimiento y produccidn de alquilresorcinoles en cada cepa fueron los siguientes;
temperatura de incubacién a 30°C y 200 rpm en cultivos liquidos de 50 mL (correspondiente al
estado celular evaluado) usando matraces de 250 mL por 72 horas.

Cabe destacar que, para los cultivos de las células enquistadas, primero se inocularon las células
vegetativas del preindculo (18-20 horas de cultivo en medio Burk Sacarosa) y se incubaron por 24
horas en las condiciones mencionadas anteriormente. Después, se centrifugaron los cultivos de 24
horas dividiendo los 50 mL de volumen por rondas, ya que los cultivos de las cepas productoras de
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alginato requirieron lavarse con MgS0.,10 mM para solubilizar el alginato y obtener el pellet celular.
Una vez que se concentraron las células de los 50 mL, se lavaron tres veces mas con MgS0O, 10 mM
para retirar la sacarosa y se pasaron las células a los matraces con 50 mL del medio inductor Burk
Butanol 0.2% y se incubaron por 72 horas a 30°C, 200 rpm. Las concentraciones de las soluciones
gue se usaron para los medios de A. vinelandii se encuentran enlistadas en la Tabla 8.

Tabla 8. Soluciones Stock para los medios de cultivo de A. vinelandii.

Reactivo Concentracion Stock Concentracion final
M g/L mM
MgCl,.6 H.0 0.79 160 0.79
NaMO..2 H,O0 0.00083 0.2 0.83
FeS0O,. 7 H,0 0.018 5 0.018
CaCl,. 2 H,0 0.05 7.3 0.5
Na,SO4 0.13 18.3 1.3
Buffer fosfatos
K:HPO, 0.046 8.0 4.6
KH2PO4 0.015 2.0 1.5
Sacarosa 200 20%

Por otro lado, para obtener las cepas mutantes rsmA-phoB, rsmA-ptsN-phoB, phbB, algA-rsmA,
algA-phbBy algA-rsmA-phbB en A. vinelandii AEIV se usé el medio de competencia (CM). Primero,
se sembraron las cepas de las cuales derivan cada mutante (AEIV silvestre, rsmA, rsmA-ptsN, algA &
algA-rsmA) para tener células frescas y sembrarse en cajas petri de medio CM que se dejaron
incubando por 48 horas a 30°C. Transcurrido el tiempo, se resembraron por segunda vez en cajas
nuevas con medio CM, se dejaron incubar aproximadamente 18 horas para poder obtener
suficientes células ya que algunas mutaciones afectaron el crecimiento y se recogieron con una
espatula previamente esterilizada por calor para poder hacer los suficientes lavados con MgS0,4 10
mM para retirar el alginato de las cepas productoras del polimero. Posteriormente, se
resuspendieron las células en 200 IL de MgS04 10 mM vy se les afiadié 10 L del material genético
(ADN cromosomal 6 plasmido lineal) para sembrar las células en una caja de CM que se incubd 24
horas. Finalmente, se afadié 1mL de MgSO, 10 mM y con ayuda de una espatula se recolectaron las
células en un tubo de 1.5 mL para platear en medio Burk Sacarosa con su respectivo antibidtico para
seleccionar y después de 48-72 horas de incubacion a 30°C, picar las colonias que crecieron. En la
Tabla 9 se muestran las cantidades necesarias para preparar 1 L de medio Burk Sacarosa, Burk
Butanol y medio de competencia.

Tabla 9. Medios de cultivo para A. vinelandii.

MEDIO BURK SACAROSA BURK BUTANOL cM
REACTIVO VOLUMEN (mL) VOLUMEN (mL) VOLUMEN (mL)

Agar 800 800 800
Agua - 98 -
Buffer fosfatos 100 100 100
Sacarosa 20% 100 - 100
Butanol - 2 -
CaCl, 10 10 10
NazSO4 10 10 10
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MgCl, 1 1 1
FeSO, 1 1 -
NaMoO, 1 1 -

6.4.1 Medio Luria-Bertani (LB)

Con la meta de inactivar el gen phbB con la resistencia de gentamicina purificada del plasmido
pBSL98Gm, se obtuvieron los plasmidos pJET1.2phbB y pJET1.2phbB::Gm usando células de
Escherichia coli Top 10. Todos los cultivos de E. coli para la expresar los pldasmidos y su posterior
purificacién fueron hechos en medio Luria-Bertani (Tabla 10) con los antibidticos ampicilina 200
pg/mLy gentamicina 10 ug/mL incubados a una temperatura de 37°C a 200 rpm.

Tabla 10. Medio Luria-Bertani para E. coli.

REACTIVO CONCENTRACION (g/L)
Bacto triptona 10

Extracto de levadura 5

Cloruro de sodio 10

Agua destilada 1L

6.5 Anadlisis estadisticos

Las producciones volumétricas y especificas, el crecimiento y los rendimientos obtenidos, se
analizaron estadisticamente usando el modelo de la anova de dos vias considerando como factores
las condiciones de cultivo (medio de cultivo para células vegetativas BS y medio de enquistamiento
BOH) y las cepas mutantes. Todas las graficas representan la media de un triplicado por muestra de
un experimento (uno para los fondos genéticos, otro para las mutantes de los reguladores, para
comparar los fondos AEIV y ATCCC9046, para las mutantes con las vias de sintesis de los polimeros
inactivados y una cinética).

Los datos obtenidos se organizaron por experimento en documentos en GraphPad Prism 8 como
datos agrupados con tres replicas, donde el grupo A corresponde a los datos en células vegetativas
cultivadas en medio BS y los datos del grupo B corresponden a las células enquistadas inducidas en
medio BOH. Para realizar el analisis se seleccioné en el apartado de <<Analysis>> la opcidn de
<<Two-way ANOVA>> en las opciones de andlisis de grupo seleccionando el grupo A y B.
Posteriormente, en la ventana de pardmetros se selecciond la pestafa de <<Multiple comparisons>>
y se realizaron comparaciones entre filas usando como control la fila 1 correspondiente a los datos
de la cepa silvestre excepto para las graficas del fondo genético donde se compararon todas las
cepas ya que se buscaba determinar una referencia.
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7 RESULTADOS Y DISCUSION

7.1 Determinacién de la cepa mejor productora de alquilresorcinoles para

realizar las modificaciones genéticas.

Con la finalidad de trabajar con un fondo genético mas favorable para obtener cepas sobre
productoras de alquilresorcinoles, primero se evalud el crecimiento y las producciones especificas y
volumétricas de las cepas UW136, SW136, ATCC9046 y AEIV de A. vinelandii en medio vegetativo
(Burk Sacarosa, BS) y medio de enquistamiento (Burk Butanol, BOH) a las 72 horas de cultivo. A
pesar de ser una cepa productora de alginato, se observé que el fondo AEIV presenté caracteristicas
favorables como su buen crecimiento en ambos medios, ya que alcanzdé una concentracién de
proteina de 0.599 mg/mL en BS y de 0.433 mg/mL en BOH (Figura 18A) y fue la cepa con mayor
produccién de alquilresorcinoles en medio vegetativo (BS) con concentraciones de 5.481 pg/mLy
10.056 pg/mg de proteina (Figura 18B y C), lo cual se consideré como una posible ventaja en
cuestioén de cultivos futuros para no tener que inducir el estado de enquistamiento de las células,
pues a nivel industrial la induccion del enquistamiento resulta imprdctica y costosa por el cambio
de medio de cultivo que se requiere al alcanzar la alta biomasa. Por ende, se decidié continuar
usando este fondo genético para evaluar las producciones en las cepas mutantes.

A) Crecimiento
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Figura 18. Crecimiento y Produccidon de alquilresorcinoles en distintos fondos genéticos de A.
vinelandii. A) Crecimiento, B) Produccién volumétrica & C) Produccidn especifica.

7.2 Efecto de la inactivacion de los reguladores negativos en la sobre

produccion de alquilresorcinoles

Como se menciond anteriormente, la expresion del operdn arsABCD se encuentra controlada por
varios sistemas reguladores como el de dos componentes GacA/GacS, RsmA y el sistema de
fosfotransferencia PTSM. Ademds, se determind que existe una sobreproduccién de
alquilresorcinoles en concentraciones de fosfato limitantes (0.02mM). Adicionalmente, la presencia
de un posible sitio consenso de unién del regulador PhoB conocido como caja Pho, en la regién
reguladora de arsA, sugiere que el sistema de dos componentes PhoB/PhoR podria estar regulando
al operén biosintético, por lo que se decidid cuantificar la produccidn de alquilresorcinoles en la
cepa AEIV phoB que tiene inactivado el gen phoB. El efecto de esta mutacién se probd tanto en
células vegetativas como enquistadas, la cepa mutante en este regulador no presentd una
produccién significativamente diferente de la cepa silvestre en células vegetativas (medio BS); sin
embargo, se observé un aumento en la produccidn de alquilresorcinoles en células enquistadas
(medio BOH), lo que llevd a concluir que PhoB podria estar teniendo un efecto negativo en la
expresion del operdn principalmente durante este estadio celular (datos no mostrados). Una vez
que se comprobd la sobreproduccidn de alquilresorcinoles en el fondo phoB, se realizaron
combinaciones de la mutacidon phoB con las cepas mutantes rsmA y rsmA-ptsN para obtener las
cepas mutantes rsmA-phoB y rsmA-ptsN-phoB. Después, se evalud el efecto en la produccion de
alquilresorcinoles de manera cualitativa y cuantitativa en la cepa silvestre y las mutantes phoB,
rsmA, ptsN, rsmA-ptsN, rsmA-phoB y rsmA-ptsN-phoB en el fondo AEIV.

Para evaluar cualitativamente el efecto de la inactivacidn de los reguladores, se realizé una prueba
de tincién de alquilresorcinoles con colonias vegetativas y enquistadas en medios sélidos BS y BOH
respectivamente. La inactivacién de los genes rsmA y rsmA-phoB tuvo un efecto favorecedor, ya que
alas 72 horas las cepas mutantes mostraron tener una sobreproduccién de alquilresorcinoles en las
células vegetativas, es decir, la produccidn de alquilresorcinoles fue evidente sin inducir el estado
de enquistamiento (Figura 19A). Cabe destacar que la mutante sencilla de phoB sélo presenté
coloracién en el contorno de la colonia, lo cual nos llevd a plantear la pregunta si la sobreproduccién
observada en la cepa rsmA-phoB se debia a un efecto acumulativo al inactivar ambos reguladores.
Ademas, la triple mutante rsmA-ptsN-phoB la colonia vegetativa no mostroé el efecto esperado, dado
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gue no presentd sobreproduccién de alquilresorcinoles como las mutantes rsmA y rsmA-phoB, lo
cual sugiere que entre estos sistemas existe una interaccion que no permitié obtener un efecto
acumulativo. Por otro lado, al tefiir las colonias enquistadas se observd que todas las cepas
mutantes con el gen rsmA inactivado (rsmA, rsmA-ptsN, rsmA-phoB y rsmA-ptsN-phoB) mostraron
una sobreproduccién de alquilresorcinoles temprana desde las 24 horas (Figura 19B). A partir de las
48 horas, las colonias de la cepa ptsN también mostraron un aumento en la produccidn con respecto
a la silvestre, sin embargo; sélo durante el estado de enquistamiento se observd este efecto, lo cual
podria sugerir que el control del sistema PTSN" sobre la sintesis de alquilresorcinoles se da durante
este estadio celular mientras que la regulacidon por parte de RsmA estd involucrado durante el
estado vegetativo, asi como durante el de enquistamiento.

A) Medio vegetativo (BS)
WT phoB ptsN rsmA rsmA ptsN rsmA phoB rsmA ptsN phoB

TN

S .

BS 24h

BS 72h

B) Medio de enquistamiento (BOH)
WT phoB ptsN rsmA rsmAptsN  rsmA phoB  rsmA ptsN phoB

BOH 24h

BOH 48h

BOH 72h

Figura 19. Tincion de alquilresorcinoles en cepas con los reguladores negativos inactivos. A) Burk
Sacarosa, B) Burk Butanol.

Ya que ésta prueba cualitativa mostrd algunos inconvenientes como la difusion de la soluciéon de
tincidn en el alginato de las cepas hipermucoides y como se observé que la densidad celular influye
en la intensidad al tefiir las colonias, también se realizé una estimacidon cuantitativa de los cambios
en la produccion de alquilresorcinoles y el crecimiento (proteina). Primero, se observé que entre la
cepa silvestre y las cepas mutantes no hubo una diferencia significativa en la produccidn volumétrica
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tanto en células vegetativas como en células enquistadas (Figura 20B). No obstante, al obtener las
producciones especificas se observé que la mutante sencilla rsmA alcanzé concentraciones de 122.5
y 357.0 pg alquilresorcinoles/mg de proteina en células vegetativas y enquistadas respectivamente
(5 veces mds que la silvestre). Es importante destacar, que la inactivacidon de rsmA tuvo un efecto
negativo en el crecimiento en las mutantes rsmA, rsmA-ptsN, rsmA-phoB y rsmA-ptsN-phoB, siendo
la mas afectada la mutante sencilla rsmA, creciendo hasta 6 veces menos respecto a la cepa silvestre
(Figura 20A). Este efecto se le atribuye al fenotipo hipermucoide que presentd la mutante rsmaA, lo
cual fisicamente limita su crecimiento al cultivarse. Esta hipermucoidia es consecuencia del control
negativo que tiene RsmA sobre la produccion de alginato, ya que se sabe que regula post
transcripcionalmente al gen algD que forma parte del grupo de genes que codifican para las enzimas
involucradas en la sintesis del polimero (Manzo et al., 2011).
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Figura 20. Produccion de alquilresorcinoles en cepas con reguladores negativos inactivados. A)
Cuantificacion de proteina, B) Produccion volumétrica de alquilresorcinoles & C) Produccidn
especifica de alquilresorcinoles.

Cabe destacar que, al inactivar rsmA junto con ptsN 6 phoB se observd un efecto contrario al
esperado, es decir, no presentaron un efecto acumulativo (Figura 20C) sino que se obtuvieron
concentraciones menores con respecto a la mutante rsmA sencilla. Esto podria estar sugiriendo que
entre estos sistemas puede existir una interaccién. Adema3s, el efecto no solamente se reflejé en la
produccién de alquilresorcinoles ya que fenotipicamente las mutantes dobles y triple disminuyeron
la produccion de alginato.

Con el fin de encontrar una posible relacion entre RsmA y los otros sistemas reguladores, se consulté
una lista de genes que tienen un sitio putativo de unién con RsmA (Ldépez, 2018). Dentro de estos
genes se encontraron dos que pertenecen al regulén Pho; phoH que codifica para una ATPasa, y
pstC que codifica para una permeasa del sistema de transporte de fosfato Pst, el cual esta
involucrado en controlar la activacidon de PhoB a través de un complejo formado con PhoU y PhoR
(Figura 21) (Vershinina, O. & Znamenskaya V., 2002). En otras palabras, es posible que exista una
relacidn entre los sistemas RsmA y Pho que aln no se conozca bien pero esto explicaria el efecto
que se observod en los resultados con las mutantes dobles vy triples.

Asi como se observd que existe una posible relacion entre el regulén Pho y RsmA que no esta bien
estudiada, podemos inferir que también hay relaciones con el sistema PTS"" que no han sido
estudiadas. De acuerdo con experimentos tipo pulldown hechos con la proteina EIIAN (tanto su
forma silvestre como la no fosforilable) y un proteoma (Olache, 2021), se encontré que la proteina
PhoU (Avin48560) interactia con EIIANY. No obstante, queda planteada la pregunta de cémo
funciona ésta interaccidn en A. vinelandii ya que en E. coli se ha visto que EIIAM" modula la actividad
del sistema de dos componentes PhoB/R a través de su interaccidn directa con PhoR (Littmann et
al., 2012) pero en el proteoma no se identificé a PhoR (Avin48530) ni a PhoB (Avin48520). Por otro
lado, aun queda pendiente identificar cudl es la relacidn entre los sistemas de RsmA y PTSVY, ya que
experimentalmente no se ha encontrado una relacién directa entre RsmA y EIIAM ni tampoco
alguna regulacién de EIIAN" sobre la transcripcion de los pequefios RNAs rsmz1y rsmz2 que titulan
la actividad represora de RsmA (Olache, 2021).
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Figura 21. Regulacién del sistema PhoB/R. Tomada de Vershinina & Znamenskaya, 2002.

Otro de los genes que se encontraron dentro de la lista que contienen sitios de unién para RsmAy
gue nos llamé la atencidn fue arsB, gen responsable de codificar para la policétido sintasa tipo Il
(alquilresorcinol sintasa) del operdn arsABCD. En la Figura 22, se muestra la secuencia de arsB con
el sitio putativo de RsmA y la posible forma de la horquilla que se genera durante su regulacién. Asi
como RsmA es capaz de regular post-transcripcionalmente a phbR y phbB (Eligio, 2012), proteinas
involucradas en la sintes de PHB (que también es un compuesto mayoritario de los quistes) no se
descarta la posibilidad que ademds de regular al activador ArpR también esté regulando a arsB (a
pesar de que no se ha realizado un ensayo para comprobarlo experimentalmente), lo cual podria
estar favorenciendo a la produccion de alquilresorcinoles en las células vegetativas ya que se sabe
que ArpR, sdlo es expresado en células enquistadas (Lopez, 2018; Romero, 2013).
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GAR CCCACGGTTGAGGTTTTTCLCGCGCCGGTGCGCGCGGGATCGCTGTAGAGGCAACCGCTCAT CAAGGAGGARAAC
ATCatgpgcagtccccacaacgcagttctcaccggcttcacaccecgtgcaactggccaaacccgttccccaggecgectgac

cctggagctgtccgectatgecttegecccgecgectactgecatcaagaacggecgtcgggacggacgacgaggegggecttceg
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Figura 22. Motivo consenso y estructura formada por la union de RsmA en arsB. En amarillo se
muestra la secuencia consenso de reconocimiento de RsmA, en morado el sitio de inicio de
transcripcién. Tomada de Ldpez, 2018.

En resumen, a pesar de que las mutaciones evaluadas no presentaron una mejora aumentando
produccién volumétrica, la mutacidon con rsmA inactivado presentd los mejores resultados en
cuestiéon de produccidon especifica al aumentar 5 veces la concentracidon de alquilresorcinoles
producidos tanto en células vegetativas como en células enquistadas. Es por ello, que se decidid
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seleccionar la cepa mutante AEIV rsmA para continuar buscando una combinacién de inactivaciones
que favorecieran a la sobreproduccidn de alquilresorcinoles con un efecto acumulativo.

7.2.1 Efecto de la inactivacidn de la via de alginato y su efecto en la mutante rsmA.

Debido a que se queria estudiar el efecto de la inactivacidn de las vias de sintesis que pudieran estar
compitiendo en la canalizacion del carbono como lo son las vias de alginato y PHB, se decidio
inactivar el gen algA para obtener la doble mutante algA-rsmA. Es necesario resaltar que la
inactivacion de la sintesis de alginato también se consideré como una alternativa a la hipermucoidia
qgue presentd la mutante rsmA. La mutante algA-rsmA presentd un fenotipo no mucoide, lo cual
mejoré el crecimiento, ademas mostréo tener mayor opacidad como consecuencia de una
sobreproduccion de PHB e incluso aparentemente mostré una mayor produccién de
alquilresorcinoles al tefirse en placa (Figura 23). Esto se debe a que el carbono redistribuye su
canalizacion hacia la sintesis de PHB y alquilresorcinoles al no poder sintetizar alginato, ademas del
efecto metabdlico, dado que RsmA actia como regulador negativo del operdn phbBAC, al estar
inactivo contribuye a una sobreproduccién de PHB, asi como a la sobreproduccion de
alquilresorcinoles al no reprimir al activador ArpR.

A B

Figura 23. Comparacién del fenotipo de las mutantes rsmA y algA-rsmA en medio BS. A. Células
sin tefir, B. Alquilresorcinoles tefidos.

Dado que los fondos AEIV y ATCC9046 mostraron ser los que presentaban mayor produccién de
alquilresorcinoles en ambos estadios celulares (Seccidn 7.1) y debido a que se tuvo una desviacidn
estadistica alta en la cuantificacion en BOH, con el fin de no descartar un fondo que fuera
favorecedor para la produccion de alquilresorcinoles al inactivar rsmA. Se evaluaron las cepas
ATCC9046, ATCC9046 rsmA, AEIV, AEIV rsmA y también se decidié incluir la doble mutante AEIV
algA-rsmA para determinar si la inactivacidn de la sintesis de alginato promovia un efecto
acumulativo en la produccién de alquilresorcinoles.

Primero se realizd una prueba cualitativa, donde se observé que el efecto de la inactivacion de rsmA
presenté diferente fenotipo entre ambos fondos (Figura 24A), es decir, en el fondo AE/V la mutante
rsmA tuvo un fenotipo distinto a la silvestre por su sobre produccién de alginato mientras que en el
fondo de la ATCC9046 no se observé una sobreproduccidn del polimero en la mutante ATCC9046
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rsmA. Cabe destacar que, al realizar la tincién de las placas a las 48 horas en medio BS, la mutante
AEIV algA-rsmA tuvo la mayor concentracién de alquilresorcinoles y algo que no se esperaba fue
qgue en medio Burk Butanol a las 48 horas las cepas ATCC9046 y ATCC9046 rsmA no mostraron
tincidn (Figura 24B) sino que hasta las 72 horas se observé produccion de los alquilresorcinoles, sin
embargo; fue menor que las mutantes en el fondo AEIV.

A) Medio vegetativo (BS)
AEIV Wt AEIV rsmA AEIV algA-rsmA ATCC9046 Wt  ATCC9046 rsmA

Fenotipo
BS 48h sin
teiir

BS 48 h ARS
tefidos

B) Medio de enquistamiento (BOH)
AEIV Wt AEIV rsmA AEIV algA-rsmA ATCC9046 Wt  ATCC9046 rsmA

BOH teiiido
48h

BOH tefido
72h

Figura 24. Tincion de alquilresorcinoles en mutantes rsmA en dos fondos genéticos distintos. A.
Medio Burk Sacarosa 48h, B. Medio Burk Butanol 48h & 72h.

Posteriormente, se cuantificd la proteina y alquilresorcinoles de cultivos liquidos en medio
vegetativo (BS) y medio de enquistamiento (BOH) con 72 horas de incubacion. Se observé que el
efecto de la inactivacidn de la via de sintesis de alginato mejord el crecimiento en la doble mutante
AEIV algA-rsmA en BS (Figura 25A), sin embargo; en células enquistadas se observé una disminucién
en la proteina. Por otro lado, la produccién volumétrica de alquilresorcinoles en la mutante algA-
rsmA aumenté considerablemente a 71.753ug/mL en BS superando la produccién de las células
enquistadas de la mutante sencilla rsmA (Figura 25B) mientras que especificamente se obtuvo una
produccién de 120.55g/mg de proteina en BS para la doble mutante que es 1.5 veces mas que la
mutante rsmA (Figura 25C). Cabe destacar que en ambos fondos se presentaron aumentos en la
produccién de alquilresorcinoles al inactivar rsmA; sin embargo, el fondo AEIV mostré ser
favorecedor.
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Figura 25. Produccion de alquilresorcinoles en cultivos liquidos de 72 h en mutantes rsmA de los
fondos AEIV y ATCC9046. A. Crecimiento, B. Produccion volumétrica, C. Produccién especifica.
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Con el propdsito de comparar las unidades en las que se reporta la produccion de alquilresorcinoles
de A. vinelandii con otras fuentes bioldgicas, también se cuantific6 la masa seca y los
alquilresorcinoles de las respectivas muestras en ambas condiciones. Para la cepa AEIV silvestre se
obtuvieron valores de 2.916 y 19.817g de alquilresorcinoles mg™* de masa seca, mientras que para
la cepa ATCC9046 se obtuvieron valores de 5.208 y 13.700 g alquilresorcinoles mg™ de masa seca
en medio BS y BOH respectivamente. Sigue siendo evidente que la inactivacién de rsmA en el fondo
AEIV es mas efectivo para la sobreproduccién de alquilresorcinoles que en el fondo ATCC9046, ya
que en la produccidn volumétrica la mutante AEIV rsmA tuvo 2.19 veces mas alquilresorcinoles
(Tabla 11).

Tabla 11. Produccidn de alquilresorcinoles normalizada con masa seca.

Fondo genético Masa seca (mg/ml) Produccién Produccidn especifica

volumétrica (g (1g ARs/mg masa
ARs/ml) seca)

BS BOH BS BOH BS BOH
AEIV 1.37 1.067 3.98 20.05 2.91 19.81
AEIV rsmA 0.58 2 8.96 46.96 15.40 23.48
AEIV algA-rsmA 6.68 2.233 70.33 71.65 10.54 32.19
ATCC9046 0.73 2 4.08 22.86 5.20 13.70
ATCC9046 rsmA 1.09 1.767 2.76 29.03 2.53 16.49

Con estos resultados se podria decir que la eliminacién de la sintesis de alginato en conjunto con la
inactivacién del regulador negativo RsmA, permitié obtener una cepa con mayor produccién de
alquilresorcinoles y con muy buen crecimiento, facilitando su cultivo.

Comparando estos ultimos datos con las concentraciones de otras fuentes bioldgicas (Tabla 12), se
podria decir que las bacterias del género Azotobacter también son fuentes ricas en
alquilresorcinoles y hasta el momento para la especie A. vinelandii con las mutantes rsmA y algA-
rsmA se obtuvieron cepas con produccion superior a las fuentes ricas como los cereales integrales
y sin la necesidad de inducir el enquistamiento de las células

Tabla 12. Comparacion de produccidn de alquilresorcinoles con mutantes obtenidas.

Fuente [Ug ARs/mg masa secal] Informacion extra

Centeno 0.360-3.200 -

Trigo 0.312-1.010 -

Cebada 0.044-0.500 -

Mijo 0.100 -

Apatococcus constipatus 0.002-0.057 -

Pseudomonas spp. 0.2-0.8 72 h de cultivo en King’s Broth
con sacarosa

Azotobacter chroococcum 2.300-56.200 72h de cultivo en Burk glucosa
0.9%

A. vinelandii AEIV 2.9166

72h de cultivo en Burk

A. vinelandii AEIV rsmA 15.4013
sacarosa 2%

A. vinelandii AEIV algA-rsmA | 10.546
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7.3 Efecto en la produccion de alquilresorcinoles al inactivar las vias de sintesis
de los biopolimeros alginato y PHB.

7.3.1 Inactivacion de la via de sintesis de PHB

Debido a que se cuenta con el antecedente de que la inactivacién del gen phbB del operén phbBAC
afecta positivamente la sintesis de alquilresorcinoles y al no contar con esta mutante en el fondo
AEIV, se procedio a construirla. Se obtuvieron las mutantes phbB, algA-phbBy algA-rsmA-phbB para
evaluar la produccién de alquilresorcinoles en cepas no productoras de alginato ni de PHB en
combinacion con la inactivacién del regulador RsmA. Al ser el PHB un metabolito mayoritario en la
fase estacionaria de las células vegetativas y siendo componentes de los quistes, se esperaba que la
inactivacion de la sintesis este polimero tuviera un efecto acumulativo en la produccién de
alquilresorcinoles, especialmente en la triple mutante algA-rsmA-phbB por el posible aumento de
acetoacetil-CoA.

La evaluacion de la produccién de alquilresorcinoles en AEIV silvestre, algA, phbB, algA-phbB, algA-
rsmA y algA-rsmA-phbB, por tincidon de sus colonias crecidas en cajas petri, mostré que las cepas
con mayor concentracion de alquilresorcinoles en células vegetativas y quistes a las 48h y 72h
fueron algA-rsmA y algA-rsmA-phbB (Figura 26A & B), sin embargo; también se observé que la
inactivacion de algA fue mas favorecedora que la de phbB, ya que ésta no mostré tener un efecto
en produccion de alquilresorcinoles como se esperaba (Figura 26A).

A) Medio vegetativo (BS)
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BS 72h
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B) Medio de enquistamiento

A B A
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BOH 72h

Figura 26. Tincion de alquilresorcinoles en cepas no productoras de los polimeros PHB y alginato.
A. Medio BS 48 & 72 h, B. Medio Burk Butanol 48 & 72h.

Una vez que se cuantificaron los alquilresorcinoles y el crecimiento (proteina) de los cultivos ya en
medio liquido, se observd que la inactivacidon de phbB en la mutante sencilla, mejoré el crecimiento
de los cultivos (Figura 27A), sin embargo; no hubo efecto del bloqueo en la sintesis de PHB en
combinacidén con las mutaciones algA y algA-rsmA, pues éstas mostraron un crecimiento menor o
semejante al obtenido con la mutacidn algA. En cuanto a la produccién de alquilresorcinoles tanto
volumétrica como especifica, no se obtuvo el efecto esperado, ya que la doble mutante algA-phbB
tuvo producciones de 2.12 y 20.29 pg/mL que fueron menores que las de la mutante sencilla algA e
incluso que la cepa silvestre (Figura 27B), mientras que la triple mutante algA-rsmA-phbB también
disminuyd su produccidon con respecto a la doble algA-rsmA, teniendo una produccién de
63.369ug/mLy 110.46 g alquilresorcinoles/mg proteina en BS (Figura 27C).
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B) Produccion volumétrica
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Figura 27. Produccidn de alquilresorcinoles a las 72h en medio BS y BOH de cepas no productoras
de los polimeros PHB y alginato. A. Crecimiento, B. Produccion volumétrica & C. Produccién
especifica.

En general se observd un efecto negativo de la inactivacion del gen phbB sobre la produccion de
alquilresorcinoles. Es posible que esto se deba al tipo de insercidn realizada en phbB. Este gen
encabeza el operén biosintético de PHB phbBAC, y el casete de gentamicina se insertd en sentido
contrario a la transcripcion de estos genes (Figura 28). Esto tendria efectos polares negativos sobre
la expresion de los genes phbA y phbC evitando tener una acumulacién del intermediario
acetoacetil-CoA (producto de la reaccidn catalizada por la cetotiolasa PhbA), y este es el coinductor
utilizado por el activador ArpR (Romero, 2013) por esta via. No obstante, a pesar de este
inconveniente se concluyd que la inactivacidn en conjunto de algA y rsmA fue la mejor combinacidn
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para obtener una cepa capaz de sobreproducir alquilresorcinoles sin la necesidad de inducir las
células a enquistamiento.

Figura 28. Sentido de la inactivacion del gen phbB con resistencia a gentamicina. Sentido del gen
phbB de derecha a izquierda y de la resistencia en sentido contrario respecto al gen.

7.4 Caracterizacién de la doble mutante algA-rsmA

Debido a su sobreproduccion de alquilresorcinoles sin necesidad de inducir enquistamiento, se
decidid caracterizar la cepa algA-rsmA en una cinética con la finalidad de observar el
comportamiento de crecimiento, sintesis de alquilresorcinoles y PHB, para determinar los
rendimientos de produccidn respecto al consumo de la fuente de carbono (sacarosa 2%).

Al medir el crecimiento de la mutante con respecto a la silvestre (Figura 29), se observo que la doble
mutante alcanzo un crecimiento semejante con velocidad de crecimiento similar a pesar de que los
inéculos no fueron iguales, pero a partir de las 24 horas alcanzé el mismo nivel de proteina que la
cepa silvestre. Esto muestra que al inactivar la sintesis de alginato contrarresté el efecto negativo
en el crecimiento ocasionado por la inactivacion de rsmA y permitié que la doble mutante algA-
rsmA tuviera un crecimiento similar a la cepa silvestre ademas de que mejord la produccion
volumétrica de alquilresorcinoles.

- wt

B algA-rsmA

mg Proteina/mL

0.001 1 T T | 1
0 20 40 60 80
Tiempo (h)

Figura 29. Cinética de crecimiento de las cepas AEIV y algA-rsmA en medio BS.

En cuanto a la produccion de alquilresorcinoles, se observd que existe una diferencia significativa
entre ambas cepas a partir de las 36 horas. Volumétricamente la doble mutante presenté una
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produccién aproximadamente 3 veces mas alta, con una concentracién maxima de 134.1 pg/mL
mientras que la silvestre alcanzé una produccion de 40.2 pig/mL (Figura 30A). Asi mismo, y como un
resultado favorable, la produccidn especifica de la doble mutante alcanzé una concentracién de 213
pg/mg de proteina (Figura 30B), la cual ha sido la mayor produccién de alquilresorcinoles para A.
vinelandii reportada, mientras que la cepa silvestre alcanzé una produccion de 59.6 pg/mg. Estos
resultados sugieren que la cepa algA-rsmA tiene potencial para producir alquilresorcinoles aplicados
como antifungicos en el control fitopatdgenos sin necesidad de inducciéon de enquistamiento, ya
gue esto resultaria inconveniente por la necesidad de transferir las células a medio inductor con
butanol sin carbohidratos.

A) Produccion volumétrica de alquilresorcinoles
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Figura 30. Produccion de alquilresorcinoles en las cepas AEIV Wt y algA-rsmA. A. Produccion
volumétrica & B. Produccidn especifica.
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También se cuantificd la produccion de PHB, ya que la doble mutante presentdé una sobreproduccion
de este polimero, con la finalidad de conocer la cantidad de carbono consumido que se destina a
este. La produccion volumétrica de PHB fue significativa desde las 24 horas de cultivo alcanzando
una concentracion maxima de 1.15 mg/mL a las 72 horas para algA-rsmA mientras que la silvestre
alcanzé una concentracion de 0.32 mg/mL teniendo una diferencia de 3.5 veces menos produccién
(Figura 31A). Por otro lado, la produccién especifica de la mutante alcanzé una concentracién de
1.80 mg/mg de proteina mientras que la silvestre produjo 0.480 mg/mg de proteina (Figura 31B).
Este resultado muestra que en la cepa mejorada una cantidad significativa del carbono se desvia
hacia la produccion del polimero de reserva, lo que representa un inconveniente. Ademas de los
futuros estudios con respecto a los alquilresorcinoles esta cepa mutante podria ser Gtil en proyectos
enfocados a la produccion de PHB.
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C) Concentracion de sacarosa en el medio
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Figura 31. Produccion de PHB en las cepas AEIV y algA-rsmA. A. Produccion volumétrica & B.
Produccidn especifica.

Con la finalidad de determinar los rendimientos de alquilresorcinoles con respecto al consumo de
sacarosa, se cuantificod la sacarosa del sobrenadante de cada tiempo. En la Figura 32C, se puede
observar como la concentracidn inicial de sacarosa del medio va disminuyendo, la cepa algA-rsmA
consumié el 92.9 % de la fuente de carbono, dejando disponible sélo 1.42 mg/mL mientras que la
cepa silvestre sélo llegd a consumir el 66.24 % (13.24 mg/mL) de 20 mg/mL. Esto puede deberse a
la sobreproduccion de PHB que presentd la doble mutante y a la sobreproduccion de
alquilresorcinoles que se incrementd 3 veces mas.

En cuanto a los rendimientos de proteina, PHB y alquilresorcinoles de acuerdo a los miligramos de
sacarosa consumida, se pudo observar el requerimiento de la fuente de carbono para el crecimiento
celular con un rendimiento de 0.051 mg proteina/mg sacarosa consumida para la cepa silvestre y
para la doble mutante un rendimiento de 0.034mg proteina/mg de sacarosa consumida (Figura
32A). No obstante, al obtener los rendimientos de PHB y alquilresorcinoles es notable que la
preferencia del uso de carbono es para la sintesis del polimero (Figura 32B) porque se consiguieron
rendimientos mayores con respecto a los de alquilresorcinoles. Para la cepa algA-rsmA se obtuvo
un rendimiento de 0.062mg PHB/mg de sacarosa consumida, mientras que para la cepa silvestre se
obtuvo uno de 0.025mg PHB/mg de sacarosa consumida, pero esto se puede atribuir a que la cepa
silvestre, ademas de sintetizar PHB, también produce alginato, por lo que la distribucion de carbono
es distinta. A pesar de que la mayoria del carbono se destina en la sintesis del polimero, se observé
que existe una distribucién de esta fuente hacia la sintesis de alquilresorcinoles obteniendo
rendimientos de 3 y 7jug/mg de sacarosa consumida en la silvestre y mutante respectivamente
(Figura 32B), aun asi, queda planteada la incdgnita de qué tanto mas podria aumentar la produccion
de alquilresorcinoles si se inactiva de manera no polar el gen phbB.
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A) Rendimiento de proteina por sacarosa consumida
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Figura 32. Consumo de sacarosa y rendimientos. A. Consumo de sacarosa, B. Rendimiento de
crecimiento & C. Rendimiento de produccién de metabolitos.

Con todos estos resultados queda claro que la sobreproduccion de alquilresorcinoles no sélo se
atribuye a la inactivacion del represor rsmA, sino que por el aumento en la disposicién de carbono
al inactivar la sintesis de alginato, el mejor crecimiento alcanzado en ausencia del polisacarido, y
posiblemente al aumentar la produccién de PHB también aumenté la concentracién de coinductor
acetoacetil-CoA y algunos intermediarios involucrados como malonil-CoA y acetil-CoA (Figura 33).
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Figura 33. Relacién entre la sintesis de alginato, PHB y alquilresorcinoles. Modificada de Romero,
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relacionados a la via de alquilresorcinoles, en azul el coinductor de ArpR y el metabolito sobre

producido PHB.
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8 CONCLUSIONES

El fondo genético mdas adecuado para mejorar la produccién de alquilresorcinoles fue AEIV,
pues esta cepa presenta la mejor produccién, tanto en células vegetativas como en quistes.
El regulador que mostré tener mayor influencia en la produccion de alquilresorcinoles fue
el regulador RsmA. Su inactivacién permitié incrementar la produccion especifica 3 veces.
El efecto positivo ocasionado por esta inactivacion tuvo el inconveniente de aumentar el
flujo de carbono hacia la sintesis del polisacarido alginato, pues su biosintesis también es
regulada negativamente por RsmA.

La inactivacidn de la sintesis de alginato en conjunto con la inactivacién del regulador RsmA
no sélo permitié mejorar el crecimiento en la cepa AEIV algA-rsmA, sino que permitio
obtener una sobreproducciéon de alquilresorcinoles en células vegetativas sin necesidad de
inducir el estado de enquistamiento y también aumentd la produccién de PHB.

La cepa mutante AEIV algA-rsmA es una fuente eficiente para la obtencién de
alquilresorcinoles, en comparacién con otras bacterias y los cereales integrales.

El flujo de carbono se distribuye con mayor eficiencia hacia la sintesis de alquilresorcinoles
en la mutante AEIV algA-rsmA que en la cepa original; sin embargo, una parte considerable
del carbono se dirige a la sintesis de PHB y en menor proporcién a la producciéon de
alquilresorcinoles.
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9 PERSPECTIVAS
1. Caracterizar el mecanismo de regulacién de la sintesis de alquilresorcinoles mediada por
PhoB.

2. Determinar el efecto en la produccion de alquilresorcinoles en la cepa mutante phbB no
polar

3. Inactivar en sentido no polar el gen phbB en las cepas AEIV y algA-rsmA para comparar el
efecto de la mutacién sobre la produccion de alquilresorcinoles.
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