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RESUMEN

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son una familia de biopoliésteres sintetizados y acumulados
por bacterias y arqueas como reserva de carbono y energia. Estos polimeros se utilizan
industrialmente como plasticos, y sus propiedades térmicas y mecanicas dependen de su
composicion monomeérica. Entre los PHAs hay dos tipos de composicion, los PHAs de longitud
de cadena corta (scl-PHAs), que contienen mondmeros de 4-5 atomos de carbono, y los PHAs
de longitud de cadena media (mcl-PHAs), formados por monémeros de seis 0 mas atomos de
carbono. Los mcl-PHA producen plasticos mas flexibles, elasticos, con una mayor elongacion
de rotura que los scl-PHA, por lo que tienen un rango amplio de aplicaciones. A. vinelandii es
una bacteria de suelo productora de scl-PHAs, la cual, al crecer sobre carbohidratos, sintetiza
el homopolimero polihidroxibutirato (PHB), a partir de mondmeros 3-hidroxbutiril-CoA
provenientes de acetil-coenzima A. En mezclas de carbohidratos con acidos grasos puede
producir poli(hidroxibutirato-co-valerato) (PHBV), un copolimero con unidades de cuatro y
cinco carbonos, donde los mondmeros de cinco carbonos provienen de la B-oxidacién de
acidos grasos. Sin embargo, A. vinelandii no puede producir mcl-PHAs; y por otro lado algunas
Pseudomonas spp. tienen una 3-hidroxiacil-ACP tioesterasa (phaG) y una 3-hidroxiacil-CoA
ligasa (PA3924) que les permiten producir 3-hidroxiacil-CoA (3HA-CoA) precursores de mcl-
PHAs a partir de carbohidratos, usando intermediarios de la ruta de biosintesis de novo de
acidos grasos. En este trabajo se planted que la expresiéon de phaG y de PA3924 de
Pseudomonas spp. en A. vinelandii, permitiria sintetizar mcl-PHAs a partir de sacarosa. En la
cepa recombinante OPpAGMF, que contiene los genes phaG y PA3924 bajo el promotor de
scrX inducible por sacarosa, su expresion aumentd 41+6.9 y 18+£2.8 veces respectivamente,
12 h después de la induccion con 10gL™" de sacarosa. Esta expresion permitié la produccion
de un copolimero de poli(hidroxibutirato-co-hidroxihexanoato) (PHBHHXx) con 6.2+2 % molar
de mondémeros de 3-hidroxihexanoatos 24 h después de la induccion. Diferentes
concentraciones del inductor (0, 5, 10, 15y 20 gL' de sacarosa), modificaron la expresion de
los genes phaG y PA3924, aunque sin afectar la incorporacién % molar de mondmeros de
3HHXx.

Otro factor que determina la composicién de los PHAs producidos es el tipo de PHA sintasa
(enzima polimerizante) presente en el organismo, pues varian en su especificidad por los 3-
hidroxacilo-CoAs precursores. La incorporacion de monémeros 3HHx en la cepa OPpAGMF
indica que la PHB sintasa de A. vinelandii tiene especificidad para 3HA-CoA de longitud de
cadena media (mcl-3HA-CoA) sdlo hasta 6 carbonos. Las Pseudomonas spp. generalmente
tienen PHA sintasas tipo Il que polimerizan mcl-PHAs. En este trabajo también se reemplazé
el operdn biosintético de PHA de A. vinelandii por una PHA sintasa tipo Il (phaC1) de P.
aeruginosa, buscando la produccién de mcl-PHAs a partir de acidos grasos. Esta segunda
cepa (OPphaC) acumulé alrededor del 11.2 y 26.5% de PHA por peso seco, al crecer en
octanoato de sodio y decanoato de sodio, respectivamente. En ambas fuentes de carbono, la
cepa OPphaC sintetizé el copolimero poli(hidroxihexanoato-co-hidroxioctanoato) (PHHxHO).
Estos resultados, indican que los mondmeros provienen de la ruta p-oxidacion y sugieren que
la enzima enoil-CoA hidratasa (PhaJ) de A. vinelandii, tiene especificidad a 2-enoil-CoAde 6 y
8 carbonos; lo que permite proveer mondémeros de mcl-3HA-CoA para la sintesis de mcl-PHAs.
Por ultimo, se construyd una cepa que tiene los genes phaG, PA3924 y phaC1 para la sintesis
de mcl-PHAs a partir de sacarosa, pero no se obtuvieron granulos de PHAs.



1. INTRODUCCION
1.1. Generalidades de los polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos (PHAs) son una familia de biopoliésteres compuestos por
monomeros de 3-hidroxiacilos (3HA) diversos. Bajo condiciones de limitacion de
nutrientes —principalmente nitrégeno, fosforo u oxigeno—, se sintetizan y se acumulan
intracelularmente como reserva de energia y carbono por diversas bacterias y arqueas
(Chen, 2009; Pena et al., 2015).

La composicién monomérica de los PHAs depende de diferentes factores, como la
fuente de carbono suministrada, el tipo de ruta metabdlica, y el tipo de PHA sintasa
(enzima polimerizante) presentes en la bacteria, lo que permite la sintesis de una gran
variedad de PHAs con diferentes propiedades fisicoquimicas (Zakaria, 2014), descritas

mas adelante.

Los PHAs son utilizados como plasticos, pues son materiales que se pueden
moldear por temperatura (termoplasticos), con la ventaja de ser materiales 100%
biodegradables. No son téxicos, son biocompatibles y presentan propiedades fisicas y
quimicas que permiten su aplicacion en el area de la biomedicina y en la industria de
polimeros. Ademas, pueden ser sintetizados a partir de recursos renovables o residuos
agroindustriales (Hoffmann et al., 2000; Chen 2009; Muhammadi et al., 2015; Sharma
etal., 2017).

1.1.1 Bacterias productoras de polihidroxialcanoatos

Existe un rango amplio de grupo de bacterias y arqueas que acumulan PHAs como
reserva de carbono y energia, y se depositan como granulos insolubles en el
citoplasma. Se han reportado mas de 300 especies diferentes bacterias, incluyendo
especies Gram negativas y positivas como A. vinelandii, Ralstonia eutropha, algunas
especies de los géneros Pseudomonas, Bacillus, Caryophanon, Clostridium,
Corynebacterium, Micrococcus, Microlunatus, Microcystis, Nocardia, Rhodococcus,
Staphylococcus y Streptomyces. Igualmente, se han descrito algunos géneros de
arqueas como Haloferax, Halalkalicoccus, Haloarcula, Halobacterium, Halobiforma,

Halococcus, Halopiger, Haloquadratum, Halorhabdus, Halorubrum, Halostagnicola,



Haloterrigena, Natrialba, Natrinema, Natronobacterium, Natronococcus,
Natronomonas y Natronorubrum (Page, 1992; Chen, 2009; Muhammadi et al., 2015).

Las bacterias productoras de PHAs pueden ser divididas en dos grupos con
respecto a las condiciones que favorecen la produccion de PHAs. En el primer grupo,
las bacterias requieren limitacion de un nutriente como fésforo, nitrogeno, oxigeno o
magnesio para acumular PHAs y no pueden acumular polimero durante la fase
exponencial de crecimiento. El segundo grupo, las bacterias acumulan PHAs durante
todo su crecimiento y no requieren alguna limitacion de nutrientes. Por ejemplo, las
bacterias Ralstonia eutropha, Pseudomonas oleovorans y P. putida se incluyen en el
primer grupo, mientras Escherichia coli recombinante pertenece al segundo grupo
(Muhammadi et al., 2015; Raza et al., 2018).

1.1.2 Caracteristicas fisicas, quimicas y mecéanicas de los
polihidroxialcanoatos

Los PHAs estan constituidos por cadenas lineales de hidroxialcanoatos que tienen el
grupo hidroxilo generalmente en posicién 3, aunque hay algunos que lo tienen en
posicion 4 o 5 (poli(4-hidroxibutirato) y poli(5-hidroxivalerato)). Este grupo hidroxilo de
cada mondmero forma un enlace éster con el grupo carboxilo del monémero vecino
(Figura 1). En todos los PHAs, el atomo de carbono sustituido con un hidroxilo es de
configuracion R, excepto en algunos casos donde no hay quiralidad. Asi, en la posicion
C-3 o BB, el grupo alquilo puede variar desde un metilo a tridecilo (Madison & Huisman,
1999).
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Figura 1. Estructura de los polihidroxialcanoatos. R grupo alquilo, n longitud de las cadenas de carbono
y x nimero de monémeros (Muhammadi et al., 2015).

Existe una gran variedad de PHAs, pues se han descrito mas de 100 hidroxiacilos
(HA) diferentes como sus constituyentes. Estos incluyen 3HA insaturados, 3HA con un
grupo metilo en diferentes posiciones, otros HA, tal como el 4-hidroxibutirato (4HB),
3HA con diferentes grupos funcionales en el grupo R, como grupos carboxilos libres,



acido malico, acido benzoico, grupos acetoxi, entre otros. El carbono w de los 3HA
también puede tener sustituyentes, como los grupos ciano, o atomos como el fluor,
cloro o bromo. También estan los 3HA con diferente grado de insaturacion en los
atomos de carbono que constituyen la cadena principal del poliéster, esto es, 3-
hidroxialcanoatos con doble enlace, como el acido 3-hidroxi-2-butenoico y varios 3HA
con un grupo metilo en el atomo de carbono a (Steinblchel & Valentin, 1995; Kessler
et al., 2001).

Los PHAs se pueden clasificar con base en el numero de atomos de carbono (C)
de la unidad monomérica. Entre ellos, se encuentran los llamados PHAs de longitud
de cadena corta (scl-PHAs, por sus siglas en inglés), que se forman por monémeros
de 3HAs de cadena corta (scl-3HA), hasta cinco carbonos; por ejemplo, poli(3-
hidroxibutirato) (PHB), poli(4-hidroxibutirato) (P4HB); y los PHA de cadena media (mcl-
PHAs, por sus siglas en inglés), que contienen mondémeros de 3HA de 6 o mas
carbonos; por ejemplo, poli(3-hidroxihexanoato) (PHHx) y poli(3-hidroxioctanoato)
(P3HO) (Pena et al., 2014; Sharma et al., 2017). También, dependiendo del tipo de
mondémeros presentes, pueden clasificarse en homopolimeros, cuando contienen solo
un tipo de hidroxialcanoato, por ejemplo, PHB y PHHX, o en heteropolimeros, que
contienen mas de un tipo de hidroxialcanoato, por ejemplo, poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato) (PHBV), poli(3-hidroxihexanoato-co-3-hidroxioctanoato) (PHHxHO) y
poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) (PHBHHXx) (Rai et al., 2011).

La variacién en la longitud de los mondmeros de los PHAs, la presencia de grupos
funcionales en sus cadenas laterales y la proporcion de los diferentes monémeros, son
la causa de variaciones en sus propiedades térmicas (que son expresadas en términos
de la temperatura de transicion vitrea (Tg) de su fase amorfa y la temperatura de fusién
(Tm) de su fase cristalina) y mecanicas (rigidez, flexibilidad y elasticidad). Estas

propiedades determinan sus aplicaciones (Madison & Huisman, 1999).

Los scl-PHAs son generalmente materiales altamente cristalinos, lo que los hace
mas rigidos y quebradizos que el polipropileno. Un ejemplo de estos es el
homopolimero de PHB. ElI PHB tiene una Tm alta (alrededor de 170 grados

centigrados, °C) (Tabla 1), muy cercana a la temperatura donde este polimero se



descompone térmicamente, por lo que su procesamiento es limitado (Doi et al., 1995).
En cambio, los mcl-PHAs son biopolimeros termoelastoméricos con bajo grado de
cristalinidad, baja fuerza de tension y alta elongacién de rotura, debido a que sus
valores de Tmy Tg son bajos, entre 42 y 65°C, y -25 y 65°C, respectivamente. Gracias
a estas propiedades, los mcl-PHAs tienen muchas aplicaciones en comparacion con
PHB. Ademas, los mcl-PHAs tienen mayor diversidad de estructuras, lo que se traduce
en un amplio rango de propiedades, y ello los convierte en productos con muchas

aplicaciones potenciales (Rai et al., 2011).

Asi, las propiedades mecanicas y fisicas de los copolimeros, tales como la rigidez,
fragilidad, punto de fusién, temperatura de transicion vitrea o resistencia a solventes
organicos, pueden cambiar con base a la composiciéon del monémero. Por ejemplo, se
ha reportado que el porcentaje de monomeros de 3-hidroxivalerato (3HV) en el
copolimero PHBV modifica el punto de fusién. Un copolimero que contienen alrededor
de 30 a 40% mol de 3HV reduce su punto de fusion de 180°C a 75°C, con respecto al
homopolimero PHB (Muhammadi et al., 2015).

Por otra parte, la adicion de mondémeros de 3HAs de cadena media (mcl-3HA) a
scl-PHAs, los hace menos rigidos y con mejores propiedades mecanicas que las del
homopolimero PHB, y se pueden comparar en propiedades con los plasticos
convencionales, tal como el polipropileno, poliestireno, polietileno tereftalato y
polietileno de alta densidad (Tabla 1) (Brandl, et al., 1990; Doi et al., 1995; Asrar et al.,
2002).



Tabla 1. Comparacién de propiedades fisicas de varios polihidroxialcanoatos con
plasticos convencionales. Modificado a partir de Muhammadi et al., 2015.

Tm (°C) | Tg (°C) Resistencia Elongacion de
tensil (Mpa) rotura (%)
PHB 177 4 43 5

P(3HB-c0-20% 3HV) 145 -1 20 50
P(3HB-co-16% 4HV) 150 -7 26 444
P(3HB-c0o-15% 3HHX) 115 - 23 760
P(HB-co-10% HV) 150 - 25 20
P(HB-co-20% HV) 135 - 20 100
P(HB-co-10% HHXx) 127 -1 21 400
P(HB-co-17% HHXx) 120 -2 20 850
Polipropileno 170 - 34 400
Poliestireno 110 - 50 -
Polietileno 130 -10 - 500
HDPE 135 - 29 -
LDPE 130 -30 10 620
PET 262 - 56 7300

Nota: Tm temperatura de fusién; Tg: temperatura de transicion vitrea; HB: 3-
hiddroxibutirato; HV: 3-hidroxivalerato; HHx: 3-hidroxihexanoato; LDPE: polietileno
de baja densidad; HDPE: polietileno de alta densidad; PET: polietileno tereftalato

1.1.3 Aplicaciones de los polihidroxialcanoatos

1.1.3.1 Industria de polimeros

Los materiales de plasticos derivados de la petroquimica son resistentes, versatiles y
economicos, por lo que estan asociados con una vida confortable, y su uso se ha
incrementado en aplicaciones domésticas e industriales. En el 2013, se registraron 299
millones de toneladas de materiales de plastico, y el 98% fue derivado del petrdleo
(Rodriguez-Perez et al., 2018). El proceso de explotacion del petroleo tiene
consecuencias ambientales, tales como el calentamiento global, riesgos hacia la salud
humana o toxicidad para el ecosistema. Aunado a esto, los materiales de plastico
producidos desde fuentes petroquimicas son muy resistentes a la degradacion
microbiana; por lo que deben ser destruidos térmicamente, o bien, ser contenidos en

un sistema gestionado, tal como los rellenos sanitarios o los vertederos abiertos en el



ambiente, por lo que en gran parte de los desechos plasticos se acumulan en el
ambiente en el océano, el suelo y el aire. Estas son las razones por la que se han
buscado alternativas, entre ellas la produccion y utilizacion de biopolimeros
degradables (Jambeck et al., 2015; Geyer et al., 2017).

Entre los diferentes biopolimeros se encuentran los PHAs, los cuales son
termoplasticos biodegradables, tienen un alto grado de polimerizacidn, son altamente
cristalinos e insolubles en agua, pueden ser producidos desde fuentes renovables y no
son toxicos; gracias a estas caracteristicas son utilizados en la produccién de
bioplasticos, que reemplazan a los plasticos derivados del petroleo (Muhammadi et al.,
2015; Mathuriya & Yakhmi, 2017).

Los PHAs son biodegradables, sus productos de degradacion son diéxido de
carbono y metano. Se ha demostrado que su tasa de degradacién depende de muchos
factores; primero, de las caracteristicas del polimero, su peso molecular, su
composicion y longitud monomeérica y su cristalinidad; y segundo, de las condiciones
ambientales como la temperatura, nivel de humedad, pH y la disponibilidad de otros
nutrientes para los microorganismos degradadores (Brandl et al., 1990; Mathuriya &
Yakhmi, 2017).

Existen diferentes industrias que han implementado la produccion de los PHAs. En
1970, la empresa Imperial Chemical Industries (ICl, UK) empezé a manufacturar el
polimero PHBV bajo el nombre comercial de BIOPOL® producido por Cupriavidus
necator NCIB 11599 a partir de diferentes fuentes de carbono, como butirolactona 1,6-
hexanodiol, entre otros. Otro copolimero de interés industrial es el PHBHHXx producido
por Meredian Inc. (USA) bajo el nombre de Nodax™, para su uso como espumas,
fibras, latex, entre otros (Noda, et al.,2010). Asimismo, existen otras compafiias como
Metabolix Inc. (USA), Shenzhen Ecomann Techonology Co. Ltd. (China), Tianjin
GreenBio Materials Co. Ltd. (China), y Biomer (Alemania) que estan involucradas en
la industria de bioplasticos (Tabla 2) (Mathuriya & Yakhmi 2017). Segun, la Asociacion
de Bioplasticos Europea, se ha incrementado la capacidad de produccion de los PHAs
en la ultima década (Anjum et al., 2016; Jiang et al., 2016).



Tabla 2. Principales companias productoras de polihidroxialcanoatos (PHAS).
Modificado de Anjum et al., (2016).

Compaiiia Sustrato principal  Producto principal Capacidad de
produccién (ton/afio)
Biomer (Krailling, Germany) Sacarosa P3HB No disponible

Bio-on (Bologna, Italy) Azucar de remolacha MINERV®-PHA 10,000

Tianjin Green Bio (Tianjin, China) Azacar P3HB 10,000
Kaneka (Takasago, Japan) Aceite vegetal PHBH 1000
Biocycle PHA Industrial (Serrano, Brazil) Azlcar de cafia P3HB 100

Tian"an (Ningbo, China) Maiz P3HB 10,000

Metabolix (Woburn, MA, USA) Maiz Mirel™-PHA 50,000

PHA: polihidroxialcanoato, P3HB: polihidroxibutirato, PHBH: poli-3-hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato.

1.1.3.2 Biomedicina

La ingenieria de tejidos busca alternativas para la sustitucion, reparacién o
regeneracion de tejidos dafados, lo que involucra el uso de biomateriales y células
cultivadas in vitro, o factores bioactivos para promover la regeneraciéon de tejidos o
ligamentos viables (Doroski et al., 2007; Rathbone et al., 2009). Los parametros para
el uso de un biomaterial 0 andamio en la ingenieria de tejidos son: la biocompatibilidad,
la biodegradabilidad sin la formacion de componentes toxicos, la elasticidad, la
resistencia a la adhesién celular, el crecimiento celular y por ende la formacion de tejido
y, por ultimo, la capacidad de no interferir con la difusion de nutrientes y productos de
desecho (Williams et al., 1999; Rathbone et al., 2009).

Los PHAs son biopolimeros biocompatibles y biodegradables con gran potencial
biomédico, debido a que estos permiten la adhesion celular, la migracién y la
proliferacion celular, han sido utilizado en la regeneracién de tejidos, de hueso, de
cartilago, en valvulas cardiacas, asi como en dispositivos de suturas y andamios de
médula 6sea; (Zhao et al., 2003; Chen & Zhang, 2018).

La biocompatibilidad de los PHAs se debe principalmente a que los monémeros de
los PHAs, como el hidroxibutirato, son metabolitos que se encuentran normalmente en
la sangre y otros tejidos (Zinn et al., 2001). Adicionalmente, otras propiedades como:
la cristalinidad, la hidroficilidad o hidrofobicidad, la composicidn monomérica de los
PHAs y el cambio de energia de la superficie de los PHAs favorecen la absorcién de
proteinas, la unién de integrinas y la interaccién entre el polimero y las células (Yang
eta., 2002; Zhao et al., 2003; Liang et al., 2008; Insomphun et a., 2016; Chen & Zhang,

2018). Ademas, la biodegradabilidad de estas biomoléculas es vital, ya que los



productos de su descomposicidn, principalmente oligobmeros y mondmeros, no son
téxicos para las células y tejidos (Chen & Zhang, 2018). Esta caracteristica es
dependiente de la composicion monomérica del PHA y por ende de sus propiedades

mecanicas (Qu et al., 2006).

Aunque se han reportado cerca de 90 estructuras de PHAs, solo ocho se han
estudiado como materiales de implantes médicos: homopolimeros como el PHB, P4AHB
y P3HO; copolimeros como el PHBV, el PHBHHx y el poli(3-hidroxibutirato-co-4-
hidroxibutirato) (PHB4HB); y terpolimeros como el poli(3-hidroxibutirato-co-3-
hidroxivalerato-co-3-hidroxihexanoato) (PHBVHHXx) y el poli(3-hidroxibutirato-co-4-
hidroxibutirato-co-3-hidroxihexanoato) (PHB4HBHHXx) (Chen & Zhang, 2018).

Se ha propuesto al copolimero PHBV como un biomaterial ortopédico y de
regeneracion. Se observo crecimiento celular de condrocitos de ovinos y osteoblastos
en esponjas 3D de PHBYV, y se pretende utilizar este polimero para la fabricacién de

tejidos ortopédicos como cartilago, fibrocartilago y hueso (Chen & Zhang, 2018).

Los copolimeros de PHBHHx presentan una mayor biocompatibilidad vy
degradacion que el PHB, en fibroblastos de raton y en implantes subcutaneos en
conejos (Zhao et al., 2003, Qu et al., 2006). Asimismo, andamios de PHBHHx pueden
ser utilizados en la reconstruccion de parpados (Zhou et al., 2010). Se ha reportado
que este copolimero PHBHHXx y el terpolimero PHBVHHX, soportan mayor crecimiento
celular de fibroblastos L929 y osteoblastos MC3T3, comparado con el PHB, el PHBV
y el acido polilactico (PLA) (material de implante y estandar de comparacion, bien
conocido y aprobado por la Food and Drug Administration: Administracion de

Medicamentos y Alimento) (Liang et al., 2008).

Como se mencion6 anteriormente, el terpoliéster PHBVHHx soporta mayor
crecimiento celular que otros PHAs, que el PLA y que placas de cultivo de tejido
(TCPs). Las ventajas del biopolimero PHBVHHYX, son la flexibilidad, la suavidad, y su
resistencia al almacenamiento prolongado, por lo que ha sido utilizado en la ingenieria
de tejido de piel (Ji et al., 2008; Liang et al., 2008). En lo que respecta a la ingenieria
del tejido cardiaco, el polimero PHO (de tipo mcl-PHASs) ha sido utilizado como sustrato

para células de mioblastos y cardiomiocitos (Bagdadi, et al., 2017).



1.1.4 Rutas de biosintesis de los polihidroxialcanoatos

Existen catorce diferentes rutas metabdlicas para producir diferentes tipos de PHAs
(Chuan et al., 2014). A continuacion, se describen las tres principales y mas comunes

rutas metabdlicas involucradas en la biosintesis de polihidroxialcanoatos.

En la primera ruta se sintetizan scl-PHAs, como el PHB y poli (3-hidroxivalerato)
(PHV), siendo el primero, el polimero mas comun y mejor caracterizado. La ruta
biosintética consiste en tres reacciones enzimaticas catalizadas por tres proteinas
distintas (Figura 2). La primera reaccion (Figura 2A.1) consiste en la condensacion de
dos moléculas de acetil coenzima A (CoA), generadas del catabolismo de
carbohidratos o acidos grasos, para formar acetoacetil-CoA por la accion de una
enzima 3-cetotiolasa, codificada por phbA. La segunda reaccion (Figura 2A.2) es la
reduccion del acetoacetil-CoA a 3-hidroxibutiril-CoA (3HB-CoA) por una acetoacetil-
CoA reductasa dependiente de NADPH, codificada por phbB. En la tercera reaccion,
los monémeros de 3HB-CoA son polimerizados por una PHB sintasa (PHB polimerasa)
codificada por phbC (Figura 2A.3). Esta ruta es tipicamente representada por
Azotobacter vinelandii y Ralstonia eutropha (sin. Cupriavidus necator o Alcaligenes
eutrophus) (Doi et al., 1988; Madison & Huisman, 1999; Segura et al., 2003a; Chen et
al., 2015).

R. eutropha puede sintetizar PHBV mediante esta ruta metabdlica, cuando se
suministra propionato ademas de un carbohidrato. El propionato se activa con CoA
para producir propionil-CoA y junto con un acetil coenzima A (acetil-CoA), se
condensan para producir 3-cetovaleril-CoA, que se reduce para producir 3-
hidroxivaleril-CoA (3HV-CoA) de cinco carbonos. La polimerizacion de monémeros de
3HV-CoA y de 3HB-CoA por la PHB sintasa produce el copolimero PHBV (Figura 2B)
(Brigham et al., 2012). Esto no sucede en A. vinelandii porque su cetotiolasa no puede

condensar propionil-CoA con un acetil-CoA para dar el de 5C (Page et al., 1992).
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Figura 2. Biosintesis de scl-PHAs: PHB o PHBV. Se involucran las siguientes enzimas: B-cetotiolasa (1),
acetoacetil-CoA reductasa dependendiente de NADPH (2) y una PHA sintasa (3) que polimeriza (A)
PHB o (B) PHBV (Brigham et al., 2012).

La segunda ruta de sintesis produce mcl-PHAs a partir de compuestos
intermediarios generados del ciclo de la B-oxidacion al utilizar acidos grasos o
compuestos relacionados como alcoholes o alcanos como fuente de carbono. En el
catabolismo de acidos grasos de algunas bacterias productoras de PHAs se presenta
una enzima enoil-CoA hidratasa R especifica (Phad), adicional a la enoil-CoA hidratasa
S especifica de la B-oxidacion, que cataliza la adicién de una molécula de agua a través
de un enlace doble en enoil-CoA pero con estereoespecificidad R, que resulta en la
generacion de 3-hidroxiacil-CoA (3HA-CoA) (Figura 3), que subsecuentemente sera
polimerizado para formar PHA por una PHA sintasa (Hisano et al., 2003; Kawashima
et al.,2011).
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Figura 3. Reaccién de la enzima PhaJ. En la ruta de la 3-oxidacion de acidos grasos se incluye un paso
de hidratacion en que el intermediario enoil coenzima A (CoA) se convierte a (S)-3-hidroxiacil-CoA. La
enzima PhaJ cataliza una reaccién similar que produce el isémero (R)-3-hidroxiacil-CoA, precursor de
PHAs.

La tercera ruta utiliza intermediarios de la via de sintesis de novo de acidos grasos
(Figura 4). Esta ruta involucra la participacién de dos enzimas adicionales para la
canalizacion del intermediario R-3-hidroxiacil-ACP, que se forma en esta via de sintesis

de acidos grasos y que no puede ser polimerizado por las PHA sintasas por estar unido
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a la proteina acarreadora de acilos (ACP), para convertirlo en 3HA-COA, que se
requiere para la sintesis de PHAs. La primera enzima es una 3-hidroxiacil-ACP
tioesterasa, codificada por el gen phaG, que separa el R-3-hidroxiacilo de la proteina
acarreadora de acilos (ACP) a partir del R-3-hidroxiacil-ACP, intermediario de la
biosintesis de novo de acidos grasos. El R-3-hidroxiacilo resultante se activa con CoA
con la participacion de la segunda enzima, la 3HA-CoA ligasa, codificada por el gen
PP0763 (en Pseudomonas putida) o PA3924 (en P. aeruginosa). Asi, el 3HA-CoA
producido puede ser polimerizado, generalmente por una PHA sintasa tipo Il para
producir mcl-PHAs. Esta ruta permite la sintesis de mcl-PHAs a partir de fuentes de
carbono no relacionadas estructuralmente con los mondmeros hidroxiacilos, tales
como los carbohidratos, ya que durante el crecimiento en cualquier fuente de carbono
existe una activa sintesis de novo de acidos grasos para la generacion de fosfolipidos

de membrana (Wang et al., 2012; Hokamura et al., 2015).
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1.1.5 Tipos de polihidroxialcanoatos sintasas

La PHA sintasa es la enzima que cataliza la polimerizacion de los 3HA-CoAs para la
sintesis de PHAs. Las PHA sintasas se clasifican en cuatro clases con base en su
secuencia primaria, la composicion de sus subunidades y su especificidad de sustrato.
Las de clase | contienen un solo tipo de subunidad, PhaC, aunque forman un
homodimero, mientras que en las de clase Il contienen dos tipos de sintasas, PhaC1
y PhaC2, que pueden formar homodimeros o heterodimeros. Las sintasas de la clase
lll'y IV forman heterodimeros que comprenden las subunidades PhaC-PhaE y PhaC-
PhaR, respectivamente (Chek et al., 2017; Mezzolla et al., 2018).

Las enzimas de clase |, clase lll y clase IV producen polimeros scl-PHAs con
unidades de longitud de cadena corta (3C a 5C, dependiendo de los precursores, como
3-hidroxipropionil-CoA (3HP-CoA), 3-hidroxibutiril-CoA (3HB-CoA), 4-hidroxibutiril-
CoA (4HB-CoA) y 3-hidroxivaleril-CoA (3HV-CoA), mientras las enzimas de la clase Il
sintetizan polimeros de longitud de cadena media (C6 a C12), dependiendo de los
precursores, como el 3-hidroxihexanoil-CoA (3HH-CoA), 3-hidroxiheptanoil-CoA
(3HHp-CoA), 3-hidroxioctanoil-CoA (3HO-CoA), 3-hidroxidecanoil-CoA (3HD-CoA), 3-
hidroxiundecanoil-CoA (3HUD-CoA), 3-hidroxidodecanoil-CoA (3HDD-CoA). La
disponibilidad de los diferentes sustratos tioéster CoA se da a partir de tres rutas
metabdlicas diferentes, biosintesis de acidos grasos, B-oxidacion y biosintesis de scl-
PHAs (Chek et al., 2017; Mezzolla et al., 2018).

Azotobacter vinelandii tiene una sintasa PhaC de clase |, que como en otras
sintasas de esta clase, sintetiza scl-PHAs. Sin embargo, existen sintasas clase |, como
las de Chromobacterium spp. y Aeromonas caviae, que pueden incorporar 3HA-CoA
de longitud de cadena corta y media (3-hidroxihexanoil-CoA), formando copolimeros
de PHAs de longitud de cadena corta con longitud de cadena media (scl-co-mcl) (Doi
et al., 1995; Bhubalan et al, 2010). La PHA sintasas clase Il se encuentra
generalmente en Pseudomonas spp., como P. aeruginosa, que puede incorporar 3HA-
CoAde 6C a 12C (Qi et al., 1997). Ejemplos de enzimas clase Ill se pueden encontrar
en Thiocapsa pfennigii y Chromotium vinosum. Se ha reportado que, aunque las
enzimas de esta clase producen generalmente scl-PHAs, la de T. pfennigii puede
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sintetizar copolimeros de 3HB-CoA, 3HH-CoA y pequenas cantidades de 3HO-CoA
(2.6-5-5 mol%), a partir de octanoato (Liebergesell et al., 2000). Por ultimo, la clase IV
se encuentra en algunas especies de Bacillus spp. como Bacillus sp. INTO05, que
puede incorporar 3HA-CoA de scl (Agus et al., 2006).

Las PHA sintasas pertenecen a una superfamilia de a/f hidrolasas, que tienen una
caja lipasa modificada (G-X1-C-X2-G), donde X1y X2 representan cualquier residuo de
aminoacido y la cisteina se encuentra remplazando a la serina normalmente presente
en las lipasas (Chek et al., 2017). En la enzima de Chromobacterium sp. USM2, cuya
estructura cristalina de alta resolucién ya ha sido determinada, se ha reportado que el
residuo Cys291 forma parte del sitio activo y forma una triada catalitica con His477 y
Asp477 (Figura 5). El residuo Cys291 participa en la polimerizacién del sustrato 3HA-
CoA (Chek et al., 2017). Asimismo, la actividad de la enzima y la especificidad del

sustrato se ven afectados por los aminoacidos que se encuentran alrededor de la triada

catalitica de la PHA sintasa (Chen et al., 2014).
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Figura 5. Alineamiento multiple de secuencias de aminoacidos de PHA sintasas. Se utilizaron las
siguientes secuencias de aminoacidos de la PHA sintasa de tipo Il, Pseudomonas putida
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(Pseudomonas), y PHA sintasa de tipo | como Chromobacterium sp. USM2 (Chromobacterium), A.
vinelandii (A. vinelandii) y Cupriavidus necator (Cupriavidus) desde el residuo 200-554. La flecha azul
indica la triada catalitica, Cys291, Asp457 y His477. El rectangulo verde indica el consenso del motivo
pentapeptidico (como caja lipasa) G-X-C-X-G.

1.1.6 Fuentes de carbono para la produccion de los polihidroxialcanoatos

Los PHAs pueden ser producidos desde un rango amplio de sustratos. Algunos
sustratos principales en la produccion de PHA incluyen: carbohidratos, triacilgliceroles
y sus derivados (acidos grasos) e hidrocarburos. La mayoria de los microorganismos
productores de PHAs pueden utilizar carbohidratos, y en menor cantidad hay
microorganismos que utilizan triacilgliceroles e hidrocarburos. Los carbohidratos
pueden ser derivados de sacarosa, melaza de remolacha, cafa de azucar y lactosa;
los triacilgliceroles se encuentran en aceites de plantas y grasas animales; y los
hidrocarburos en metano, polialquenos, poliestireno y tereftalato de polietino (Jiang et
al., 2016).

Los sustratos para la acumulacion de PHA pueden ser clasificados en fuentes de
carbono estructuralmente relacionadas y en fuentes de carbono estructuralmente no
relacionadas (Wang & Chen, 2017). Por ejemplo, en las fuentes de carbono
relacionadas se han utilizado propionato de sodio o acido valérico como precursores
para la sintesis de PHV (Savenkova et al., 2000; Taniguchi et al., 2003). De igual
importancia, la sacarosa, gluconato, glucosa y glicerol se han utilizado como fuente de
carbono no relacionada para la sintesis de PHB, mcl-PHAs (C6, C8, C10 y C10) o
PHB-co-mcl-PHAs (Hoffmann et al., 2000; Wang et al., 2012; Garcia et al., 2019). Es
decir, en la primera fuente, hay una relacién en la estructura quimica entre el sustrato
y el producto; y en la segunda no la presenta. El uso de fuentes de carbono
relacionados no es oOptimo para la produccion a gran escala por su alto costo; a
comparacion de la glucosa, sacarosa o sustratos mas baratos como celulosa para la
produccion de PHA (Wang & Chen, 2017).

Por otra parte, el tipo de fuente de carbono suministrada al microorganismo puede
determinar el tipo de PHAs sintetizados. Se pueden producir mcl-PHAs a partir de
acidos grasos, como el acido hexanoico, acido heptanoico, acido octanoico, acido
nonanoico, acido decanoico (Preusting et al., 1990), acidos grasos libres derivados de
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biodiesel y aceite de canola. Por ejemplo, estos ultimos tres, permiten que P.
chlororaphis sintetice mcl-PHAs (Sharma et al., 2017). También se ha reportado que
A. vinelandii sintetiza el copolimero PHBV cuando se crece en azucares y con la
adicion de acidos grasos como valerato (pentanoato), heptanoato, octanoato,
nonanoato, o trans-2-pentenoato, ya que éstos pueden generar el precursor 3-
hidroxivaleril-CoA a partir de la ruta de B-oxidacién (Pettinati et al.,2001; Page et al.,
1992). En cambio, cuando se crece esta bacteria en azucares como glucosa, sacarosa
y fructosa, sintetiza el homopolimero PHB, pues la produccion de este polimero se
lleva a cabo mediante la ruta de biosintesis de scl-PHAs a partir de acetil-CoA. Lo
mismo ocurre en extracto de malta, jarabe de maiz, lo que permite tener fuentes de
carbono de mas bajo costo, comparadas con el uso de glucosa o sacarosa industrial
(Page, 1992; Page & Manchak, 1995). También existen ejemplos de la sintesis de
copolimeros de poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxiacilo de longitud de cadena media
(PHB-co-mcl-3HA) o mcl-PHAs en Pseudomonas sp. 61-3 o P. aeruginosa a partir de

azucares (Rehm et al., 1998, Matsumoto et al., 2001).

1.2. Azotobacter vinelandii, una bacteria productora de polihidroxialcanoatos

A.vinelandii es un organismo aerobio estricto que pertenece a la familia
Pseudomonadaceae y estd cercanamente relacionada al género Pseudomonas. A.
vinelandii es una bacteria de suelo, fijadora de nitrégeno que produce polimeros de
importancia industrial como el PHB o el alginato y lipidos alquilresorcinoles. EI PHB se
acumula como granulos en las células vegetativas durante la fase estacionaria y
también es un componente mayor del cuerpo central de los quistes (Segura et al.,
2003a).

1.2.1 Produccion de polihidroxibutirato (PHB) en A. vinelandii

Como se menciond en la seccion 1.1.4, A. vinelandii produce principalmente el PHB y
lo sintetiza en tres pasos a partir de acetil-CoA. Los genes biosintéticos que codifican
las enzimas para la sintesis de PHB, se encuentran organizados en el operén phbBAC,
el cual se transcribe a partir de dos promotores: ps1 y ps2. La transcripcion desde el
promotor ps2 mostré ser dependiente de RpoS; mientras que para la activacion del
promotor ps1 es necesario el regulador PhbR, cuyo gen (phbR) esta localizado
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corriente arriba y en direccion opuesta del operon phbBAC, y es un activador
transcripcional de los genes phbBAC y pertenece a la familia de activadores AraC
(Peralta-Gil et al., 2002).

Asimismo, con el fin de obtener una alta acumulacion de PHB en A. vinelandii se
han estudiado proteinas involucradas en la regulacion génica de la sintesis de PHB.
Se ha reportado que la enzima IIAN" (ptsN), la cual forma parte del sistema
fosfotransferasa relacionada a nitrégeno, actua como un regulador negativo de la
sintesis de PHB en su estado no fosforilado, por lo que una mutante de ptsN permite
acumular hasta dos veces mas de PHB que la cepa silvestre (Noguez et al., 2008).
Otra proteina clave es RsmA (rsmA), la cual reprime post-transcripcionalmente la
expresion de PhbR, por lo que una mutante de rsmA incrementa la produccién del
polimero un 25% comparado con la cepa silvestre de A. vinelandii (Hernandez-Eligio
et al., 2012). Asimismo, una delecién en el gen algA, que codifica la enzima que
cataliza el primer paso de la ruta biosintética del alginato, y la producciéon de PHB,
permite incrementar hasta el 75% de acumulacion de PHB en un tiempo de 48h y tres
veces mas que la cepa silvestre (Segura et al., 2003b). Recientemente, Adaya et al.,
(2018) determinaron que la mutante de una PHB depolimerasa (phbZ1), la cual tiene
actividad hidrolitica sobre PHB amorfo, acumula hasta el 90.0+1.0% de PHB durante
la fase estacionaria y se obtiene un polimero de ultra peso molecular (Mw) de 5.5-6.2

MDa durante 48 horas de cultivo.

También, se han desarrollado estrategias de fermentacion para mejorar la
produccion de PHB como: la alimentacién de cultivos fed-batch, la proporcién de
carbono y nitrogeno (C-N) y la tasa de agitacion. Esto permiti6 aumentar la
acumulacién de PHB en A. vinelandii hasta el 85% de biomasa total con una
concentracion de PHB de 29+4.5 gramos por litro (gL™") y ultra Mw entre 2.3 mega
Daltons (MDa) y 6.6 MDa (Castillo et al., 2017; Garcia et al., 2019).

18



2. ANTECEDENTES

2.1 Biosintesis de copolimeros de poli (3-hidroxibutirato-co-3-hidroxiacilo de
longitud de cadena media) mediante la biosintesis de novo de acidos grasos

Como se menciond anteriormente, en algunas especies de Pseudomonas existen
enzimas que permiten generar 3HA-CoA, precursores de mcl-PHAs, a partir de
intermediarios de la ruta de la biosintesis de acidos grasos de novo. Estas enzimas
son PhaG, que funciona como una 3-hidroxiacil-ACP tioesterasa (gen phaG), y la 3HA-
CoA ligasa PA3924 (de Pseudomonas aeruginosa) o PP0763 (de Pseudomonas
putida) (Wang et al.,2012; Hokamura et al., 2015).

Se reporté en 1998 (Rehm et al., 1998) que en Pseudomonas la proteina PhaG
esta involucrada en la sintesis de mcl-PHA a partir de fuentes de carbono no
relacionadas. Se habia descrito que PhaG tenia la actividad de una 3HA-CoA-ACP
transacilasa, catalizando la transferencia de un residuo 3-hidroxiacilo desde ACP a
CoA (Hoffmann et al., 2000); sin embargo, posteriormente se identificé en P. putida,
que esta enzima en realidad tiene actividad de una tioesterasa sobre 3-hidroxiacil-
ACPs. Por otro lado, se identificd que la formacion de precursores mcl-3HAs requeria
adicionalmente de una CoA ligasa de acidos grasos de cadena media producto del gen
PP0763, que genera el 3HA-CoA utilizando el 3-hidroxiacilo liberado por PhaG, para
la biosintesis de mcl-PHAs (Wang et al.,2012; Hokamura et al., 2015). Por lo tanto, las
proteinas PhaG y PP0763 pueden producir mcl-3HA-CoA para la biosintesis de PHAs,
a partir fuentes de carbono no relacionadas como glicerol, glucosa y fructosa; lo que
indica que estos precursores derivan de la biosintesis de acidos grasos de novo (Wang
et al.,2012; Heinrich et al., 2016).

Los copolimeros de PHAs que contienen tanto mondmeros de scl como mcl, tienen
propiedades interesantes, porque pueden ser desde rigidos hasta flexibles,
dependiendo de la fraccion molar de los diferentes hidroxiacilos. Por lo tanto, la
proporcion de los mondmeros de scl y mcl ejerce una influencia considerable en las

propiedades fisicas y mecanicas de PHAs como plasticos (Hokamura et al., 2015).

En Pseudomonas sp. 61-3 se reportd, que se puede incrementar el contenido de

monomeros mcl-3HA en PHAs a partir de azucares como glucosa y gluconato,
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mediante la expresion de la enzima PhaG heteréloga (Matsumoto et al., 2001). Esta
bacteria puede producir un copolimero con composicion de monémeros de 94% molar
de 3-hidroxibutirato (3HB) y 6 % molar de mcl-3HA de unidades de C6 a C12; lo que
le permite tener propiedades mecanicas similares al polietileno de baja densidad
(LDPE) (Matsusaki et al., 2000).

Por otra parte, en E. coli se expresaron los genes phaG y PP0763 de P. putida junto
con la PHA sintasa de Pseudomonas sp. 61-3 para la biosintesis de mcl-PHAs (400
mgL') con composicion monomérica de C6 a C12 desde fuente de carbono no
relacionadas, como glucosa y glicerol (Wang et al., 2012). De la misma forma, en la
cepa E. coli LS5218 se coexpreso el gen de la ligasa PA3924 de P. aeruginosa con los
genes de la PHA sintasa 1 (phaC1) y el gen phaG provenientes de Pseudomonas sp.
61-3; y con la B-cetotiolasa (phbA) y la acetoacetil-CoA reductasa (phbB) de Ralstonia
eutropha. La cepa E. coli LS5218 produjo siete veces mas concentracion de PHB-co-
mcl-3HAs con la expresion del gen PA3924 que con el gen PP0763. El copolimero
tiene una proporcion molar de 94.6 % de 3HB y 5.4 % de mcl-3HA (de unidades de
C8, C10, C12 y C14) a partir de glucosa. Ademas, este copolimero sintetizado tiene
un Mw relativamente alto (233x103) y un porcentaje alto de elongacién de rotura (195%)
a diferencia del homopolimero de PHB (5%) y PHBV (50%) (Hokamura et al., 2015).

2.2 PHA sintasa tipo Il, enzima que polimeriza polihidoxialcanoatos de longitud
de cadena media (mcl-PHAS)

Otro de los factores que puede determinar la composicién de los PHAs es el tipo de
PHA sintasa. En la seccion 1.1.5 se describieron los tipos de enzimas existentes v,
como se menciono, las de tipo I, presentes en algunas especies del género
Pseudomonas, son capaces de polimerizar mcl-3HAs con longitudes de 6C a 12C. En

este género generalmente presentan dos enzimas de PHA sintasas de clase Il.

En P. aeruginosa se han reportado las PHA sintasas, PhaC1 y PhaC2, las cuales
tienen un 60% de identidad en secuencia de aminoacidos, presentan una pequeina
diferencia en la composicion de los PHAs que sintetizan y en la masa molecular del
polimero que producen. Los PHAs tienen mayor Mw cuando son sintetizados por la
proteina PhaC1 (106x103) que por la PhaC2 (67x103) (Qi et al., 1997). La expresion
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de la PHA sintasa, PhaC1 de P. aeruginosa, en una cepa recombinante de E. coli
permite la sintesis de mcl-PHAs (1-3% de peso seco celular) a partir de un medio de
Luria Bertani (LB) suplementado con acido graso decanoato como fuente carbono. En
E. coli con la delecién del gen fadB, que codifica a una enoil-CoA hidratasa (DiRusso,
1990); la cual, forma el estereoisémero S-3-hidroxiacil-CoA, aumenté la acumulacién
de mcl-PHAs hasta un 21% del peso seco celular a partir de LB con acido graso
decanoato. Al contrario, al crecer en glucosa solo hay acumulacion de trazas de PHAs.
Estos resultados indican la conexion entre la ruta de B-oxidacién de acidos grasos con
la biosintesis de mcl-PHAs mediante la actividad de la enzima PhaJ; la cual cataliza la
conversion por hidratacién de 2-enoil-CoA a 3HA-CoA con la configuracion R, para
proveer el sustrato para la polimerizacion de mcl-PHAs por PhaC1. (Langenbach et al.,
1997; Davis et al., 2007)

2.3 Especificidad de la enoil-CoA hidratasa (PhaJ) en bacterias

Como se menciond anteriormente, las enoil-CoA hidratasas R especificas canalizan
3HA-CoAs a partir de intermediarios de la ruta B-oxidacién de acidos grasos hacia la
biosintesis de PHAs. Las PhaJs reportadas tienen diferente especificidad del sustrato,
2-enoil-CoA de scl (C4-C6) o mcl (mayores a C6). En Ralstonia eutropha existen tres
Phad con diferente especificidad hacia sustratos 2-enoil-CoA de cuatro a ocho
carbonos. En el caso de Pseudomonas aeruginosa se encuentran cuatro enzimas
Phad, también con diferente especificidad de sustratos 2-enoil-CoA, de scl y mcl.
(Tsuge et al., 2003; Kawashima et al.,2011; Chen et al., 2015). Se ha reportado que la
enzima Phad1pa junto con una PHA sintasa de Pseudomonas sp. 61-3 en un sistema
heterdlogo, sintetizan PHAs con alto porcentaje de mondmeros de 3-hidroxihexanoato
(3HHXx) (78%mol) y 3HO (7%mol) (Tsuge et al., 1999).

Por otro lado, en el trabajo de Page (1992) se reporté que A. vinelandii puede
sintetizar PHBV a partir del sustrato 3HV-CoA proveniente de la ruta B-oxidacion, lo
que indica la posible actividad de la enzima PhaJ. En la base de datos KEGG se
encuentra anotada la enzima Phad en el genoma de A. vinelandii (PhaJav) (Figura 6A).
La proteina tiene 156 aminoacidos y presenta el motivo de hidratasa 2 ([YF]-X(1,2)-
[LVIG]-[STGC]-G-D-X-N-P-[LIV]-H-X5[AS]) que conservan las enzimas enoil-CoA
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hidratasas con especificidad R. En la figura 6B se muestra el motivo hidratasa 2 que
se conserva en las seis Phads y el posible residuo de acido aspartico del sitio activo
marcado por un asterisco, que esta conservado en todas las proteinas Phad (Qin et
al., 2000). La similitud de PhaJdav y Phadira es de 69% de identidad de aminoéacidos

(Figura 6C). Se desconoce la especificidad de la enzima Phad de A. vinelandii.

A Proteina
PhaJ oxidoreductasa
Transferasa . Diaminasa
de glicosil H Sintetasa de citosina
acil-CoA de Proteina de Transposasa
Proteinade ¢adena barril-TIM tipo
exportadora/  larga isomerasa

biosintesis de
polisacaridos

B
*
PhaJ2Pa HRLPER————TPDLRLDLPTRPEQALYYRLNGDDNPL#AEPAAALRAGFPRPILHGLCTL 217
PhaJ3Pa PKAEQEPLPLEPVDNWKAP- ADIGRRYARAAGDYNPIHLSAPSAKLFGFPRAIAHGLWNK 220
PhaJlPa LEVGQK————A——EYTSSIAERDLQLFAAVSGDRNPVHLDAAYAATTQFKERIAHGMLSG 65
PhaJAv LEVGQK————A——SYSKTVEEKDIQLFAALSGDHNPVHLDPEFAARSPYKERIAHGMFSG 65
PhaJ4Pa DYVGKD~———LGHSEWLTIDQERVDQFAECTGDHQFIHVDPEKAAKTPFGGTIAHGFLSL 66
PhaJ4cRe AAVGQR————LGESAWTQITQEQVNQFANATGDHQWLHVDPERAAQGPYGACIAHGYLTL 68
C
PhaJ2Pa
PhaJ3Pa

PhaJ1Pa
—

PhaJ4Pa
—{ _______ PhalicRre

Figura 6. Enoil-CoAs hidratasas R especificas (Phad). (A) Contexto genémico de PhaJ en A.vinelandii
(Phadav). (B) Secuencia conservada del motivo 2 de hidratasa entre enoil-CoAs hidratasas R especifica
de bacterias (sombra gris). (C) Arbol filogenético de homoélogos de la proteina PhaJ de P. aeruginosa,
Ralstonia eutropha y A. vinelandii. Phad1-3Pa, PhaJs de P. aeruginosa; PhaJAv, PhaJ de A. vinelandii;
PhaJ4cRe; PhaJ de Ralstonia eutropha.
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3. HIPOTESIS

La expresion de las enzimas 3-hidroxiacil-ACP tioesterasa (phaG) y 3-hidroxiacil-CoA
ligasa (PA3924) de Pseudomonas spp. en Azotobacter vinelandii, permitiran obtener
precursores 3HA-CoA de longitud de cadena media para la produccién del copolimero
PHBHHXx a partir de sacarosa. Por otra parte, la sustitucion del operdn biosintético de
PHA en A. vinelandii por una PHA sintasa tipo Il (phaC1) de P. aeruginosa permitira la

produccion de mcl-PHAs a partir de acidos grasos.

4. OBJETIVOS
4.1 General

Biosintetizar diferentes tipos de PHAs de longitud de cadena media en Azotobacter
vinelandii OP.
4.2 Particulares
« Conocer el efecto de la expresion de los genes phaG y PA3924 que codifican
para una 3-hidroxiacil-ACP tioesterasa y una 3-hidroxiacil-CoA ligasa,
respectivamente, sobre la composicion de los PHAs sintetizados por A.

vinelandii OP.

« Determinar si la PHB sintasa de A. vinelandii OP tiene la capacidad de sintetizar
precursores de polihidroxialcanoatos de cadena media provenientes de la ruta

de biosintesis de acidos grasos

« Determinar el efecto del reemplazo del operdon biosintético phbBAC de A.
vinelandii OP por una PHA sintasa tipo Il (gen phaC1) de Pseudomonas sobre
la composicion de los copolimeros producidos a partir de fuentes de carbono

relacionadas.

« Conocer la especificidad del sustrato de la enoil coenzima A hidratasa R
especifica (PhaJ).
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5. MATERIALES Y METODOS
5.1 Microorganismos y pldsmidos
Las cepas de bacterias y plasmidos utilizados en este estudio se describen en el

apéndice 1.
5.2 Condiciones de cultivo

5.2.1 Cepas de A. vinelandii

Las cepas de A. vinelandii se preservaron en glicerol al 50% a -70°C con 1 mililitro
(mL) de medio Burk con glucosa (BG) o medio Burk con sacarosa (BS) con su
respectivo antibidtico. La concentracion de los antibidticos utilizados fue de 1
microgramo por mililitro (ug/mL) de Kanamicina (Km) y 30 ug/mL de acido Nalidixico
(Nal), respectivamente. Se realizaron siembras de las cepas de A. vinelandii a partir
de glicerol en medio solido de BG o BS, para la obtencion de cultivos de 24-48h antes

de cada experimento. La composicion del medio BG y BS se muestra en la tabla 3.

Para la preparacion del medio sdlido se utilizé agar al 1.5% esterilizado. Todas las
soluciones mostradas en la Tabla 3 se esterilizaron a 120°C durante 20 min., excepto

el FeS0O47H20, el cual fue filtrado para evitar una rapida oxidacion del hierro.

El medio para cruzas se empled para la conjugacion entre A. vinelandiiy E. coli, el
cual se describe mas adelante. También, se utilizé el medio de extracto de levadura y
peptona (PY) con glucosa al 2%, para la realizacion de cinéticas de crecimiento para
la cepa recombinante OPpAGMF. La composicion del medio PY se describe en la Tabla
4.

Los cultivos solidos y liquidos de A. vinelandii se incubaron a 30°C y el medio liquido

con una agitacion de 200 revoluciones por minuto (rpm).
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Tabla 3. Composicion del medio de cultivo de A. vinelandii (BS o BG)

Reactivo Concentracion en g/L
Sacarosa o Glucosa 20
Buffer de fosfatos (pH=7.2)
KoHPO, 0.8
KH,PO, 0.2
CaCly'2H.0 0.073
Na;SO4 0.183
MgCl»-6H.0 0.160
NaMoO,-2H.0 .0002
FeSO4 7H.0 .005

Tabla 4. Composicion del medio de PY-Glucosa al 2%

Reactivo Concentracién en g/L
Glucosa 20
Levadura 3
Peptona 5

5.2.2 Cepas de E. coli

E. coli se cultivd en medio LB con el antibiético correspondiente. La concentracion de
los antibidticos utilizados fue de 200 pg/mL de ampicilina (Ap) y 30 pg/mL de Km. La
composicion del medio LB se muestra en la Tabla 5. Se incubé a 37°C durante 12-16

h y en caso de medio liquido se agité a 200 rpm.

Tabla 5. Composicién del medio LB de E. coli.

Reactivo Concentracién en g/L
Bacto triptona 10
Extracto de levadura 5
Cloruro de sodio 10
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5.3 Preiné6culos

Se sembro¢ la cepa de A. vinelandii en un medio solido de BG-Nal y se tom6 una asada
para inocular 25 mL de medio BG liquido en un matraz de 125 mL. Se incubd a 30°C
durante 16-18 h con agitacion de 200 rpm. Este cultivo se utilizé para inocular matraces
de 250 mL de BG liquido; los cuales se utilizaron para la realizacién de: cinéticas de
crecimiento, por triplicado, durante 60 horas y en donde cada doce horas se tomaron
muestras para la cuantificacion de proteina, peso seco celular y cuantificacion de PHAs
o PHB, se describe mas adelante. También se utilizaron preinoculos para la extraccion

de acido ribonucleico (RNA).

5.4 Preparacién de células competentes de E. coli

Para la realizacion de células competentes de E. coli DH5a, se partid de una placa
fresca, 16-20 horas de cultivo. Se hizo un preindculo de E. coli DH5a en 5 mL de medio
LB y se cultivo toda la noche (12-16 h) con agitacion vigorosa. Se inoculé 100 mL de
medio LB contenido en un matraz de 250 mL con 1 mL del preindculo. Se incubd
aproximadamente 3 h a 37°C o hasta que la densidad 6ptica de 650 nm fuera de 0.4-
0.5. Se transfirid el cultivo a tubos de polipropileno estériles, se enfrié en hielo durante
10 minutos. Se recuperaron las células por centrifugacion a 4000 rpm durante 10
minutos. Se resuspendio el pellet con 30 mL de CaClz (0.1 M) frio y se dejé en hielo
durante 15 minutos. Se centrifugé a 4000 rpm durante 10 minutos a 4°C. Por ultimo,
se resuspendio la pastilla en 2 mL de una solucién fria de CaCl2 (0.1 M), 14% de glicerol
por cada 50 mL de cultivo original, se hicieron alicuotas de 400 microlitros (uL) en tubos

Eppendorf de 1.5 mL y se almacenaron a -70°C.

5.5 Transformacién en células competentes de E. coli

Se mezclo aproximadamente 100 ng de acido desoxirribonucléico (DNA) con 50 uL de
células competentes y se dejo en hielo durante 30 minutos. Se dio un choque térmico
de 2 minutos a 42°C, se dejo incubando 2 minutos en hielo y se le anadié 200 pL de
LB liquido y se dejo incubando la mezcla a 37°C durante una hora. Por ultimo, se
plaqued un volumen de 100 pL de este cultivo en un medio solido con su respectivo
antibidtico a 37°C durante 12-16 horas. De manera simultdnea se corrié un control
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negativo, el cual consisti6 en someter a todo el proceso células competentes sin

plasmido.

5.6 Reacciones de PCR

Se utilizaron las enzimas de alta fidelidad Phusion High-Fidelity DNA Polymerase
(Thermo Scientific) y High-Fidelity DNA Polymerase (Jena Bioscience), siguiendo los

parametros establecidos dentro de sus protocolos correspondientes.

Para la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) de colonia se utiliz6 Taqg DNA
Polymerase (recombinante) de Thermo Scientific. EIl DNA molde para la PCR se obtuvo
por lisado celular, se resuspendié una asada de una caja fresca en 100 pL de agua
miliQ y se incubd a 95°C durante 10 min, posteriormente se centrifugd 5 min a 13 000
rom para separar los restos celulares del sobrenadante. Se tomaron 1.5 yL de este
sobrenadante para un volumen final de 20 yL de reaccién. Las concentraciones finales
de los reactivos fueron las siguientes: 1 X de Buffer HF, 200 uM de dNTPs, 0.5 uM de
cada oligo, 3% de dimetilsulféxido (DMSO) y 0.02 U/uL. El programa de la reaccion
fue: 98°C durante 30 segundos, 30 ciclos de 98°C durante 10 segundos, temperatura
de alineamiento de acuerdo con los oligos y 72°C durante 30 s/kb y por ultimo a 72°C

durante diez minutos como temperatura final de extension.

Los oligonucledtidos utilizados en este trabajo fueron sintetizados en la sintesis de

oligonucledtidos en el Instituto de Biotecnologia, UNAM.

5.7 Digestiéon de DNA con enzimas de restriccion

Las enzimas de restriccién utilizadas en este trabajo fueron: EcoRI, Kpnl, BamHI,
Hindlll y Xbal y se siguid las instrucciones del fabricante (Fermentas). En un tubo
eppendorf de 0.6 mL se adicionaron 3-5 uL de plasmido que se extrajo mediante
perclorato de sodio, 2 a 5 unidades de enzimas y su buffer correspondiente. Para las
digestiones dobles se utilizé la plataforma DoubleDigest Calculator (Thermo scientific)
para la seleccién del buffer y la concentracion de las enzimas para un mayor
rendimiento de la digestion. Se homogenizé la solucion y se incubd a 37°C durante 2
horas. En ocasiones se dejo toda la noche, sin observarse efecto estrella por parte de

alguna de las enzimas utilizadas. Se visualizo la digestion mediante un gel de agarosa
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1%.

5.8 Ligacion en los plasmidos

Para las reacciones de ligacion se utilizé T4 DNA ligasa (Fermentas). En las reacciones
de ligacion de vector-fragmento, se utilizaron 1-50 nanogramos del vector y dos o tres
veces mas del fragmento a ligar, una unidad de T4 DNA ligasa (Fermentas), 2 uL de
buffer ligasa, 1 yL de ATP y 1 yL de DMSO en un volumen final de 20 yL. Se dejo
incubando a 22°C durante toda la noche, en el caso de pJET, la incubacion fue de 30
min a una hora. El producto de estas ligaciones se utilizd para transformar en TOP10
o DHb5a de E. coli.

5.9 Construccion del plasmido p19phaCy pk1l8phaC

Con la finalidad de construir la cepa A. vinelandii OPphaC en la que se remplazo el
operon biosintético phbBAC de A. vinelandii por el gen phaC1 de P. aeruginosa se
realizaron dos plasmidos p19phaC y pk18phaC. Para la construccion del plasmido
p19phaC se utilizaron tres fragmentos: upBAC, phaC1 y downBAC y fueron insertados
en este orden en el plasmido pUC19. La construccién se subclon6 en el plasmido
pk18mobsacB y se denomind pk18phaC. Cabe mencionar, que los fragmentos upBAC
y downBAC permitieron el remplazo alélico por doble recombinacion y el fragmento

phaC1 que pertenece al gen phaC1 de P. aeruginosa.

Los fragmentos upBAC, phaC1 y downBAC, fueron amplificados con una enzima
de alta fidelidad (Phusion High-Fidelity DNA Polymerase, Thermo Scientific) y se
clonaron individualmente en el plasmido pJET 1.2/Blunt. El primer fragmento, upBAC
(Figura 7A), que contiene la regién promotora (509 pb rio arriba del operén phbBAC) y
el sitio de unién a ribosoma del operén phbBAC de A. vinelandii se amplifico utilizando
los oligonucledétidos upBAC-F y upBAC-R a partir de DNA gendémico de A. vinelandii.
Se obtuvo un producto de 595 pb y con los sitios de restricciéon EcoRI y Kpnl, el cual
se inserté en el plasmido pJET 1.2/Blunt; a este plasmido resultante se denomind
pJupBAC (Figura 7A).

El segundo fragmento, phaC1 (Figura 7B), contiene solo la region codificante del
gen phaC1 P. aeruginosa PAO1, este gen fue amplificado empleando los

oligonucledtidos phaC-F y phaC-R a partir de DNA gendmico de P. aeruginosa PAO1
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para la obtencion de un producto de 1.6kb con los sitios de restriccion Kpnl y BamHI 'y

se insert6 en el plasmido pJET 1.2/Blunt, resultando el plasmido pJphaC (Figura 7B).

El tercer fragmento, downBAC (Figura 7C), esta constituido después del codon de
término de phbC y la region intergénica debajo de este gen. Se amplifico el fragmento
utilizando los oligonucleotidos downBAC-F y downBAC-R a partir de DNA gendmico
de A. vinelandii. Se obtuvo un producto de 614 pb y con los sitios de restriccion BamHl
y Hindlll, el cual se insertd en el plasmido pJET 1.2/Blunt, a este se denomino
pJdownBAC (Figura 7C).

Teniendo los fragmentos individuales clonados, éstos se secuenciaron para
confirmar que no existieran mutaciones, para luego ensamblar las tres piezas en el
plasmido P19phaC. El ensamble empez6 con la insercidon del fragmento EcoRI/Kpnl
upBAC del plasmido pJupBAC en los mismos sitios del plasmido pUC19. El nuevo
plasmido se denomind P19up (Figura 7D). Subsecuentemente, se adicioné el
fragmento Kpnl/BamHI del plasmido pJphaC y que contiene el gen phaC1 en los sitios
de Kpnl/BamHI del plasmido P19up. El plasmido con las dos piezas se denomind
P19upphaC (Figura 7E). Por ultimo, a este plasmido se le incorporé el fragmento
BamHlI y Hindlll downBAC del plasmido P19upphaC en los sitios correspondientes y
se denomind al nuevo plasmido con las tres piezas P19phaC (derivado de pUC19)
(Figura 7F).

Una vez que se obtuvo el plasmido P19phaC, la construccién con los tres
fragmentos que se encuentra entre los sitios EcoRIl y Hindlll se subcloné en el plasmido

pK18mobsacB y se denomin¢ al resultante pk18phaC (Figura 8).
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Figura 7. Construccion del plasmido p19phaC. (A) El plasmido pJupBAC tiene el promotor de phbBAC
en el plasmido pJET 1.2/Blunt. (B) El plasmido pJphaC tiene el gen phaCL1 proveniente de Pseudomonas
aeruginosa PAO1 en el plasmido pJET 1.2/Blunt. (C) El plasmido pJdownBAC esta constituido después
del codoén de término de phbC y la region intergénica debajo de este gen en el plasmido pJET 1.2/Blunt.
(D-F) Construccion del plasmido P19phaC, a partir de los plasmidos pJupBAC, pdphaC y pJdownBAC
en los sitios de restriccion EcoRI, Kpnl, BamHI y Hindlll del plasmido pUC19. ApR, gen de resistencia a
ampicilina, ori: origen de replicacion.

& _Hindin

Hindlll

pk18phaC

Figura 8. Esquema del plasmido pk18phaC con los stios de corte por las enzimas de restriccion
utilizadas. Plasmido que tiene el promotor del operén phbBAC (color verde), el gen phaC1l(color azul) y
una region que esta constituida después del coddn de término de phbC y la region intergénica debajo
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de este gen (color amarillo) insertado en el plasmido de pK18mobsacB con los sitios de restriccion EcoRl
y Hindlll. El plasmido pK18mobsacB que tiene resistencia a kanamicina (KanR, color morado) y el gen
sacB (color rosa).

5.10 Construccion del plasmido P19phaGPA y pk18phaGPA

En la construccién de la cepa A. vinelandii OPpAGMF, donde se remplazé el gen scrX
por los genes phaG y PA3924 de diferentes Pseudomonas, se realizaron dos
plasmidos p19phaGPA y pk18phaGPA. Para la construccion del plasmido p19phaGPA
se utilizaron cuatro fragmentos: upscrX, phaG, PA3924 y downscrX y fueron insertados
en este orden en el plasmido pUC19. La construccion del plasmido p19phaGPA se
subclond en el plasmido pk18mobsacB y se denomind pk18phaGPA. Cabe mencionar,
que los fragmentos upscrX y downscrX permitieron el remplazo alélico de los genes

phaGy PA3924 por el gen scrX en A. vinelandii mediante doble recombinacion.

El plasmido P19phaGPA se compone de cuatro fragmentos: upscrX, phaG, PA3924
y downscrX, los cuales fueron amplificados con una enzima de alta fidelidad (Phusion
High-Fidelity DNA Polymerase, Thermo Scientific y High-Fidelity DNA Polymerase,
Jena Bioscience), se clonaron cada uno individualmente en el plasmido pJET 1.2/Blunt
y se mandaron a secuenciar para la verificacion de ausencias de mutaciones. El primer
fragmento, upscrX, contiene la region promotora del gen scrX (Avin_51780) de A.
vinelandii, el cual se amplific6 empleando los oligonucledtidos upscrX-F y upscrX-R a
partir de DNA de A. vinelandii. Se obtuvo un producto de 711 pb y con los sitios de
restriccion EcoRl y Kpnl, este se insertd en el plasmido pJET 1.2/Blunt, el plasmido

resultante se denomino pJupscrX (Figura 9A).

El segundo fragmento incluye la regién codificante y el sitio de unién de ribosoma
del gen phaG de P. putida KT2440. Este gen fue amplificado empleando los
oligonucledtidos phaG-F y phaG-R a partir de DNA de P. putida para obtener un
producto de 910 pb con los sitios de restriccion Kpnl y BamHI. El amplificado fue

insertado en el plasmido pJET 1.2/Blunt y se denominé pJphaG (Figura 9B).

El tercer fragmento incluye el sitio de unién a ribosoma y su regién codificante es
del gen PA3924de P. aeruginosa PAO1; el cual fue amplificado empleando los
oligonucledtidos PA3924-F y PA3924-R a partir de DNA gendmico de P. aeruginosa
para obtener un producto de 1724 pb flanqueado por sitios BamHI. El amplificado fue
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insertado en el plasmido pJET 1.2/Blunt y se denomin6é pJPA3924 (Figura 9C). El
ultimo fragmento consta de 422 pb a partir del coddn de término hacia 5 de la cadena
5'a 3’y 277 pb de la region intergénica a partir del codén término de scrX. Para la
amplificacion de este fragmento se utilizaron los oligonucleétidos downscrX-F vy
downscrX-R a partir de DNA de A. vinelandii para obtener un producto de 706 pb con
los sitios de restriccion BamHI y Xbal. EI amplificado se insertd en el plasmido pJET

1.2/Blunt y se denomino pJdownscrX (Figura 9D).

La construccién del plasmido P19phaGPA se inici6é con la inserciéon del fragmento
EcoRI/Kpnl upscrX del plasmido pJupscrX en los sitios correspondientes del plasmido
pUC19 y se denominé P19ups (Figura 9D). Subsecuentemente, se adicion6 el gen
phaG del plasmido pdphaG en los sitios Kpnl/BamHI correspondientes del plasmido
P19ups y se denomind al resultante P19upG (Figura 9E). Enseguida se adiciono el
gen PA3924 del plasmido pJPA3924 en el sitio BamHI del plasmido P19upG y se
denominé al plasmido con las tres piezas P19upGA (Figura 9F). Por ultimo, se
incorporo el cuarto fragmento downscrX cortado del plasmido pJdownscrX en los sitios
BamHlI y Hindlll del plasmido P19upGA y se denomindé P19phaGPA al plasmido con

las cuatro piezas (Figura 9G).

Una vez que se obtuvo el plasmido P19phaGPA, la construccion con los cuatro
fragmentos que se encuentra entre los sitios EcoRI y Xbal se subcloné en el plasmido
pK18mobsacB, resultando el plasmido pk18phaGPA (Figura 10). Se utilizé el plasmido
pK18mobsacB porque tiene un excelente marcador de resistencia, kanamicina, y tiene
el gen sacB que confiere sensibilidad a sacarosa a bacterias Gram negativas y algunas
Gram positivas. El gen sacB codifica a la enzima secretora levansacarasa; la cual,
hidroliza sacarosa y la sintesis de levanos. Estos son polimeros de fructosa de alto
peso molecular acumulados en el periplasma y son letales para la bacteria. Por otra
parte, el plasmido pK18mobsacB podria facilitar la disrupcion de genes y el intercambio

alélico mediante recombinacion homologa. (Schéfer et al., 1994; Pelicic et al., 1996).
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Figura 9. Construccion del plasmido p19phaGPA. (A) Plasmido pJupscrX, que tiene el promotor del gen
scrX (Avin_51780) en el plasmido pJET 1.2/Blunt. (B) Plasmido pJphaG tiene el gen phaG proveniente
de Pseudomonas putida KT2440 en el plasmido pJET 1.2/Blunt. (C) Plasmido pJPA3924 tiene el gen
PA3924 proveniente de P. aeruginosa PAO1 en el plasmido pJET 1.2/Blunt. (D) Plasmido pJdownscrX
consta de 422 pb a partir del codon de término hacia 5° de la cadena 5’a 3’y 277 pb de la regién
intergénica a partir del codon término de scrX en el plasmido pJET 1.2/Blunt. (E-H) Construccion del
plasmido P19phaGPA, a partir de los plasmidos pJupscrX, pJphaG y pJPA3924 y pJdownscrX en los
sitios de restriccion EcoRI, Kpnl, BamHI y Xbal del plasmido pUC19. ApR, gen de resistencia a
ampicilina, ori: origen de replicacion.

EcoRI

Figura 10. Esquema del plasmido pk18phaGPA con los sitios de corte por las enzimas de restriccion
utilizadas. Este plasmido tiene el promotor del gen scrX (color verde), el gen phaG (color azul), PA3924
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(color rojo) y una region que consta de 422 pb a partir del codon de término hacia 5° de la cadena 5'a
3’y 277 pb de la regién intergénica a partir del codon término de scrX (color amarillo) insertado en el
plasmido de pK18mobsacB con los sitios de restriccion EcoRI y Xbal. El plasmido pK18mobsacB que
tiene resistencia a kanamicina (KanR, color morado) y el gen sacB (color gris).

5.11 Conjugacion de A. vinelandii y E. coli

Con la finalidad de introducir en A. vinelandii OP el plasmido pk18phaC o el
pk18phaGPA, para posteriormente identificar las colonias en las que hubiera ocurrido
la cointegracion de plasmido por recombinacidn homologa sencilla, se realizé una
conjugacion entre la cepa E. coli, con el respectivo plasmido, y la cepa A. vinelandii
OP. Los plasmidos pk18phaC y pk18phaGPA tienen un casete de resistencia a Km
que proviene del plasmido pK18mobsacB y no replicables en esta bacteria, descrito en

la seccién 5.9y 5.10.

El procedimiento de conjugacién se describe a continuacion. Se crecid A. vinelandii
durante 24-48 horas en una caja BG-Nal. Se tom6 una asada de este cultivo y se
sembré en 50 mL de Burk glucosa (BG) liquido en un matraz de 250 mL y se incubo
durante 16 horas a 30°C y 200 rpm. Al mismo tiempo, se sembro E. coli S17, con los
respectivos plasmidos pk18phaC o pk18phaGPA durante toda la noche en LB-Km y al
dia siguiente se tomaron 750 uL de este cultivo y se colocaron en un volumen final de
7.5 mL de medio LB (con el antibidtico correspondiente). Se incubaron durante tres
horas a 200 rpm y 37°C. Posteriormente, se centrifugaron todas las células de A.
vinelandii y E. coli S17 a 6000 rpm durante diez minutos y se lavaron las células en
dos ocasiones en sulfato de magnesio (MgSOa4) 10 milimolar (mM) con la finalidad de
obtener una pastilla sin rastros de medio. Se resuspendié la pastilla de A. vinelandii en

1 mL de MgSO4 (10 mM) y se tom6 200 uL para resuspender la cepa S17.

Se colocd una gota de la mezcla sobre cajas de Petri con medio para cruzas (Tabla
6), se seco la gota en la campana y se incub6 durante 24 horas. Al término del tiempo,
se recolecto el tapete con 1 mL de MgSO4 10 mM y se sembrd un volumen de 100 pL
en BG-Km y se incubé a 30°C durante 48-72 h. Al término del tiempo de incubacion se
obtuvieron colonias resistentes a Km, que cointegraron el plasmido pK18mobsacB en

el cromosoma de A. vinelandii OP.
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Tabla 6. Composicién del medio para cruzas

Reactivo Concentracion/volumen
BG 250 mL
LB 70 mL
Acetato de amonio 15 mM
Glucosa 2%

5.12 Primer evento de recombinacion: seleccion de colonias en Burk glucosay
Km

Para permitir el intercambio alélico de un gen o genes heterélogo (s) en A. vinelandii
se llevaron a cabo dos eventos de recombinacion homéloga (Figura 11). En el primer
evento de recombinacién homaologo (integracion sitio especifica), se esperd un fenotipo
sensible a sacarosa y resistente a Km por lo descrito en la seccion 5.10 y un genotipo

que tenga el gen silvestre y el gen heter6logo como se muestra en la figura 11.B.

En el segundo evento de recombinacidn se espero a que se escindiera el plasmido
pk18mobsacB; por lo tanto, se esperd un fenotipo sensible a Km y resistente a
sacarosa y con un genotipo con la restauracion del genotipo silvestre o con el genotipo
recombinante, en los cuales se sustituyo el gen silvestre por el gen o genes heterdlogo

(s) como se observa en la figura 11.C.

En la primera recombinacion homologa se obtuvieron candidatas de A. vinelandii
OP con el plasmido pk18phaC o pk18phaGPA integrado a su cromosoma. Para esto,
se resembraron colonias obtenidas de la cruza o conjugacion, proceso descrito en la
seccion 5.11, en BG-Km a 30°C y se incubaron durante 48 horas. Se realizé PCR de
colonia con los oligos upBAC-F y downBAC-R para analizar el genotipo de las
candidatas que hubieran integrado el plasmido pk18phaC. Asimismo, se hizo este
mismo procedimiento, con los oligos scr-X y scrX-F para analizar el genotipo de las
candidatas obtenidas de la cruza de E. coli con el plasmido pk18phaGPA y A.

vinelandii. Se obtuvieron dos fragmentos amplificados en ambas cruzas, una que
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corresponde al gen silvestre y la segunda al plasmido integrado en el cromosoma,
como se esperaba.

5.13 Segundo evento de recombinacion: seleccion de colonias en Burk sacarosa
al 15%

En la seccidn anterior se describe el genotipo y fenotipo que se espera en el segundo
evento de recombinacién, el cual se seleccion6 con sacarosa al 15%. Este
procedimiento se realizé a partir de una candidata con el plasmido pk18phaC o
pk18phaGPA cointegrado, la cual se sembré en una caja Petri con BG durante 48
horas. Al término del tiempo de cultivo, se recogieron las células en MgSOa4 (10mM),
se lavaron dos veces con MgSO4 (10mM) y se resuspendieron en 1 mL de MgSO4
(10mM). De la anterior suspension, se sembraron 100 yL en placas de Burk con
sacarosa al 15%, para seleccionar aquellas en las que hubiera ocurrido el segundo
evento de recombinacién que permitiria la pérdida del plasmido pK18mobsaB, y se
incub6 a 30°C durante 48 h.

Al término de la incubacion, se resembraron cien candidatas en BS-Km y BS-Nal;
de las cuales, se seleccionaron las que crecieran en BS-Nal y fueran sensibles a Km,
por la pérdida del plasmido pK18mobsacB. Se realizé PCR a las colonias sensibles a
Km con los oligos upBAC-F y downBAC-R, para identificar las candidatas que
contuvieran el gen phaC1 en vez del operdn biosintético phbBAC. A un aislado en el
que se confirmo el genotipo esperado se le denominé OPphaC. Esta cepa tiene el gen
phaC1 bajo el promotor del operén phbBAC. Asimismo, se hizo este procedimiento,
con los oligos scrX-F y scrX-R para candidatas que contuvieran los genes phaG y
PA3924 sustituyendo al gen scrX, estos genes estan bajo el promotor de scrX. Una
colonia que se confirmé tener el genotipo esperado se le denomind OPpAGMF. En
ambas reacciones se esperaba obtener tanto la cepa recombinante como la cepa con

su genotipo original restablecido.
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Figura 11. Esquema del uso del plasmido pK18mobsacB en A. vinelandii OP. (A) Plasmido con
fragmentos homologos que flanquean la region del gen heterélogo. (B) Primer evento de recombinacién

por la integracion en el cromosoma por recombinacion homologa. (C) El segundo evento de
recombinacion por seleccion de sacarosa (15%).
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5.14 Cuantificacion de proteina por el método de Lowry

El crecimiento de las bacterias en los cultivos se cuantific6 midiendo proteina por el
método de Lowry. Se tom6 un mL de cultivo problema y se centrifugd hasta obtener un
paquete celular. Se lavaron las células con MgSO4 10Mm y se resuspendieron en un
mL o en un volumen adecuado de la misma solucion. Se realizé una dilucion 1:10 de
la muestra en un volumen final de 200uLde agua milli Q, se afadié un mL de la solucion
reactiva (Tabla 7) y se dejo en reposo durante 10 minutos. Al término del tiempo, se
colocaron 100 uL de Folin, previamente diluido en 1:2 con agua milli Q, y se incubd
durante 30 minutos. Se hizo la lectura en un espectrofotdmetro a una absorbancia de
625nm. Se utilizé una curva de calibracién con diferentes concentraciones de albumina
50 pg/mL, 100 pg/mL, 200 ug/mL, 400 ug/mLy un blanco al que se le realiz6 el mismo

tratamiento.

Tabla 7. Solucién reactiva

Reactivo Volumen
Solucién A (Na2CO3 2% en NaOH 0.1 49 mL
N)
Solucién B (Tartrato de Na 'y K 2%) 0.5 mL
Solucion C (CuS041 %) 0.5mL

5.15 Cuantificacion de peso seco celular

Se tomo6 una muestra de 3-5 mL de cultivo se centrifugé a 7000 rpm durante diez
minutos en un tubo Falcon (15mL), el pellet se lavé con un mL de agua destilada y se
colocé en un tubo Eppendorf de 1.5mL previamente pesado. Se dejo secando en un
horno de 70°C durante 16-20 horas o hasta que el pellet tuviera un peso constante.
Una vez seco el pellet, se dejé enfriar durante una hora en un desecador para que se
estabilicen las muestras y permanezcan secas; al finalizar se pesé en una balanza

analitica.

38



5.16 Cuantificacion de transcritos mediante PCR en tiempo real (QPCR)
5.16.1 Extraccion de RNA

Para la extraccion se utilizaron matraces, los cuales después de su término de cultivo,
se mantuvieron en hielo mientras se recuperaban las células del cultivo de A. vinelandii
por centrifugacion a 7000 rpm durante 10 min. Una vez que se obtuvo todo el paquete
celular, se resuspendio con 500 uL de dietilpirocarbono (DEPC) 0.1% v/v y se dividio
en dos tubos Eppendorf y se centrifugd a 7000 rpm durante10 min para obtener
aproximadamente una pastilla de 200 uL. Se almacené a -20°C hasta su extraccion.

La pastilla se resuspendié posteriormente en 90 yL de DEPC 0.1% vl/v, enseguida
se adicionaron 10 yL de DEPC 0.5 % v/v y 300 pyL de acetona helada; se mezclo
manualmente y se centrifugd a 10000 rpm durante 2min. Se desechd el sobrenadante
con cuidado, se resuspendio la pastilla en 100 yL de DEPC 0.1 % v/v y se agregaron
20 pL de Lisozima (10 mg/mL) preparada con DEPC 0.5% y se incub6 a 37°C durante
10min. Se adicionaron 2 pL de Proteinasa K (100 pyL/mL) y se incubd en hielo
durante10min.

Posteriormente, se realizaron dos lavados con 7 yL de DEPC (0.5% V/V), 300uL
de Fenol (precalentado a 70°C) y 200 uL de cloroformo; se mezclaron manualmente,
se adicionaron 200 uL de DEPC 0.1% V/V y se centrifugd a 12000 rpm durante Smin.
En cada lavado, se removi6 la fase acuosa y se adicioné6 1 mL de etanol absoluto
helado. Se dej6 precipitando toda la noche. Al término del tiempo de la precipitacion,
se centrifugaron a 12000 rpm durante 15 min y el pellet se resuspendié en 40 uL de
DEPC 0.1 porcentaje de volumen a volumen (%vV/v) y se cuantificé en el nanodrop a
una longitud de onda de 260/280. Posteriormente, se guardo a -20 °C.

El agua DEPC significa Dietilpirocarbonato y es una sustancia quimica que elimina
ribonucleasas, enzimas capaces de degradar el RNA. Se prepard, adicionando la
cantidad adecuada, %v/v, de este reactivo en agua destilada. Se incub6 a temperatura
ambiente con agitacion toda una noche para inactivar las RNAasas. Al dia siguiente

se esterilizd por autoclave, lo que permite la inactivacion del DEPC.
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5.16.2 Tratamiento de RNA con DNAsa

Se trataron 2ug de RNA total con DNAsa (Thermo scientific), segun las instrucciones
del fabricante, con una modificacion en la inactivacion de la enzima. Antes de inactivar
la enzima, se corrobord que el RNA no tuviera DNA, para lo cual se realizé una PCR
en punto final con los oligos rpoS-F y rpoS-R para amplificar el gen rpoS con un peso
molecular de 500 pb. Una vez que se verificé que el RNA no tuviera DNA, se inactivd
la enzima DNAsa con 1uL de EDTA y se dejé incubando a temperatura ambiente
durante diez minutos. Se cuantificé el RNA después del tratamiento con DNAsa y se

almacend a -20°C.

5.16.3 Sintesis de DNA complementario (cDNA)

La sintesis de DNA complementario (cDNA) fue especifica, es decir, se sintetizé cDNA
del RNA total tratado con DNAsa para los genes de interés (phaG y PA3924 o phaC)
y el gen de referencia (gyrA). Se utilizé el kit RevertAid First Strand cDNA Synthesis
(Thermo scientific) y se siguieron las indicaciones del fabricante. Se utilizaron
oligonucléotidos especificos para los siguientes genes: gyrA (gyrAqPCR-F/gyrAqPCR-
R), phaG (phaGgPCR-F/ phaGqPCR-R), PA3924 (PA3924qPCR-F/ PA3924qPCR-R)
y phaC (phaCqPCR-F/ phaCqPCR-R).

Para verificar el cDNA se realizé una PCR punto final, para los genes de interés y el

gen gyrA, se obtuvo un producto de 100 pb en cada uno de ellos.

5.16.4 qPCR

La cuantificaciéon de la expresion de los genes de interés (phaG y PA3924 o phaC) y
el gen de referencia (gyrA) en la cepa OPphaC o OPpAGMF se llevo a cabo por PCR
en tiempo real (QPCR). Para ello, se realizé una dilucion 1:10 de cada cDNA sintetizado
para obtener una concentracion final de 5 ng/uL, la cual se utilizé6 en la mezcla de
reaccion para gPCR descrita en la tabla 8. Cada muestra o cDNA sintetizado se realizo
por triplicado.

Se utilizaron las siguientes condiciones para la qPCR: 95°C durante 10 min y 40

ciclos a 95°C durante 15 segundo y a 60°C durante un minuto.
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Tabla 8. Mezcla de reacciéon para gPCR.

SybrGreen (Applied Biosystem) 10 uL
DNA complementario (5ng/uL) 1 uL
Oligonucleétido forward (2.5 pmol/uL) 1 uL
Oligonucledtido reverse (2.5 pmol/uL) 1 uL
Agua estéril 7 uL
Volumen final 20.uL

5.17 Identificacion y cuantificacion de PHAs por cromatografia de gases (GC)
con detector de flama de ionizacién (FID)

La cuantificacion y determinacion de la composicion monomérica de los PHAs se
realizd mediante cromatografia de gases. Los PHAs fueron convertidos a productos
estables y volatiles a las temperaturas de la columna del cromatégrafo de gases. Esto
se consigue por la conversion del PHA en los metil ésteres correspondientes de los
hidroxiacilos constituyentes del polimero (Figura 12).

Los metil-ésteres interactian especificamente con la fase sélida de la cromatografia
de gases, lo que permite la separacion de los diferentes metil-ésteres de los
hidroxialcanoatos. La medicion del tiempo de retencién y el area bajo la curva
resultante de las senales del detector en el cromatograma, permiten su identificacion

y cuantificacion.

O O
CHCI, + MeOH + H,80,
>

O™ 6h, 80°C @) OH

Figura 12. Metandlisis acidica de PHA.
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5.17.1 Estandares para la cromatografia de gases

Para la identificacion de los componentes de los PHAs producidos (PHB, PHHXx y
PHO), se utilizd como estandar: Acido (R)- 3-hidroxibutirico, &cido (R)-3-
hidroxihexanoato y acido (R)-3-hidroxioctanoato del proveedor Sigma-Aldrich,
respectivamente. Se utilizd benzoato de metilo como estandar interno (Methyl
benzoate, Sigma-Aldrich) en todas las muestras. En la figura 13 se muestran los
cromatogramas de los estandares.

Se generd una grafica de calibracion de PHB (Figura 14) para la cuantificacion del
contenido celular de PHAs. Se utilizd polihidroxibutirato del proveedor Sigma-Aldrich
para la curva: 1 miligramo (mg), 2 mg, 4 mg, 6 mg y 8 mg. Se realiz6 el proceso de
derivatizacion de PHA y se inyectd la muestra en el cromatégrafo de gases, como se
describe en las secciones 5.18.2 y 5.18.3, tanto para conocer el tiempo de retencion

de los estandares, como para la obtencidn de la curva de calibracion.

5.17.2 Derivatizacion de PHA

El procedimiento se basd en el trabajo de Juengert et al., (2018) con algunas
modificaciones. Se tomd 3-5 mL de un cultivo y se recupero la biomasa de cada
muestra problema por centrifugacién a 7000 rpm durante 10 minutos en un tubo Falcon
de 15mL, se lavo el pellet con MgS04 y se volvié a centrifugar. Se almacené a -20°C
hasta liofilizar la muestra, para esto se resuspendio la muestra en 3mL de agua. se
congeld con hielo seco y se liofilizd. Se homogenizé la muestra usando una espatula
y se pesaron entre 3-10 mg de células liofilizadas y se colocaron en tubos de cultivo
con tapdn de rosca resistente a cloroformo con resistencia a cloroformo (PTFE). Nota:

es importante determinar la masa celular exacta para calculos posteriores.

Se anadié 1 mL de cloroformo a PTFEs con la muestra, se agité en el vértex y se
mantuvo a temperatura ambiente durante 20-30 min para permitir la extraccion del
polimero de la masa bacteriana seca. Después, se anadiéo 1 mL de acido sulfurico al
15% con metanol (150 yL H2S0O4 + 850 pL de metanol por muestra) para la metandlisis
de las células. Los tubos cerrados se agitaron en el vortex durante tres segundos y se
abrié ligeramente la tapa del tubo para liberar la presion. Se incubd a 80°C durante

seis horas en un horno. Las muestras se enfriaron a temperatura ambiente durante
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cinco minutos y enseguida se adicioné 1 mL de agua destilada y 1 mL de cloroformo
con 0.2% (v/v) de benzoato de metilo, 2 yL de benzoato de metilo mas 998 uL de

cloroformo por muestra.

5.17.3 Condiciones del cromatdgrafo

Se utilizé un cromatégrafo de gases con detector de flama de ionizacién (FID) (Agilent
Technologies, U.S.A); con la columna capilar HP-INNOWAX- (Agilent Technologies,
30m x 0.25mm x 0.25um). La temperatura del inyector fue de 250°C, se utilizé helio
como gas acarreador, con una proporcion de Split 10:1 e hidrogeno (Hz2) para encender
el detector. La temperatura del detector fue de 270°C, con el flujo de H2 40 mL/min,
flujo de aire 450 mL/min y flujo de helio de 0.7 mL/min. El volumen de inyeccion fue de
1uL. El programa de gradiente de temperatura para la separacion de los ésteres

metilos, se muestra a continuacion (Tabla 9).

Tabla 9. Gradiente de temperatura para la separacion de los esteres metilos.

Tasa (°C/min) Valor (°C) Tiempo de Tiempo de
espera (min) corrida (min)
Inicial 70 2 2
Rampa 1 8.0 205 11.0 29.88
Postcorrida 70 1.0 30.88

Antes de iniciar la cuantificacidon o deteccion de las muestras, se corrieron uno o

dos blancos, solo con cloroformo para observar que la columna estaba limpia.
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Figura 13. Cromatogramas de los estandares. (A) Acido 3-hidroxibutirico, con tiempo de retencién de
11.06 min, (B) acido 3-hidroxihexanoato, con tiempo de retencion de 12.54min y (C) &cido 3-
hidroxioctanoato, con tiempo de retencion de 16.44 min. Se utilizé benzoato de metilo como estandar
interno, con tiempo de retencién de 13.3 min.
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5.17.4 Determinacion de PHA

La cuantificacion de PHAs se baso en el trabajo de Juengert t al., (2018). Se utilizo el
programa Agilent ChemStation (Agilent Techonologies) para el analisis de los
cromatogramas. El metil éster 3-hidroxibutirato (3HBME) tiene un tiempo de retencion
alrededor de 11.06-11.1 min. Si un copolimero de 3HB y 3-HHx es acumulado en las
células, el tiempo de retencién de metil éster 3-hidroxihexanoato (3HHxXME) es de
alrededor de 12.45-12.54 min, o si el copolimero es de 3HHx y 3HO, el tiempo de
retencién de metil éster 3-hidroxioctanoato (3HOME) es de alrededor de 16.44 min. El
estandar interno (benzoato de metilo) debe eluir en 13.3-13.7 min.

Con el cromatograma se realizdé una integracion del pico de interés y del estandar
interno para obtener el area bajo la curva, el cual se encuentra en una tabla debajo del
cromatograma. Se utilizaron los valores del area bajo del pico de 3HBME, 3HHXME o
del 3HOME, dependiendo de la muestra a analizar, y del pico del benzoato de metilo
a una tabla de Excel para ser analizadas posteriormente.

Se calcul6 el area normalizada para el estandar de referencia (férmula 1), para las
muestras problemas que producen el copolimero de PHBHHx usando la férmula 2 y

un copolimero de PHHxHO con la férmula (3).

Formula 1:
. . i (4rea del estandar de referencia)
Area normalizada del estandar = — - -
Area del estandar interno
Formula 2:
. ) (4rea de 3HBME + area de 3HHxME)
Area normalizada de la muestra = r - -
Area del estandar interno
Formula 3:

(4rea de BHHxME + area de 3HOME)

Area del estandar interno

Area normalizada de la muestra =
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Se graficaron las areas normalizadas de las muestras estandar de PHB en el eje

y”, contra las cantidades de peso de PHB en el eje “X” y se determiné la ecuacién de

la funcidn (y=a*x+b) de la curva estandar (Figura 14).
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Figura 14. Curva estandar para la determinacion de peso seco de PHA. La linea recta conecta los datos
obtenidos para generar la ecuacion de la recta.

Se calculd el peso de PHA de la muestra utilizando la siguiente formula:

area normalizada de la muestra + b

Peso de PHA en la muestra = g

Posteriormente, se calculo el porcentaje de PHA por peso seco celular utilizando la

formula:

100
Biomasa pesada

Contenido de PHA (en %de peso seco celular) = Peso de PHA en la muestra *

Finalmente, se represento el contenido de PHA en una grafica.

5.18 Analisis estadistico

El analisis estadistico se realizé usando el software GraphPad Prism (version 6.01). La
significancia estadistica fue determinada con la prueba test-t de Student usando dos

colas, desapareada y un valor de p <0.10 fue considerado significativo.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 La cepa OPpAGMF con el operon scrGPA puede polimerizar el copolimero
PHBHHXx

6.1.1 Generacion de la cepa OPpAGMF con el operén scrGPA bajo el promotor
de scrX, inducible por sacarosa

Como se menciono anteriormente, los genes phaG y PA3924 codifican las proteinas
3-hidroxiacil-ACP tioesterasa y a una 3-hidroxiacil-CoA ligasa, respectivamente. Estas
enzimas permiten convertir intermediarios 3-hidroxiacil-ACPs de la ruta metabdlica de
la biosintesis de acidos grasos en los monémeros 3HA-CoAs para la sintesis de mcl-
PHAs. Para lograr la sintesis de este tipo de polimeros en A. vinelandii, estos dos
genes se integraron en el cromosoma de esta bacteria mediante recombinacion
homodloga en el gen scrX, en el cual, su promotor es inducible por sacarosa. Esta cepa
se le denominé OPpAGMF, la cual podria sintetizar scl-PHAs y mcl-PHAs a partir de

sacarosa como se observa en la ruta propuesta de la figura 15.

Los genes, phaG y PA3924 se integraron en el cromosoma remplazando el gen
scrX (Avin_51780) y se encuentran bajo el promotor de este gen, con la finalidad de
regular su expresion mediante la adicion de sacarosa. A este conjunto de genes, phaG
y PA3924, se les denomind operdn scrGPA. El cluster de genes scr, que contiene a
scrX, y ademas a los genes scrR, scrB, scrY y scrP estan involucrados en el
catabolismo de sacarosa. El gen scrR codifica una proteina represora que tiene una
secuencia similar al producto del gen /acl. Los genes scrB y scrY codifican proteinas
con similitud con la sacarasa y con la proteina LacY de E. coli, respectivamente. El gen
scrP codifica una posible porina especifica de carbohidratos. El gen scrX, localizado
aproximadamente 500 pb rio abajo de scrY, codifica una proteina con secuencia
homodloga a una alfa glucosidasa (Figura 16). Este grupo de genes es regulado de
manera negativa por el represor ScrR, y esta represion se libera en presencia de
sacarosa. Ademas, se ha reportado que la pérdida de scrX o su reemplazo, no afecta
la capacidad de crecimiento de A. vinelandii en un medio con sacarosa como unica
fuente de carbono, es decir, el producto del gen scrX no es esencial para el catabolismo

de la sacarosa. (Johnson et al., 2006).
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La construccién de la cepa OPpAGMF se describe en la seccién de métodos y
materiales. En breve, se realizdé una construccion que se denominé phaGPA; la cual
contiene cuatro fragmentos, el primero contiene la region promotora de scrX, el
segundo y tercero que incluyen la region codificante y el sitio de unién de ribosoma de
phaG y PA3924, respectivamente. El ultimo fragmento consta de 422 pb de la region
codificante de scrX hasta el codén de término y 277pb de la region intergénica. El
primer y cuarto fragmento permitieron el reemplazo del gen scrX mediante
recombinacién homologa dejando integrados los genes phaG y PA3924 en el
cromosoma de A. vinelandii. El primer fragmento incluye el promotor de scrX y el
operador que permite la regulacion por scrR, como se observa en la figura 16. Los
genes, phaG y PA3924 provienen de diferentes especies de Pseudomonas, P. putida

KT2440 y P. aeruginosa PAO1, respectivamente.
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Figura 15. Ruta metabdlica propuesta para la produccion de scl-co-mclPHA en A. vinelandii OPpAGMF
a partir de precursores provenientes de la biosintesis de acidos grasos y biosintesis de PHB.
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scrR  scrB scrY scrP scrX

upscrX downscrX
(711 pb) (706 pb)

Figura 16. Cluster de genes scr, involucrados en el catabolismo de la sacarosa (Johnson et al., 2006).
En azul se muestra la region que pertenece a upscrX y en naranja el fragmento downscrX.

Se utilizé el vector de clonacion pUC19 (plasmido suicida en A. vinelandii) para la
construccion phaGPA y se denominé a este plasmido P19phaGPA. La construccion
comienza con la regién upscrX, seguido de phaG, PA3924 y por ultimo la region
downscrX, con un peso molecular final de 6634 pb, en el plasmido pUC19 (Figura 17A).
Se realizé una digestidon con BamHI| y Xbal para corroborar la construccion y se
obtuvieron tres fragmentos: la primera banda (4.2kb) corresponde al vector puc19, la
region upscrX y al gen phaG, la segunda a PA3924 (1.7 kb) y la ultima a downscrX
(706 pb) (Figura 17C). Cada uno de los fragmentos amplificados y clonados fueron

secuenciados para verificar que no existieran mutaciones.

Posteriormente, se subcloné la construcciéon phaGPA en el plasmido pK18mobsaB
cortando en los sitios de restriccion EcoRIl y Xbal (Figura 17B y D). A este nuevo
plasmido se denomind pk18phaGPA. La movilizacion del plasmido pk18phaGPA a A.
vinlenadii fue mediante conjugacion; siendo un método con mayor eficiencia, para
transferir plasmidos grandes desde E. coli a un rango amplio de bacterias Gram
negativas, que los procedimientos de transformacion y electroporacion (Schafer et al.,
1994).

El plasmido pK18mobsacB esta basado en el replicon pMB1 y esta restringido a E.
coli como hospedero (es suicida en bacterias como A. vinelandii); asimismo, acarrea
el gen de kanamicina que es un excelente marcador de seleccion para muchas
bacterias. En adicion, tiene el gen sacB que confiere sensibilidad a sacarosa a
especies Gram negativas y algunas Gram positivas. El gen sacB codifica la enzima
levansacarasa, que cataliza la hidrélisis de sacarosa y su polimerizacion para la
sintesis de levanos, que son polimeros de fructosa de alto peso molecular, que resultan
letales para muchas bacterias Gram negativas. El plasmido pK18mobsacB es una

herramienta que permite integrar el plasmido por recombinacién sencilla,
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seleccionando en glucosa y kanamicina, para posteriormente forzar y detectar eventos
de recombinacién en los que se escinde parcialmente el plasmido, dejando los genes
integrados y eliminando la resistencia a kanamicina y el gen sacB (Figura 11) (Schafer
et al., 1994; Pelicic et al., 1996). La escision del plasmido puede ser seleccionada por
el crecimiento de las células en un medio que contiene un porcentaje mayor a 10% de

sacarosa (Wang et al., 2015) y por la adquisicion de sensibilidad a Km.

A

1 (5958) EcoRL

{6633) Kpnl

(9508) Xbal

BamHI (913)

P19phaGPA
6634 bp

pkl18phaGPA

9713 bp

“BamHl (2637)

B Xbal (5484) ECORI

1 3 = w 4 w©
pk18 S & & 123456 78910 8%

3Kb

2 Kb

£ ¢
ks e i PP .

Figura 17. Construccion de la cepa OPpAGMF con el operén scrGPA, que tiene los genes phaG y
PA3924 que codifican la 3-hidroxiacil-ACP tioesterasa y la 3-hidroxiacil-CoA ligasa, respectivamente,
bajo el promotor scrX. (A.1) Esquema del plasmido P19phaGPA. (A.2) pk18phaGPA. El gen phaG de
911 pb se muestra en azul y el gen PA3924 de 1.7 kb en rosa. (B.1) Electroforesis de DNA en gel de
agarosa del plasmido P19phaGPA digerido con BamHIl y Xbal. La doble digestién genera tres
fragmentos el primero corresponde al vector puc19, a la regién upscrX y al gen phaG, (4.2 kb);el
segundo incluye el gen PA3924 (1.7 kb) y el tercero tiene la region downscrX (706 pb). (B.2)
Electroforesis de DNA del plasmido pk18phaGPA digerido con EcoRI y Xbal, se obtuvo dos fragmentos,
el primero pertenece al peso del vector pK18mobsacB (5.7kb) y el segundo, a la construccion (4kb).
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(B.3) Electroforesis del producto de PCR con los oligos scrX-F y scrX-R en gel de agarosa de una
candidata con la integracion del plasmido pk18phaGPA en el cromosoma de A. vinelandii. (B.4)
Candidatas de A. vinelandii con un segundo evento de recombinacion. Se observa que hay tres
candidatas (3,7 y 10) para la sustitucion del gel scrX por operdn con los genes phaG y PA3924). P19:
plasmido pUC19 con la construccion con los genes phaG y PA3924, y con el promotor de scrX; pk18:
plasmido pk18mobsacB con la construccion con los genes phaG, PA3924 y con el promotor de scrX.
OP18: primera recombinacién homéloga; 1-10: segunda recombinacién homdloga; OP: A. vinelandii OP.

6.1.2 El crecimiento celular y la acumulacion de PHA son similares en la cepa

recombinante OPpAGMF y en la cepa OP en medio PY

Una vez confirmado el genotipo de la cepa OPpAGMF, se procedié a caracterizarla.
Primero se probo su crecimiento. El fenotipo de la cepa OPpAGMF en cajas Petri fue
similar al de la cepa original OP en medio PY con sacarosa o con glucosa al 2% (Figura
18A). Para determinar el efecto de la induccion de la expresion de los genes phaG y
PA3924 sobre el crecimiento de A. vinelandii y la acumulacion de PHAs, la cepa
recombinante OPpAGMF fue comparada con la cepa silvestre, ambas crecidas en
medio PY con glucosa al 2% durante 36h y a este tiempo se adicionaron 10gL™" de

sacarosa.

La cinética se realizé en medio PY y con limitacion de oxigeno. El medio PY es un
medio complejo, basado en fuentes nitrogenadas (peptona y extracto de levadura) que
favorecen el crecimiento celular y la acumulaciéon de PHB en cepas de A. vinelandii
(Garcia, 2013). Por otro lado, el volumen de llenado fue de 100 mL en un matraz de
250 mL, lo que genera una condicion de oxigeno limitado (Maier & Buchs, 2001;
Gbémez-Pazarin, 2015). Estas condiciones favorecen la acumulacion de PHB en A.
vinelandii, ya que menor cantidad de oxigeno y exceso de carbono provocan un
incremento en el nivel de NAD(P)H, y mayor disponibilidad de acetil-CoA (Senior et al.,
1972; Senior & Dawes, 1973).

Se cuantifico la proteina celular de cada cepa durante la cinética de crecimiento y
no hubo diferencias entre las dos cepas (Figura 18B). Asimismo, en la cepa OP y
OPpAGMF se obtuvieron 3.5+0.2 gL' y 2.940.1 gL' de peso seco celular,
respectivamente (48h, Figura C); aunque menor crecimiento en la cepa OPpAGMF con
un nivel de significancia del 5% entre las cepas en este punto de la cinética (48h, Figura

18C) no afectd en la produccién de PHA. La maxima acumulacion de PHA, se encontr6

51



en la fase estacionaria (48h, Figura 18D), y fue similar para ambas cepas. La cepa OP
silvestre produjo 81.1£2.2%, mientras que la cepa OPpAGMF acumul6 72.316.9 % de
contenido de PHA por porcentaje de peso seco (%cdw). No se observé diferencia en

el contenido maximo del polimero.
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Figura 18. Determinacion del efecto de la insercidn de los genes phaG y PA3924 en A. vinelandii. (A)
Fenotipo de la mutante OPpAGMF y de A. vinelandii OP silvestre en medio sdélido de PY con sacarosa
al 2% y PY glucosa con al 2%. Cinética de crecimiento de OPpAGMF con comparado con el de la cepa
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OP: (B) medido como proteina y (C) medido como peso seco. (D) Contenido de PHA en medio de PY-
glucosa al 2% con adicién de sacarosa (10gL") a las 36 horas.

6.1.3 La expresion de phaG y PA3924 se encuentran bajo el control del promotor
de scrX y es inducible por sacarosa

Dado que la cepa OPpAGMF contiene el operdn scrGPA, el cual tiene los genes phaG
y PA3924 bajo el promotor de scrX de A. vinelandii (Figura 18A) y este promotor esta
regulado por la disponibilidad de sacarosa, el siguiente objetivo fue conocer si el nivel
de expresion de phaG y PA3924 podria regularse por la concentracion de sacarosa e
influir en el porcentaje molar de mcl-3HAs presentes en el polimero. Por esta razén se
decidio, cuantificar la expresion relativa de los genes, phaG y PA3924, mediante RT-
gPCR después de inducir con sacarosa (10gL™") a las 36 horas, un cultivo crecido en

glucosa.

Los niveles de expresion de phaG y PA3924 en la cepa OPpAGMF medidos 12
horas después de la induccidén con sacarosa 10gL™" (tiempo 48 h), fueron 41+6.9 y
18+2.8 veces mayores respectivamente, que a las 36h de cultivo con solo glucosa
(Figura 19B). A las 24 horas de la induccidn hubo una disminucion en el nivel de
expresion del operdn scrGPA. Se obtuvieron niveles de expresion 9+0.7 y 6£0.4 veces
mayores de phaG y PA3924, respectivamente (tiempo 60h de cultivo, Figura 19 B) que
en la condicidn sin inductor. Por ultimo, 36 horas después la induccion (72h de cultivo,
Figura 19 B), la expresion de phaG y PA3924 fue 7+1.8 y 6+0.7 veces mayor,
respectivamente que en la condicién sin inductor. No hubo diferencias significativas de
los niveles de expresién entre los tiempos 24 h y 36 h después de la inducciéon (60h y
72 h de cultivo; Figura 19B). Este resultado, nos indica que la sacarosa (10 gL-') induce
la expresion la expresion del operon scrGPA y ésta disminuye conforme se consume

la sacarosa.

A continuacién, se analizé la composicion de los PHAs en los distintos tiempos (12h,
24h y 36h de cultivo) después de inducir con sacarosa en la cepa OPpAGMF mediante
cromatografia de gases. La composicion fue de 6.2+2 % molar de 3HHx y 93.8+2 %
molar de 3HB después de 24h de la adicion del inductor, la sacarosa (Figura 19B).

Este resultado indica que, la insercidon del operdn scrGPA en A. vinelandii permitié la
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incorporacion de monomeros 3HAs de mcl (3HHx) a partir de una fuente no

relacionada.

Asimismo, se observé un incremento en el porcentaje de 3HHXx en el lapso de 12h
a 24h después de la induccion (de 1.1+ a 6.2+2 % molar) con un nivel de significacion
de 0.10 como se puede observar en la figura 19 B. Ademas, en los cromatogramas se
observo un pico de mayor area a las 24h que a las 12 después de la induccion (Figura
19C). Los resultados anteriores indican que, aunque la mayor expresion relativa de los
genes del operon scrGPA se presentd 12h horas después de la induccion, la
incorporacion de monoémeros 3HHXx llega a su maximo hasta 24h después (Figura
19B).

Como se menciond, la incorporaciéon de 3HHx maxima en la cepa OPpAGMF fue
de 6.2+2 % molar, con una acumulacién de 72.316.9 % de PHA por peso seco (48h,
Figura 19B y C) a partir de sacarosa como inductor y como fuente de carbono. Este
porcentaje molar del mondmero 3HHx de la cepa OPpAGMF es similar al que se
reportd en una cepa recombinante de E. coli con la expresion de los genes phaG y
PA3924, que fue de 6.2-7% molar de unidades de mcl-3HA de Cs y C1o; pero con un
contenido menor de PHA (5.3-7.2 % de PHA por %cdw) (Hokamura et al., 2015).
Asimismo, se ha reportado una incorporacion de unidades de mcl-3HA similar en
Aeromonas hydrophila, que puede acumular desde 2.5 a 9.5 % molar de 3HHXx, pero

a partir de acidos grasos como fuente de carbono (Asrar et al., 2002).
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Figura 19. Expresién de phaG y PA3924 bajo el control del promotor de scrX. (A) Esquema que ilustra
el arreglo del operdon scrGPA bajo el promotor inducible Pscr localizado “arriba" de los genes phaG y
PA3924. (B) Cuantificacion de los transcritos antes y después de la adicién de sacarosa. (C)
Cromatogramas de los PHAs extraidos después de la induccidon con sacarosa, al tiempo 12 h (48h de
cultivo), 24 h (60 h de cultivo) y 36 h (72 h de cultivo). 3HBME: metil éster 3-hidroxibutirato; 3HHXME:
metil éster 3-hidroxihexanoato; Benzoato de metilo como estandar interno. Las diferencias fueron
analizadas mediante t-test (*p<0.10).

En consecuencia, la incorporacion de mondémeros de 3HHx en el polimero
producido por la cepa OPpAGMF alcanzé niveles que de acuerdo con lo reportado
pueden afectar favorablemente propiedades térmicas en el polimero. En este trabajo
no se realizaron analisis termomecanicos; sin embargo, se han reportado organismos
capaces de producir PHAs con porcentajes similares de incorporacion de mondémeros
de 3HHx, como en Pseudomonas sp. 61-3, A. hydrophila y en E. coli recombinante que
sintetizan de 2.5 a 9.5 %molar de 3HHXx en el copoliéster PHBHHYX, lo que permite tener
un biopolimero con una temperatura de fusion baja (161°C), alta elongacion de rotura
(163-680%) y con Mw altos (233x10%) (Matsusaki et al., 2000; Asrar et al., 2002;
Hokamura et al., 2015). Estos antecedentes sugieren que la copolimerizacion de
unidades monoméricas de 3HB con mcl-3HAs de 6 carbonos (HHx) lograda con la
cepa de A. vinelandii construida, podria ser efectiva para disminuir la fragilidad y

ampliar los usos del polimero que produce A. vinelandii.

6.1.4 La concentracion del inductor no afecta el nivel de expresion ni el
contenido de mcl-3HA en el copolimero

Posteriormente, se investigo si la concentracion utilizada del inductor (sacarosa) podria
afectar o controlar el nivel de expresion del operdon scrGPA y, como consecuencia, el
porcentaje de incorporaciéon molar de monémeros de 3HHx. Para esto, se probaron
cinco concentraciones diferentes del inductor sacarosa: 0 gL', 5 gL, 10 gL', 15 gL™’
y 20 gL' adicionadas desde el tiempo cero de cultivo en PY glucosa, y se cuantificaron
los niveles del MRNA del operdon scrGPA a las 12h de cultivo mediante RT-qPCR y el
porcentaje molar de los monémeros 3HHXx al tiempo 48 h, ya que es donde se presentd

mayor porcentaje de acumulacion de PHA.

Se indujeron altos niveles de expresion del operdon scrGPA en la cepa OPpAGMF
en las diferentes concentraciones de sacarosa de 5gL™", 10 gL", 15gL"y 20 gL, con
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diferencias significativas respecto a una condicion sin inductor (Figura 20A), Asimismo
no se observo diferencia en la expresion relativa del operdn scrGPA entre las diferentes
concentraciones del inductor, lo indica que el aumentar la cantidad del inductor no
afecta o no es necesario para obtener un incremento en la expresion relativa del
operdn scrGPA. Por otro lado, no hubo diferencia significativa entre el % molar de 3HHx
en ninguna concentracion del inductor con respecto a una condicién sin inductor, con
un nivel de significacion de 0.05 o 0.10. Sin embargo, en los cromatogramas se
observo un pico de mayor tamafio en una concentracion de 15 gL' que en la
concentracion de 0 gL' pero no fue estadisticamente significativo (Figura 20B).
Asimismo, se identificd un porcentaje pequeno de incorporacién de % molar de 3HHx
en la concentracion 0 gL, el cual podria deberse a una fuga de expresion del operdn
scrGPA. Estos resultados indican que las concentraciones 5 gL', 10 gL, 15 gLy 20
gL' no afectan la expresion del operon scrGPA ni tampoco el contenido de 3HHx en la
cepa OPpAGMF.
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Figura 20. Determinacién de la composicion del copolimero PHBHHx sintetizado en diferentes
concentraciones del inductor sacarosa. (A) Cuantificacion de los transcritos en diferentes
concentraciones de sacarosa. (B) Cromatogramas que corresponden a diferentes concentraciones de
sacarosa. 3HBME: metil éster 3-hidroxibutirato; 3HHXME: metil éster 3-hidroxihexanoato; Benzoato de
metilo como estandar interno. Las diferencias fueron analizadas mediante t-test. La diferencia
significativa se encuentra indicada (***p<0.001 0 ****p<0.0001).
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6.1.5 La PHA sintasa de clase | de A. vinelandii puede incorporar monémeros
de 3HHx

Como se menciond en apartados anteriores, A. vinelandii presenta una PHA sintasa
de clase tipo |, la cual tiene la capacidad de polimerizar scl-3HAs; sin embargo, se han
reportado algunas PHA sintasas de este tipo que son capaces de incorporar mcl-3HAs.
Por lo que se quiso conocer si la limitacion para incorporar monémeros de mas de C6
o mcl-3HAs se debe al tipo de PHA sintasa que tiene A. vinelandii. Para esto se
utilizaron los resultados previamente descritos en los apartados 6.1.2 — 6.1.4 de la
cepa OPpAGMF.

Cabe mencionar que, la cepa OPpAGMF contiene los genes phaG y PA3924, los
cuales proveen los precursores mcl-3HA-CoAs a partir de la ruta de la biosintesis
acidos grasos de novo para la sintesis de mcl-PHAs. Se demostro que esta cepa puede
incorporar hasta 6.2 +2 % molar de 3HHx (60h, Figura 19B); este resultado indica que
la PHA sintasa tipo | de A. vinelandii puede incorporar mcl-3HA-CoAs (Cs) provenientes
de la ruta de biosintesis de acidos grasos de novo.

En estudios previos, se habia reportado que la PHA sintasa de A. vinelandii solo
puede tener sustratos de scl-3HA-CoA, Cs4 y Cs, provenientes de la ruta de la
biosintesis de scl-PHA y de la ruta de la B-oxidacion, respectivamente (Page, 1992), lo
que indica que la incorporacion de 3HHx en A. vinelandii se debid a la incorporacion
de los genes phaG y PA3924 ya que estos genes pueden canalizar mcl-3HA-CoAs de
C6, C8, C10 y C12 (Hoffmann et al., 2000; Hokamura et al., 2015), por lo que no era
probable que hubiera limitacion de este punto en la cepa. También, se ha reportado
que los mcl-PHAs sintetizados a partir de la ruta de la biosintesis de acidos grasos de
novo, hay mayor proporcién de monémeros de C8 y C10 que C6 en la composicién del
mcl-PHA (Hoffmann et al., 2000), lo que indicaria que los precursores de mcl-3HA-
CoAs se encuentran en mayor cantidad de C8 y de C10 que de C6; y se tendria una
limitacion en la incorporacion de estos en la PHB sintasa de A. vinelandii, ya que esta
es de tipo I.

Asimismo, en otras PHA sintasas de tipo | como la de Aeromonas caviae tiene
actividad con sustratos (3HA-CoAs) de C4, C5 y C6 provenientes de la ruta de la -

oxidacion al crecer en acidos alcanoicos, con una incorporacion de 11 a 20 % molar
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de mondémeros 3HHXx (Doi et al., 1995). Se observé que la incorporacion de 3HHx-CoA
fue menor en la PHA sintasa de A. vinelandii (60h, Figura 19 B) que lo reportado en la
PHA sintasa de Aeromonas caviae. Estos resultados sugieren, que la PHA sintasa de
A. vinelandii tiene mayor afinidad por 3HB-CoA que por 3HHx-CoA, el cual proviene

de la ruta de la biosintesis de acidos grasos de novo.

6.2 El remplazo de la PHB sintasa clase | por una clase Il permite producir mcl-
PHAs en A. vinelandii

6.2.1 Generacion de la cepa OPphaC, sustitucion del operon phbBAC de A.
vinelandii por una PHA sintasa de P. aeruginosa (PhaC1)

Para determinar si A. vinelandii OP podria producir otros mcl-PHAs utilizando una PHA
sintasa tipo Il y a partir de acidos grasos, se procedié a construir una cepa
recombinante de A. vinelandii donde se reemplazé el operdn biosintético phbBAC de
A. vinelandii por una PHA sintasa (phaC1) proveniente de P. aeruginosa (Figura 21).

A esta cepa se denominé OPphaC.

phbR phbB phbA phbC

e |
|
phbR phaC1

Figura 21. Sustitucion del gen phaC1 por el operdn biosintético phbBAC de A.vinelandii.

La construccién de la cepa OPphaC se describe en la seccién 5.9. En breve, se
realizé una construccion con regiones homdlogas de A. vinelandii y con la region
codificante del gen phaC1 de P. aeruginosa. La primera region homaéloga incluye 509
pb rio arriba del gen phbB (su region promotora) y el sitio de unién a ribosoma del
operon phbBAC, la cual se denominé upBAC y la segunda esta constituida a partir del
coddn de término de phbC y la regidn intergénica debajo de este gen. El objetivo es
sustituir el operéon de phbBAC por el gen phaC1 de P. aeruginosa mediante
recombinacién homoéloga (Figura 21). A esta construccién se le denominé phb-phaC y
se inserto en el plasmido pUC19, el plasmido resultante se denominé P19phaC (Figura
22 A.1); y después esta construccion se subclono en el plasmido pK18mobsacB y se
denomino pk18phaC (Figura 22 A.2)
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En las figuras 22B.1 y 22B.2 se observan los patrones de restriccién generados al
digerir el plasmido P19phaC y pk18phaC con EcoRI y Hindlll, respectivamente. En
ambos plasmidos se esperan dos bandas, la primera que corresponde a la
construccion phb-phaC (2.9 kb), la segunda al plasmido puc19 (2.6 kb) o al plasmido
pK18mobsacB (5.7 kb). Para comprobar la integracion del plasmido pk18phaC en el
genoma de A. vinelandii se realizé una PCR con los oligonucleétidos upBAC-F y
downBAC-R, los cuales amplifican un fragmento de 2.9 kb que corresponde a la
construccion phb-phaC y al operdn biosintético phbBAC de 5.2 kb (figura 22B.3). Una
vez, que se tuvo una candidata con el plasmido pk18phaC integrado, se llevé la
seleccion de la cepa OPphaC mediante sacarosa al 15%. Las colonias que hubieran
sustituido el operon phbBAC por el gen de la phaC1 o regresaran a su genotipo
silvestre, crecerian en sacarosa (se describe en la figura 11C). Se realiz6 PCR con los
oligonucledtidos upBAC-F y downBAC-R y se obtuvieron dos clonas con el genotipo
esperado; es decir, con la insercidon del gen phaC1 en el cromosoma de A. vinelandii

(numero 7 y 8 de la figura 22B.4).
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Figura 22. Construccion de la cepa OPphaC, que tiene una PHA sintasa tipo Il (PhaC1). (A.1) Esquema
del plasmido P19phaC con los sitios de corte EcoRI/Hindlll utilizadas para la subclonacién en el
plasmido pK18mobsacB. El gen phaC1 se muestra en color naranja. La resistencia a ampicilina se indica
en color verde claro. (A.2) Esquema del plasmido pk18phaC, se muestra en color azul el gen sacB y en
verde la resistencia a ampicilina. (B.1) Electroforesis de DNA en gel de agarosa del plasmido P19phaC
digerido con EcoRI y Hindlll, se obtuvo dos fragmentos que corresponde a la construccion que contiene
el gen phaC1 (2.9kb) y el segundo al plasmido pUC19 (2.6 kb). (B.2) Electroforesis de DNA en el gel de
agarosa del plasmido pK18phaC digerido con EcoRI y Hindlll. El corte de las enzimas genera dos
fragmentos de 2.9 kb y 5.7 kb que corresponde a la construccion phb-phaC y al vector pK18mobsacB,
respectivamente. (B.3) Electroforesis de PCR de candidatas de A. vinelandii con la integracion del
plasmido pk18phaC y el operon biosintético phbBAC con un peso molecular de 2.9 kb y 5.2 kb,
respectivamente. (B.4) Electroforesis de productos de PCR de diez candidatas de OPphaC empleando
los oligos upBAC-F y downBAC-R. El nimero 7 y 8 tienen el genotipo de la cepa OPphaC y las restantes
el genotipo silvestre (operén phbBAC) con un peso molecular de 5.2 kb. Los niumeros del 1 a 5 o del 1
a 10 representan una candidata; OP: cepa silvestre de A. vinelandii OP; P19: plasmido P19phaC y pk18:
plasmido pk18phaC.
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6.2.2 En la cepa OPphaC no se observan granulos de PHA a partir de acidos

grasos

El fenotipo de la cepa OPphaC fue caracterizado en medio sélido de PY sacarosa al 2
% (Figura 23B). La cepa OPphaC es mas tenue que la silvestre y no se observaron
granulos. Esto se debe a que la cepa OPphaC no presenta la ruta de sintesis scl-PHA,;

y, por lo tanto, no puede sintetizar scl-PHAs a partir de carbohidratos.

Asimismo, no se observaron granulos de PHA cuando la cepa OPphaC creci6 en
BS con hexanoato de sodio, BS con octanoato de sodio y BS con decanoato de sodio;
mientras que en la cepa OP se observan granulos en todas las fuentes de carbono
(Figura 23C). Este resultado indica que A. vinelandii OP crece y puede producir
polimero a partir de fuentes de carbono relacionadas; sin embargo, no se observo

granulos de mcl-PHA en la cepa OPphaC.

6.2.3 La cepa OPphaC sintetiza mcl-PHAs a partir de dos fuentes de carbono

relacionadas: octanoico de sodio y decanoico de sodio

En la cepa OPphaC no se observaron granulos de PHA, por lo que se propuso conocer
si el gen phaC1 se estaba expresando. Para esto, en el trabajo de Lopez (2018) se
cuantificd el nivel de expresion del gen phaC71 mediante RT-gPCR en diferentes
fuentes de carbono: acido heptanoico, octanoato de sodio y decanoato de sodio. Todas
las condiciones tienen BS. La cepa OPphaC y OP tienen mayor biomasa cuando se
crece en un medio con acido octanoico y decanoico que en un acido heptanoico (dato
no mostrado). Asimismo, el nivel de expresion en octanoato de sodio y decanoato de
sodio fue 2.3 y 2.2 veces mayor que el control en BS, respectivamente (Figura 24). El
nivel de expresion de phaC1 en acido heptanoico no tuvo una diferencia significancia
del 5%. Por lo tanto, podemos concluir que hay transcripcion del gen phaC1 en la cepa

OPphaC, a pesar de no observar sintesis de PHA.

64



°0
° °
&q o Y oe
-
o oro ’ Re ' -
Co o A ¥ :
* 0© %p BSOS . @
« c o * 3
~ © O - o
> & - t = ' o* |
’ . Q
- o Cos 0 ¥ % 0 ° 3
o o oo RO 5 e ©
o > -
L) o FoRut: PY N
Ld -
- e
A X -
- oo ® o o
- S o (=] -
.= . Y e
-
. - A
e A o%a M
C8 ' e
- |
D
> " ) - -3
> e a0 - e @
— - - o o - n >
. . o
‘ - 5 .°.
. y o - i

- -

Figura 23. Fenotipo de la cepa OPphaC. (A) Contexto gendmico de la cepa OPphaC. (B) Fenotipo de
la cepaOPphaC1 y de la cepa OP silvestre en medio sélido de PY sacarosa al 2%. (C) Fenotipo y
presencia de granulos de la cepa OP y OPphaC en diferentes medios. Se utilizd un aumento de 100X
para observar los granulos. Las flechas gruesas sefalan los granulos de la cepa OP vy las flechas
punteadas sefalan células de la cepa OPphaC1, sin la observacion de granulos en el citoplasma. BS:
Burk sacarosa; C6: hexanoato de sodio y C8: octanoato de sodio.
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Figura 24. Nivel de expresion de transcritos de phaC1l en la cepa OPphaC en diferentes fuentes de
carbono relacionadas, utilizando como control el medio BS (Lopez, 2018). La diferencia significativa fue
analizada mediante t-test. La diferencia significativa se encuentra indicada (*p<0.1 o **p<0.05).

Por lo que se prosiguio a identificar mcl-PHAs sintetizados por la cepa OPphaC
mediante GC. Se identificé copolimeros de PHHxHO a partir de dos diferentes acidos
grasos o fuentes de carbono relacionadas: octanoto de sodio (Figura 25A) y decanoato
de sodio (Figura 25B).

La cepa OPphaC acumulé PHA alrededor del 11.2 y 26.5% de peso seco a partir
octanoato de sodio y decanoato de sodio, respectivamente. En la primera fuente de
carbono, octanoato de sodio, la composicién fue de 8.7% molar de 3HHx y 91.3%
molar de 3HO y en la segunda fuente, decanoato de sodio se obtuvo 62.1%molar de
3HHx y 37.9% molar de 3HO (Tabla 10).

El contenido de PHA que se obtuvo de la cepa OPphaC es menor que el reportado
en la cepa A. vinelandii OP silvestre (79.6+6.1% de cdw; Adaya et al., 2018), esta baja
sintesis de PHA en la cepa OPphaC podria deberse al cambio genético realizado.
Lopez (2018) observé una diferencia en la biomasa de la cepa OPphaC (1 gL-") con
respecto a la cepa silvestre OP (2.5 gL-') en un medio con sacarosa y una fuente de
carbono relacionada. Asimismo, A. vinelandii crece poco en fuentes de carbono
relacionadas sin alguna disposicién de nitrogeno en el medio (menor a 0.33 gL") a

comparacion que en una fuente de carbono no relacionada (3.48 gL-') (Lopez, 2018).
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Por otra parte, la produccion de mcl-PHA en la cepa OPphaC es cercana a lo
reportado en otros sistemas heterélogos cuando se expresa PhaC1 como en E. coli,
P. putida y P. oleoverans; los cuales tienen una produccion del 21-53.1 % de PHA por
cdw a partir de octanoato y decanoato (Timm & Steinblchel, 1992; Langenbach et al.,
1997). Se ha reportado que la produccién de PHA se afecta por un cambio genético;
por ejemplo, en P. putida la produccion de PHA disminuyo de 62.5 a 40.9 % al
incorporar el gen phaC1 (Timm & Steinbuchel, 1992). Por lo tanto, una alteracion en
las rutas metabdlicas podria generar consecuencias en el sistema biologico de la

bacteria como la disminucién de un metabolito y/o la biomasa.
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Figura 25. La cepa OPphaC produce mcl-PHA a partir de fuentes de carbono relacionadas. (A)
Cromatograma de OPphaC en octanoato de sodio se observa un pico que corresponde a 3-
hidroxioctanoato y otro de menor area que corresponde a 3-hidroxihexanoato. (B) Cromatograma de
OPphaC en decanoato de sodio; en el cual se observa un pico que corresponde a 3-hidroxioctanoato y
uno de mayor area que corresponde a 3-hidroxihexanoato.3HOME: metil éster 3-hidroxioctanoato;
3HHXME: metil éster 3-hidroxihexanoato; Benzoato de metilo como estandar interno.
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6.2.4 PhaJ tiene afinidad a 2-enoil-CoA de C6 y C8.

Se sabe poco de la enzima Phad de A. vinelandii, por lo que se planteé identificar la
especificidad del sustrato, 2-enoil-CoA, mediante la identificacién de la composicion
monomeérica del PHA sintetizado en la cepa OPphaC. En la cepa OPphaC, la enzima
Phad es la encargada de proveer el sustrato a la PHA sintasa a partir de la ruta de [3-
oxidacion para la sintesis de PHA. Como se menciond anteriormente, se crecio
OPphaC en diferentes fuentes de carbono no relacionadas: octanoato de sodio y

decanoato de sodio.

Se obtuvieron copolimeros con unidades monomeéricas de 3HHx y de acido 3-
hidroxioctanoico (3HO); en diferentes proporciones en las dos fuentes de carbono. En
octanoato de sodio con sacarosa hubo mayor incorporaron de mondémeros de 3HO
que de 3HHX, y a partir de decanoato de sodio con sacarosa hubo mayor incorporacion
de mondmeros de 3HHx que de 3HO (Tabla 10). Se puede inferir que la enzima PhaJ
de A. vinelandii puede catalizar la hidratacion de enoil-CoAs de longitud de C6 y C8.
La Phad de A. vinelandii tiene similitud del 69% con PhaJ1ra, una de las varias enzimas
de P. aeruginosa (Figura 6C). PhaJ1ipa tiene mayor especificidad hacia 2-hexanoil-CoA
en comparacion con el sustrato 2-octanoil-CoA, lo que permite la sintesis de
mondmeros de 3HHx (78%mol) y 3HO (7%mol) en un sistema heterologo (Tsuge et
al.,, 1999); este resultado esta correlacionado con la composicion del copolimero
PHHxHO que se obtiene a partir de octanoato y decanoato de sodio (Tabla 10). Sin
embargo, la cepa OPphaC puede incorporar mayor porcentaje de monémeros de 3HO
que un sistema heterdlogo utilizando la Phad de P. aeruginosa (PhaJira). Ademas, la
fuente de carbono influye en la composicion monomérica del copolimero PHHxHO en

la cepa OPphaC.
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Tabla 10. Acumulacién de PHA por cepa OPphaC a partir de fuentes de carbono relacionadas. 3HO: 3-
hidroxioctanoato; 3HHXx: 3-hidroxihexanoato.

Fuentede Pesoseco Contenidode Composicion de PHA Composicién de PHA (%mol)

carbono  celular (g/L) PHA (wt%) (%mol)

3HHx (C6) 3HO (C8)
BS-C8 0.7 11.2 8.7 91.3
BS-C10 0.3 26.5 62.1 37.9

6.3 Construccion de la cepa OPpMCL para la expresion de 3-hidroxiacil-ACP
tioesterasa, 3-hidroxiacil-CoA ligasa y la PHA sintasa tipo Il para la sintesis de
mclIPHASs a partir de carbohidratos

Finalmente, se construyo una cepa recombinante de A. vinelandii que contuviera los
tres genes heterdlogos estudiados hasta ahora (phaG, PA3924 y phaC1) con la
finalidad de sintetizar PHA de cadena media con mondmeros de mayor longitud a partir
de carbohidratos, ya que este organismo puede acumular hasta el 80% de su peso
seco de PHB y de alto peso molecular (6.6 MDa) (Castillo et al.,2017). Por lo tanto, se
incorporaron los genes intermediarios entre la biosintesis de acidos grasos, el operon
scrGPA, y la (Figura 15) y la PHA sintasa de tipo Il (Figura 21). Para esto, se integro el
plasmido pk18phaC en la cepa OPpAGMF y se seleccionaron candidatas con sacarosa

15%, el proceso se muestra en la figura 11.

En la figura 26 A, se muestra el plasmido pk18phaC digerido con las enzimas EcoRl
y Hindlll. Para saber si el plasmido pk18phaC esta integrado en el cromosoma de la
cepa OPpAGMF se realiz6 PCR de colonia con los oligonucléotidos upBAC-F y
downBAC-R. En la figura 26B, se observan dos bandas, una de 5.2kb y otra de 2.9 kb,
las cuales corresponden al operén biosintético phbBAC y a la construccion phb-phaC,

respectivamente.

Se realizé una PCR para identificar candidatas que presentaron el segundo evento
de recombinacién (Figura 11.C) con los oligonucléotidos upBAC-F y downBAC-R. Se
obtuvo solo una clona que tiene al genotipo esperado; es decir, la sustitucion del
operon phbBAC por la construccion phb-phaC (clona 3, Figura 26C) en la cepa
OPpAGMF, a esta cepa se denominé OPpMCL.
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Se analizé el fenotipo de la cepa OPpMCL en medio sélido de PY-sacarosa (2%).
Se observo que es menos opaca que la cepa OP y no se observaron granulos de PHA
en el microscopio, lo que nos indica que no esta produciendo mcl-PHA. No se realizd
el analisis GC para esta cepa, por lo que no se puede descartar la produccién de mcl-
PHA en bajas cantidades, como en la cepa OPphaC (Tabla 10); sin embargo, esta claro
que existe algun problema con esta cepa, puesto que, de acuerdo con las

modificaciones genéticas realizadas, deberia producir PHAs a partir de sacarosa.

A k18 B 1 2 OP pk18 D
OP OPpMCL
7 Kb
4 Kb
3 Kb
. e PY-Sacarosa 2%
C123456 7 8 9 10 OP pki18

Figura 26. Construccion de la cepa OPpMCL. (A) Digestion del plasmido pk18phaC con EcoRl y Hindlll.
(B) Electroforesis de DNA en gel de agarosa de los productos de PCR de dos candidatas con la
integracion del plasmido pk18phaC en la cepa OPpAGMF con los oligos upBAC-F y downsBAC-R. Se
detectd una banda de 5.2 Kb que pertenece al tamafio del operén phbBAC (copia silvestre) y una banda
de 2.9 kb que corresponde a la construccién phb-phaC, que incluye el gen phaC1 con el promotor del
phbBAC. (C) Electroforesis de los productos de PCR de diez candidatas de la cepa OPpMCL después
de la seleccion con sacarosa al 15%. Se obtuvo una candidata (niUmero 3) que sustituy6 el operén
phbBAC por el gen phaC1. (D) Fenotipo de la mutante OPpMCL y de A. vinelandii OP silvestre en medio
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sélido de PY sacarosa al 2%. 1-10: representan una candidata; OP: cepa silvestre de A. vinelandii OP;
y pk18: plasmido pk18phaC.

Aunque no se ha realizado la identificacion de PHAs mediante GC en esta cepa y
descartar la sintesis de PHA; cabe mencionar, que el disefio de rutas metabdlicas o la
expresion de un gen en microorganismos es un proceso complejo porque existe una
gran variedad de elementos involucrados en el control de la expresion del gen ya sea
a nivel transcripcional, traduccional o una modificacion postraduccional. Ademas, el
tipo de promotor, el sitio de unién a ribosoma, la eficiencia de la traduccion, la eleccién
del coddn, la estructura del operon, el plegamiento de la proteina y/o interacciones de
proteinas podrian ser factores importantes para optimizar la expresién de un gen
(Goldstein & Doi, 1995; Anthony et al., 2009).
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. CONCLUSIONES

La insercion del operdn scrGPA en A. vinelandii permite la incorporacion de
monomeros mcl-3HAs de seis carbonos (3HHXx) provenientes de la ruta de
sintesis de acidos grasos de novo, a partir de una fuente carbono no relacionada
como es la sacarosa.

La PHB sintasa tiene especificidad por scl-3HA-CoA; sin embargo, puede

polimerizar 3HHx-CoA.

La cepa OPphaC que contiene una PHA sintasa clase Il produce copolimeros
de PHHxHO a partir de fuentes de carbono relacionadas como octanoato de
sodio y decanoato de sodio.

La enzima PhaJ de A. vinelandii tiene afinidad por enoil-CoA de C6 y C8; por lo

tanto, solo se pueden obtener copolimeros de PHHxHO.

En la cepa OPpMCL no se observoé produccion de PHA.

. PERSPECTIVAS

Realizar analisis termomecanicos como punto de fusién, grado de cristalinidad,

fuerza de tensién y alta elongacion de rotura en los polihidroxialcanoatos
producidos por la cepa OPpAGMF para determinar su aplicacion biotecnoldgica.
Sustituir la PHB sintasa en Azotobacter vinelandii por la PHB sintasa de
Aeromonas caviae, la cual polimeriza copolimeros de PHBHHXx.

Deletar el gen (o genes) fadB ylo fadA que codifican a 3-hidroxiacil-CoA
deshidrogenasa y a una tiolasa, respectivamente, en la cepa OPphaC para
incrementar el contenido de mcl-PHA a partir de acidos grasos.

Sustituir la enzima Phad en la cepa Azotobacter vinelandii OPphaC por la PhaJ4
de Pseudomoas aeruginosa. Esta enzima puede catalizar la hidratacion de mcl-
enoil-CoAs de longitud de C6 y C12 y permite proveer mondmeros de mcl-3HA-
CoA para la sintesis de mcl-PHAs.

El uso de fuentes de carbono alternativas como la melaza de remolacha mas
un acido graso para la produccion de mcl-PHAs en la cepa OPphaC.

Analisis de los extractos de la cepa OPpMCL mediante cromatografia de gases

para descartar o afirmar su produccion de PHAs a partir de sacarosa.
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10. APENDICE

Apéndice 1. Cepas de bacterias, plasmidos y oligonucleétidos utilizados en este
trabajo.

Cepa, plasmidos y Descripcion o secuencia Referencia
ologinucleodtidos

Bacterias

A.vinelandii OP (OP) Nal". Cepa silvestre. Coleccion del
laboratorio

A.vinelandii OPpAGMF Nal'. Cepa OP que tiene los genes phaGy Construido en este

PA3924 remplazando al gen scrX trabajo
A.vinelandii OPphaC Nal". Cepa OP que tiene el gen phaC1 Construido en este
remplazando al operén phbBAC trabajo

A.vinelandii OPpMCL Nal". Cepa OP que tiene los genes phaC1, Construido en este

phaGy PA3924 trabajo
E. coli TOP10 Sm'. Cepa para clonacién Invitrogen
E. coli DH5a Nal". Cepa para conjugacion y Hanahan, 1983
transformacion
E. coli S17-1 Sp', Cepa para conjugacion Simon et al., 1983
Pseudomonas Cepa silvestre Stover et al., 2000
aeruginosa PAO1
Pseudomonas putida Cepa silvestre Nelson et al., 2002
KT2440
Plasmidos
pJET1.2/Blunt Ap', vector de clonacion Thermo Fisher
Scientific
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pK18mobsacB

pUC19

Kmr, vector de clonacién

Ap', Tc"; vector de clonacion

Schéfer, A. et al.,
1994

Yanisch, et al.,
1984

Plasmidos utilizados en la construccion de la cepa OPphaC

pK18phaC

P19phaC

P19up

P19upphaC

pJdownBAC

pJphaC

pJupBAC

Km', porta la construccion de 2.9 kb
contenida en el plasmido P19phaC en los
sitios de corte de EcoRI e Hindlll en el
plasmido pK18mobsacB

Ap', construccion de 2.9 kb, porta los
fragmentos contenidos en los plasmidos:
pJupBAC (EcoRI/Kpnl), pJphaC
(Kpnl/BamHI) y pJdownBAC
(BamHI/Hindlll) en el plasmido pUC19.

Ap', con el fragmento de 595 pb, portador
del promotor del gen phbB en los sitios de
corte de EcoRI y Kpnl en el plasmido puc19

Ap', con el gen phaC1 de 1.6kb en los sitios
de corte de Kpnl y BamH]I en el plasmido
P19up

Ap', con el fragmento de 614 pb de la
region rio abajo del gen de phbC en el
plasmido pJET1.2/Blunt

Ap", con el fragmento de 1.6 kb del gen
phaC1 completo en el plasmido
pJET1.2/Blunt

Ap', con el fragmento de 595 pb de la
region promotora del gen phbB en el
plasmido pJET1.2/Blunt

Construido en este

trabajo

Construido en este

trabajo

Construido en el

laboratorio

Construido en el
laboratorio

Construido en el
laboratorio

Construido en el
laboratorio

Construido en el
laboratorio

Plasmidos utilizados en la construccion de la cepa OPpAGMF
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pK18phaGPA Km', porta la construccion de 4kb contenida Construido en este

en el plasmido P19phaGPA en los sitios de trabajo
corte de EcoRI e Xbal en el plasmido
pK18mobsacB
P19phaGPA Ap', construccion de 4 kb, porta los Construido en este
fragmentos contenidos en los plasmidos: trabajo

pJupscrX (EcoRI/Kpnl), pdphaG
(Kpnl/BamHI), pJPA3924 (BamHI/BamHI) y
pJdownscrX (BamHlI/Xbal) en el plasmido

pUC19
P19ups Ap', con el fragmento de 711 pb, portador  Construido en este
del promotor del gen scrX en los sitios de trabajo
corte de EcoRI y Kpnl en el plasmido
pUC19
P19upG Ap', con el gen phaG con un tamafo de 900 Construido en este
pb en los sitos de restriccion de Kpnl y trabajo

BamHI en el plasmido P19ups

P19upGPA Ap', con el gen PA3924 con un tamano de Construido en este
1.7kb en el sitio de restriccién de BamHI en trabajo
el plasmido P19upG

pJdownscrX Ap', con el fragmento de 706 pb que porta Construido en este
422 pb del gen scrX'y 278 pb de la region trabajo
intergénica en el plasmido pJET 1.2/Blunt

pJPA3924 Ap', con el gen PA3924 con un tamano de Construido en este
fragmento de 1.7 kb en el plasmido pJET trabajo
1.2/Blunt
pJphaG Ap', con el gen phaG con un tamano de Construido en este
900pb en el plasmido pJET 1.2/Blunt trabajo
pJupscrX Ap', con el fragmento de 711 pb, portador  Construido en este
del promotor del gen scrX en el plasmido trabajo

pJET 1.2/Blunt

Oligonucledtidos (5°->37)
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downBAC-F
downBAC-R
downscrX-F
downscrX-R
gyrAqPCR-F
gyrAgPCR-R
PA3924-F
PA3924-R
PA3924gPCR-F
PA3924gPCR-R
phaC-F

phaC-R
phaCgPCR-F
phaCqPCR-R
phaG-F

phaG-R
phaGgPCR-F
phaGgPCR-R
rpoS-F

rpoS-R

scrX-F

ACT GGG ATC CAT CAATCT CAGACCATC GTGAAGTCTG

ACT GAAGCTTGCAAATTC CCTTTGATCAGG TAG TG G

ACT GGG ATC CAGTTG GCATTATAT GTGACCATT TACA

ACT GTC TAGACT GGT CTT GAG CGC CG TCACCT GCC GA

CTC TAT GCC CAG ACC CAACT

AACACCTCGAGCATGTCCTT

GCC GGATCC GCT CCCAGG TGTACG CCC CAT GCT

CGC GGATCC GTG TAG GAAAGC CCC GTCAGACGG

CGC TACGACTTCCCC GATTT

TTG CCG GTG GCT GAAATACA

ACT GGG TAC CAT GAG TCA GAAGAACAATAACGAGCTT

ACT GGG ATC CTCATC GTT CAT GCACGTAGG TTC CGG

TCT GAA CGA CCA CAT CAC CC

TCT GGATGT GAC CGC TGT TG

CTG GGT ACC CCA GGA GTC GAT GACATGAGG C

CTG GGATCC AGC CGC TCA GAT GGC AAAT

TAC GCACAGATG CACTTC CA

TTG ATG AAC AGC ACC GGG AT

AGGATG TCC TGGACGATGAG

TCCAGC GCC CTAGTG TAG TC

TTT CGC TCT GCT CCAGAAG
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scrX-R

upBAC-F

upBAC-R

upscrX-F

upscrX-R

AGATCCACC GGCAACATTC

ACT GGAATT CTTAAG TAGACT TTC AAT TTC CAAACC C
ACT GGG TAC CAGATTTCCCTTCCTTTITTTG TCG GAG A
ACT GGAATT CCC GAACTG CGC CTG TTC GCCACC TATA

ACT TGG TAC CTG CTC TCC CAG GCA GGAACT CA
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