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Resumen

La acumulacion masiva de residuos plasticos a nivel mundial ha generado grandes
preocupaciones. El uso de plasticos biodegradables se presenta como una solucion
prometedora. Los polihdroxialcanoatos (PHAS), son biopolimeros sintetizados
naturalmente por una gran variedad de bacterias. Son biodegradables, biocompatibles y

provienen de fuentes renovables.

La produccion de los PHAS no se ha podido establecer a escala industrial de forma
masiva debido al alto costo de produccion. En la actualidad la investigacion sobre este
tema esta orientada principalmente a la utilizacién de sustratos baratos, a la optimizacion
del proceso fermentativo, la busqueda de nuevas cepas bacterianas y/o introduccion de
modificaciones genéticas en cepas productoras para mejorar su eficiencia mediante
cambios del metabolismo celular. El poli-3-hidroxibutirato (PHB), es un polimero de
cadena corta formado por unidades de cuatro atomos de carbono y es el PHA maés

abundante y estudiado.

Herbaspirillum seropedicae es una B-proteobacteria Gram-, que presenta la
peculiaridad de acumular niveles significativos de PHB cuando se la cultiva en presencia

de glucosa como fuente carbonada.

Estudios de flujos metabdlicos mediante el analisis de modos elementales de flujo,
permitio identificar dentro de la red metabdlica presente en esta bacteria, reacciones
quimicas posibles de ser modificadas para generar un aumento en el rendimiento de
transformacion de glucosa en PHB (YpHg/giuc). En este trabajo se propuso sobre expresar
los genes fba (codifica para la proteina fructosa-bifosfato aldolasa), tpiA (triosa fosfato
isomerasa) y pgi (glucosa-6-fosfato isomerasa), con el fin de observar un mayor
rendimiento de transformacion. No se observaron diferencias entre las cepas
recombinantes (Z69 (pBBR1MCS-2:tpiA), Z69 (pBBR1MCS-2:fba) y Z69
(pPBBR1MCS-2::pgi)) y la cepa control, en cuanto al crecimiento y produccion de PHB.
Estos resultados estarian indicando que, en las condiciones ensayadas, la sobre expresion

de una unica enzima no logré aumentar el flujo metabdlico hacia la produccion de PHB.
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Abreviaturas

PHA - Polihidroxialcanoatos

PHB - Poli-3-hidroxibutirato

HA - &cidos hidroxialcanoicos

IIBCE - Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente Estable
Km - Kanamicina

DO - Densidad Optica

PHA-SCL (Short Chain Length) - poli-hidroxialcanoatos de cadena corta
PHA-MCL (Medium Chain Length) - poli-hidroxialcanoatos de cadena media
3HB — 3-hidroxibutirato

PLA - Poliésteres de acido lactico

ED - Entner-Doudoroff

Q - Productividad

X-gal - B-D-galactopirandsido

Nal - Acido Nalidixico

Y - rendimiento

°C - grados Celsius

g - gramos

mg - miligramos

L - litros

mL - litros

uL - microlitro

M - Molar

mM - milimolar



rpm - revoluciones por minuto
V - voltios

nm - nanémetros

DMSO - Dimetilsulfoxido

h - horas
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1. Introduccion

1.1 Plasticos

Globalmente, los plasticos constituyen un conjunto heterogéneo de materiales
formados por compuestos organicos naturales o sintéticos. Estos materiales son
maleables, por lo que pueden ser moldeados en objetos solidos de diferentes formas. Los
plasticos petroquimicos son sintetizados a partir de derivados del petréleo, generando en
algunos casos materiales de gran elasticidad y flexibilidad en cierto rango de
temperaturas. Estos compuestos son muy versatiles, poseen una amplia gama de
aplicaciones lo que ha llevado a mejorar la calidad de vida de los seres humanos. Es asi
como se emplean para la elaboracién de utensilios desechables, embalajes y accesorios,
entre otros. También pueden ser utilizados para elaborar herramientas con una vida media

mas extensa, sin la necesidad de ser desechadas luego de un uso.

Durante el siglo pasado fueron determinantes a la hora de mejorar las condiciones
de vida de la humanidad y promover avances importantes en la tecnologia. En 2021 se
produjeron 390,7 millones de toneladas de plastico en el mundo. El 90,2% fueron
plasticos producidos a partir de combustibles fésiles, 8,3% provinieron de plasticos
reciclados post consumo y el 1,5% representdé la produccion de bioplasticos (1).
Alrededor del 50% de estos plasticos son desechados luego de poco tiempo de uso y
muchas veces son usados una Unica vez. Un problema asociado al uso de plasticos
petroguimicos es que la mayor porcion de ellos tiene una velocidad de degradacién muy
baja, lo que genera problemas asociados a su disposicion final ademas de provenir de
fuentes limitadas, no renovables (2—-4). Miles de toneladas de plasticos son arrojados al
mar, lo cual ocasiona contaminacion y la muerte de los animales que los ingieren por
accidente (5). Por este motivo, se han buscado soluciones como los procesos de
incineracion, reciclaje, o la reutilizacion. Desafortunadamente, estas soluciones presentan
grandes desventajas, por lo que no son consideradas 100% efectivas (5). La incineracién
de plésticos es potencialmente peligrosa y muy costosa. Durante la combustion, se pueden
desprender compuestos dafiinos para la salud como el cianuro de hidrégeno. En cuanto al
reciclaje, el mismo consume mucho tiempo y debido a la gran variedad de aditivos y

pigmentos, el uso del material reciclado es limitado (6).
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1.2 Plasticos biodegradables

Los pléasticos biodegradables pueden producirse a partir de fuentes renovables.
El uso de pléasticos biodegradables se presenta como una solucion prometedora. Dentro
del grupo de plasticos biodegradables de origen bioldgico, se encuentran los poliésteres
de acido lactico (PLASs), los bioplasticos basados en almiddn, los basados en celulosa y
los polihidroxialcanoatos (PHAS) (7). Estos ultimos son biopolimeros con propiedades
termoplasticas producidos naturalmente por arqueas y diversas cepas bacterianas Gram-
y Gram+, cianobacterias y bacterias fotosintéticas partir de fuentes renovables (2, 8, 9).
Los PHASs son biopolimeros de alto peso molecular, biodegradables y biocompatibles. En
general, los microorganismos acumulan estos polimeros en condiciones desbalanceadas
de crecimiento: en presencia de un exceso de fuente carbonada y limitacién de algun
nutriente esencial como N, O, P, S, etc. (5, 10). Los PHAs son acumulados en el
citoplasma como granulos y pueden llegar a representar el 80% del peso seco celular bajo

condiciones 6ptimas de acumulacion (2, 11).

En cuanto a la estructura quimica, los PHAs son poliésteres, constituidos por
unidades de hidroxiacido (mondmero) (Figura 1), en forma de homopolimeros o

heteropolimeros.

R, 'ﬁ R, (Ijl

! I

CH C CH C
\[\0/ I\(\CHE)X/ \0/ ~N \04.1/

(CH,)x

Figura 1: Estructura general de PHA. R1/R2 corresponden a grupos alquilo, x =1 al 4 y n =100 al 30.000
(12).

El poli-3-hidroxibutirato (PHB) es un homopolimero compuesto de monémeros
de cadena corta de 3-hidroxibutirato, con cuatro &tomos de carbono. Este fue el primer
PHA en ser identificado en 1926 por Lemoinge a partir de Bacillus megaterium (4) y es
considerado el PHA maés abundante y, por ende, es el méas estudiado (13). Es el PHA
producido por la mayor cantidad de microorganismos en la naturaleza a partir de
carbohidratos, alcoholes como el glicerol o &cidos grasos (14). Ademas, es altamente
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cristalino debido a su estructura de cadena lineal y puede ser encontrado como polimero

virgen o como parte de copolimeros y mezclas (15).

Las propiedades de los PHAs varian considerablemente dependiendo del largo
de la cadena carbonada del monémero que lo compone, clasificandose en PHA-SCL
(Short Chain Length) y PHA-MCL (Medium Chain Length). Los PHA-SCL contienen
mondmeros con cadena carbonada de 3 a 5 &tomos de carbono mientras que las unidades
de los PHA-MCL contienen entre 6 y 14 atomos de carbono. También existen los PHAs
mixtos, los cuales estan compuestos por mondmeros de cadena corta y mondémeros de
cadena media (5, 16). La temperatura de fusion, la temperatura de transicion vitrea, la
resistencia a la traccion y el porcentaje de elongacion a la ruptura son afectados por el
largo de la cadena (Tabla 1). EI PHB pertenece al grupo de cadena corta, tiene baja
permeabilidad al Oz y buenas propiedades termoplasticas, comparadas con los polimeros
obtenidos a partir de petréleo. De todos modos, es mas rigido y fragil que el polipropileno
(4). En la tabla 1 se observan las propiedades fisicas de diferentes PHASs, ademas de las

propiedades del tereftalato de polietileno.

Tabla 1: Propiedades fisicas de P(3HB), P(3HB-HV), P(4HB) y PET (tereftalato de polietileno). Adaptado
de Philip et al. y Awaja et al. (12, 17).

Propiedades P(3HB)!  P(3HB-3HV)? P(4HB)? PET
Temperatura de fusién (°C) 177 150 60 265
Temperatura de transicion vitrea 92
4 -7,25 -50
(°C)
Resistencia a la traccion (MPa) 40 25 104 1700
Alargamiento a la rotura (%) 6 20 1000 -

1: poli-3-hidroxibutirato, 2: poli(3-hidroxibutirato-co-3-hidroxivalerato), 3: poli-4-hidroxibutirato

Como se menciond anteriormente, los PHAs se caracterizan por ser
biocompatibles y biodegradables. La biocompatibilidad es la caracteristica de un material
de no ejercer ningun efecto sobre los organismos vivos, células aisladas o su entorno
bioldgico (18). Ademas, no se debe generar ningln compuesto toxico durante la
degradacion del polimero. En el caso del PHB, se observa una alta compatibilidad debido
a la presencia natural del 3-hidroxibutirato en el torrente sanguineo de humanos y

animales. Ademas, se ha demostrado que monémeros y oligdmeros de hidroxialcanoatos
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derivados de PHA ejercen funciones bioactivas (19). Es por ello por lo que los PHAS,
especialmente PHB, se presentan como posibles candidatos para utilizar en el &rea

médica.

En cuanto a la biodegradabilidad, se consideran biodegradables los plasticos que
pueden ser degradados ya sea por hidrolisis quimica o por enzimas secretadas por
microorganismos (20). Los PHAs pueden ser facilmente degradados a didxido de carbono
y agua cuando se los deposita en diversos ecosistemas como suelos, aguas residuales y
lagos. Ademas, cuentan con la habilidad de poder degradarse bajo condiciones aerobicas
y anaerobicas, mediante métodos térmicos o utilizando despolimerasas microbianas (12).
Su biodegradacién depende fuertemente de las condiciones ambientales como la
temperatura, el pH y los nutrientes disponibles. Estas caracteristicas los vuelven fuertes
candidatos para competir con el plastico convencional, ya que poseen propiedades
plasticas similares a varios termoplasticos utilizados hoy en dia (21).

1.21 Biosintesis de PHA

La composicion del PHA que produce un microorganismo depende del sustrato
carbonado adicionado al medio de cultivo, de las rutas metabdlicas empleadas y de la
especificidad de enzima PHA sintasa que polimeriza los mondmeros constituyendo el

biopolimero (22).

La biosintesis de los PHAS puede separarse en dos etapas. En primera instancia,
se sintetizan los tioésteres de HAs, como (R)-hidroxiacil-CoA. Para sintetizar los HAs,
participan diferentes vias metabolicas del metabolismo central, las rutas catabdlicas de
carbohidratos, la 3-oxidacion o la sintesis de novo de &cidos grasos. EI metabolismo de
carbohidratos o &cidos grasos, generan intermediarios que son transformados en tioésteres
por las enzimas presentes en los organismos productores de PHAs. En la segunda etapa

se da la polimerizacion de los tioesteres, catalizada por la enzima PHA sintasa.

La via clésica de sintesis de PHB se muestra en la Figura 2. Comienza con la
condensacién de dos moléculas de acetil-CoA formando una molécula de acetoacetil-
CoA, reaccién catalizada por la enzima [B-cetotiolasa. Luego el acetoacetil-CoA es

reducido a 3-hidroxibutiril-CoA a través de la enzima acetoacetil-CoA reductasa
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dependiente de NADPH. Finalmente se produce la polimerizacién de los monémeros 3-
hidroxibutiril-CoA, produciendo PHB. La ultima reaccion es catalizada por la PHB
sintasa (2, 22).

Carbohidratos

|

Acetil-CoA

B-cetotiolasa I

Acetoacetil-CoA

Acetoacetil-CoA NAD(P)H
reductasa
NAD(P)*

3-hidroxibutiril-CoA

PHB sintetasa l

Poli (3-hidroxibutirato)

Figura 2: Ruta metabdlica para la sintesis de PHB a partir de carbohidratos. Se indican las principales

enzimas y los productos implicados en el proceso. Adaptado de Gonzélez et al. 2012 (5).

1.2.2 Aplicaciones de PHA

Las propiedades de biodegradabilidad y biocompatibilidad, asi como la
estabilidad a altas temperaturas, la elasticidad, la dureza y el bajo grado de porosidad
superficial convierten a los PHAs en grandes candidatos a ser utilizados como material
bioldgico con aplicaciones en diversos campos como la medicina y la agricultura entre
otros. Pueden ser utilizados como biocombustibles, materiales de empaque, envases,

productos sanitarios y dispositivos médicos (9, 11).

Existe una gran curiosidad en utilizar estos polimeros como carriers para
administrar farmacos. EI mayor objetivo en la administracién de farmacos es que el
medicamento se administre de manera controlada y especifica para mejorar la eficacia.
Los PHAS, debido a su origen biologico, se han utilizado como material para producir

tabletas y nanoparticulas entre otros. En estos casos, una vez que el carrier llega a destino,
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se degrada el compartimento y se libera el farmaco. Ademas, se ha utilizado el PHB como

vehiculo en tejido transdérmico y para la distribucion de antibioticos (9, 11).

Los PHAs también pueden ser utilizados en el campo de la ingenieria de tejidos.
Se pueden utilizar como matrices en el crecimiento celular. Ademas, han sido utilizados
en ingenieria de tejidos Oseos, cardiacos y cerebrales. Se han utilizado como
biocompuestos para la regeneracion de células osteoblasticas, para reemplazar valvulas

defectuosas del coraz6n humano y para dar soporte a las neuronas primarias (23-25).

Los PHAs tienen varias aplicaciones en la agricultura. ElI uso de plasticos
convencionales en la agricultura aumento a 7,4 millones de toneladas en 2019, generando
preocupaciones. Es por ello por lo que los PHAS aparentan ser soluciones prometedoras.
Los mismos pueden ser utilizados como mantillos o redes agricolas, o como bolsas de
cultivo. La mayor ventaja de este material es su compostabilidad, la cual permite la
eliminacion del biopléastico en el suelo. Ademas, los PHAs son una fuente de poder
reductor y matriz de crecimiento microbiano. Esto hace que el uso de bolsas de cultivo
de PHA, no contamine los cuerpos de agua y desnitrifique los arroyos y lagos cercanos a
los campos agricolas. También, los PHAs pueden ser utilizados para la liberacion

controlada de pesticidas e insecticidas (9, 26).

1.2.3 Produccion industrial de PHA

La primera iniciativa de produccion industrial de PHAs comenzo en la década de
los ‘80 (5). A lo largo de estos afios de investigacion y desarrollo, diferentes empresas
intentaron producir estos polimeros. Actualmente, son varias las compafiias en el mundo
que estan produciéendolos, principalmente a escala piloto. Los trabajos de investigacion y
desarrollo en este tema contintan, aunque la produccion de los PHAs no se ha podido
establecer a escala industrial por el alto costo de produccién. El factor que mas contribuye
en el precio final de los PHASs es el costo de la materia prima (fuente carbonada) y las

bajas relaciones de conversion de estas en el producto final (4, 27).

Actualmente, existen varias empresas que se encuentran produciendo PHAs a
escala piloto e industrial. En la Tabla 2, se observan algunas de las compafiias productoras

junto con la capacidad de produccion y el precio por kg.
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Tabla 2: Produccion de PHA de diferentes compafiias a escala piloto e industrial, junto con costos de

produccion. Adaptado de Kumar et al. (11).

Productores

Bio-On Srl., Italia

Mitsubishi Gas
Chemical Company

Inc., Japén

Biomatera, Canada

BluePHA, China

Telles, EE.UU.
PHB Industrial
Company, Brasil
Kaneka Corporation,

Japon
Biomer Inc., Alemania

Newlight Technologies
LLC, EE.UU.
PHB Industrial S.A.,

Brasil

Tianan Biologic,
Ningbo, China

PHA y nombre
comercial

PHB, esferas de
PHBV, (minerv®-
PHA)

Biogreen ®, PHB

PHA resins

PHBVHHXx, PHV,
P3HP3HB,
P3HP4HB, P3HP,
P4HB

PHB Mirel ™
PHB Biocycle ®

PHB-PHHx
(AONILEX®)
PHBV y PHB

Biomer®
PHA resins

PHB; PHBV
(BIOCYCLE®)
PHBV, PHBV +
Ecoflex blend
Enmat®

Microorganismo

Cupriavidus

necator

Bacteria no
patogena, no
transgénica aislada
del suelo
Cepas microbianas
desarrolladas
mediante
herramientas de
biologia sintética

Ralstonia eutropha

Ralstonia eutropha

Alcaligenes latus

Biocatalizador
Newlight 9x

Alcaligenes sp.

Ralstonia eutropha

Capacidad )
Precio
de .
. (kg?)
produccion ©
(ton/afo)
10.000 -
2,50 —
10.000
3,00
50.000 15
50 -
3500 -
3,00 —
50
5,00
3000 -
10.000 3,26
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mcl-PHA ) )
Cepa microbiana

PolyFerm, Canada (VersaMerTM ] - -
salvaje
PHA)
20.000 —
P&G, EE.UU. PHBH Nodax ™ - 2,5
50.000
Shenzhen Pellets de PHA,
EcomannBiotechnology = resinas, microbeads - 5000 -
Co. Ltd., China (AmBio®)
SIRIM Bioplastics Pilot
) PHA - 2000 -
Plant, Malasia
Lianyi Biotech, China PHBH Nodax™ - 2000 3,7
Tianjin GreenBio P(3,HB) films,
- 10.000 -

Material Co., China pellets (Sogreen®)

De acuerdo con lo observado en la Tabla 2, el costo de produccion es de
aproximadamente 3,37 € por kilogramo, mientras que la produccion de polimeros
sintéticos como el propileno o polietileno cuestan aproximadamente 0,32 € por kilogramo
(11). Estos altos costos hacen que la produccion de PHAs no sea competitiva frente a la
industria de los plasticos convencionales. Por lo tanto, la investigacion actual sobre este
tema esta orientada principalmente a la utilizacion de sustratos baratos, a optimizar el
proceso fermentativo, la bldsqueda de nuevas cepas bacterianas y/o introduccion de
modificaciones genéticas en cepas productoras para mejorar su eficiencia mediante
cambios del metabolismo celular. Por lo cual, en este trabajo proponemos la utilizacién
de Herbaspirillum seropedicae como nuevo organismo productor de PHB, con la adicion

de modificaciones genéticas que permitan aumentar el porcentaje de acumulacion.

1.3 Herbaspirillum seropedicae

Herbaspirillum seropedicae es una bacteria Gram- que pertenece a la sub-clase
de las PB-proteobacterias. Son capaces de establecerse como endofitos de plantas,
colonizando los espacios intercelulares de hojas y raices como células individuales o
micro-colonias. Pueden colonizar diversas plantas, incluyendo cafia de azlcar, arroz y
maiz, y son capaces de promover el crecimiento vegetal (28). Estas bacterias se destacan

por su capacidad de crecer en presencia de diversos sustratos carbonados como glucosa,
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fructosa, D-xilosa, L-arabinosa, entre otros (28, 29). Ademas, tienen pocos
requerimientos nutricionales, son de crecimiento rapido y no se han descrito aislamientos
patdgenos. Su crecimiento se puede dar entre un rango de pH desde 5,3 a 8 y su
temperatura dptima es 34°C, aunque puede crecer a 30°C (28). Cuando son cultivadas en
el laboratorio, no requieren vitaminas ni cofactores y es de rapido crecimiento (28). Es
por ello por lo que se las considera como buenas candidatas en el area biotecnoldgica para

la sintesis de compuestos con valor agregado.

En cuanto al metabolismo carbonado en H. seropedicae, en la década de los '90,
en el Departamento de Bioquimica del Instituto de Investigaciones Bioldgicas Clemente
Estable (IIBCE), a partir de extractos celulares de cultivos crecidos en presencia de
glucosa, se determin6 mediante medidas de actividad enzimatica la presencia de la ruta
de Entner-Doudoroff (ED) completa y la ruta de las pentosas fosfato (PP) en el sentido
biosintético. Asimismo, no se detecto actividad de la enzima 6-fosfofructoquinasa (Pfk),
que cataliza la reaccion de fosforilacion de la fructosa 6-fosfato a fructosa 1,6 bifosfato,
de la ruta Embden-Meyerhof-Parnas (EMP) por lo que H. seropedicae no utilizaria la
glicolisis para degradar la glucosa (Datos no publicados). Estos resultados fueron
corroborados en el 2011, cuando se secuencid y publicd el genoma completo de H.

seropedicae (30).

A principios de la década de los 2000, Catalan et al. lograron establecer que las
cepas de H. seropedicae Z67, Z69 y Z68 eran capaces de acumular niveles significativos
de PHB cuando se las cultivaba en presencia de glucosa como fuente carbonada. En este
ensayo se logré alcanzar un contenido de PHB de 40% de peso seco. Ademas, se
determind que la cepa Z69, utilizada en este trabajo, posee la ruta clasica de sintesis de
PHB (Figura 2), en donde cada monémero de 3HB se sintetiza a partir de dos moléculas
de acetil-CoA y una molécula de NADPH (2). En la actualidad, se dispone la secuencia
completa del genoma de las cepas SmR1, Z67 y Z69. A través del andlisis del genoma,
se lograron identificar 13 potenciales genes involucrados en el metabolismo del PHB (2,
30).
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1.4 Ingenieria metabolica

La ingenieria metabdlica se puede definir como el mejoramiento de actividades
celulares por manipulacion de la célula empleando la tecnologia del ADN recombinante.
En estos casos se pueden manipular las funciones enzimaticas, de transporte o regulatorias
con el fin de analizar el funcionamiento metabdlico de un organismo, identificar
modificaciones genéticas que permitan optimizar la biosintesis de un producto de interés

y construir nuevas cepas recombinantes (31).

El aumento de la productividad o la biosintesis de productos mediante la
inactivacion o sobreexpresion de genes por ingenieria genética se ha incrementado en los
Gltimos afos, pero no siempre con resultados exitosos. ES necesaria una mejor
comprensién de las vias metabdlicas empleadas en el proceso para lograr identificar

cambios genéticos capaces de reproducir resultados exitosos (2).

Estudios de flujos metabdlicos mediante el analisis de modos elementales de flujo,
realizados en cultivos de H. seropedicae en presencia de glucosa como Unica fuente de
carbono, permitié corroborar la presencia de la ruta de ED en esta bacteria. En estas
condiciones la ruta de ED funcionaba en forma lineal (Figura 3). Por otro lado, los anélisis
de flujos metabdlicos permitieron identificar, dentro de la red metabodlica propuesta, otras
rutas que aseguraban una mayor produccion de PHB. Por lo cual, se identificd que un
funcionamiento ciclico de la ruta de ED (Figura 3) se traducia en un mayor rendimiento
de transformacion de glucosa en PHB. Este funcionamiento ciclico, que involucra al pool
de triosas fosfato, permitiria generar mas poder reductor como NADPH, precursor de la
sintesis de PHB. Para ello, seria necesario aumentar el flujo a través de la
gluconeogénesis, mediante la sobre expresion de las enzimas involucradas en el
funcionamiento ciclico de ED (Figura 3). En trabajos previos, se construyd la cepa
recombinante de H. seropedicae Z69 con la sobre expresién del gen fbp. Este gen codifica
para la enzima fructosa-1,6-bifosfatasa que cataliza la conversion de fructosa 1,6
bifosfato a fructosa 6-fosfato (Figura 3). Al realizar los ensayos de crecimiento y
acumulacion de PHB, observaron que la sobre expresién no aumentaba la produccion del
polimero. En el funcionamiento ciclico de ED participan otras reacciones, como son la

conversion de gliceraldehido 3-fosfato a dihidroxiacetona, catalizada por la enzima triosa
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fosfato isomerasa (TpiA) codificada por el gen tpiA, la reaccion catalizada por la enzima
glucosa 6-fosfato isomerasa (Pgi), que transforma la fructosa 6-fosfato en glucosa 6-
fosfato, codificada por el gen pgi y la reaccion que convierte a la fructosa 1,6 bifosfato

en triosas catalizada por la fructosa-bifosfato aldolasa (Fba) codificada por el fba.

Es por ello que se propone sobre expresar el gen fba, tpiA y pgi en H. seropedicae
cepa Z69 y evaluar la produccién de PHB a partir de glucosa como fuente de carbono.
Cabe destacar que las cepas recombinantes conteniendo las copias extras de los genes fba

y tpiA fueron construidas por la Lic. Sabina Fleitas en un trabajo anterior.

Glucosa 5
Via de Entner
l NAD(P)H Doudoroff
G6P 6PG
6PGD
G6PDH
Pgi I
KDPG
F6P

Fbp T
KDPGA

DHAP «—» GAP

TpiA l

PYR

Figura 3: Ruta Entner-Doudoroff lineal (en color amarillo) y ciclica (en color negro). G6P: Glucosa 6-
fosfato. GBPDH: Glucosa 6-fosfato deshidrogenasa. F6P: Fructosa 6-fosfato. FBP: Fructosa-1,6-bisfosfato.
6PG: 6-fosfogluconato. 6PGD: 6-fosfogluconato deshidrogenasa. GAP: Gliceraldehido-3-fosfato. DHAP:
Dihidroxiacetona  fosfato. KDPG:  2-Keto-3-deoxi-6-fosfogluconato. KDPGA: 2-Keto-3-
deoxifosfogluconato aldolasa. PYR: Piruvato. En rojo se muestran las enzimas que se sobre expresaron en
este trabajo. Adaptado de Jojima et al. (32).
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2. Objetivos

2.1 Objetivo general

Optimizar la produccién de PHB en H. seropedicae Z69 a partir de glucosa.

2.2 Obijetivos especificos

221

2.2.2

Construir la cepa recombinante Z69 (pBBR1MCS-2::pgi), derivada de la cepa
salvaje Z69 portando copias extra del gen pgi bajo el control de un promotor

fuerte.
Evaluar el rendimiento de transformacion de glucosa en PHB en las cepas

recombinantes derivadas de la cepa Z69, conteniendo, de forma

independiente, copias extra de los genes fba, tpiA 'y pgi.
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3. Materiales y métodos

3.1 Medios de cultivo, antibidticos vy buffers

Medio TY (Triptona — Extracto de levadura): Triptona 5 g, extracto de levadura 3 g,
CaCl; 0,05 g, H20 1 L, Agar 18 g (en caso de preparar medio s6lido) (33).

Medio LB (Luria - Bertani): Triptona 5 g, extracto de levadura 3 g, NaCl5¢g, H-O 1 L,
Agar 18 g (en caso de preparar medio sélido) (34).

Medio LGI: NH4CI 2,14 g, KH2PO4 Anhidro 11,9 g, KoHPO4 Anhidro 2,13 g, MgSO4
0,1 g, CaCl, 15 mg, FeCl..6H.O 10 mg, Na2M004.2H,0 2 mg, pH 7,0 H,O 1 L. La
glucosa 1M vy el buffer MES 1M, pH 7,0 se esterilizaron por separado en autoclave (20
minutos a 121°C) y se adicionaron al medio de cultivo a la concentracion final indicada

en cada caso (35).

Tabla 3: Antibidticos utilizados en el trabajo.

Antibiotico Sigla Concentracion (pug/mL)
Kanamicina Km 50
Acido Nalidixico Nal 30

Buffer TAE (Tris-acetato-EDTA) 50x: Tris base 242 g, acido acético glacial 57,1 mL,
EDTA 0,5 M pH 8,0 100 mL, H>0 842,9 mL (36).

3.2 Bacterias y plasmidos

En la Tabla 4 se describen las cepas bacterianas y los plasmidos utilizados en este
trabajo. La cepa H. seropedicae Z69 fue aislada originalmente por Baldani et al. y
actualmente disponible en el Centro de Recursos Biologicos Johanna Débereiner (CRB-
JD) con el numero BR 14611.
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Para conservar las cepas por largos periodos de tiempo, las suspensiones celulares,

provenientes de cultivos liquidos frescos, se almacenaron a -80°C en presencia de glicerol

a una concentracion de 20% (p/v).

Tabla 4: Cepas bacterianas y plasmidos utilizados en este trabajo. R: resistente, S: susceptible.

Cepas
H. seropedicae Z69

Z69 (pBBR1MCS-2)

Z69 (pBBR1MCS-2::fba)

769 (DBBRLMCS-2::tpiA)

Z69 (pBBR1MCS-2::pgi)

E. coli TOP10

E. coli TOP10
(PBBRLMCS-2::pgi)

E. coli TOP10 (pRK2013)

Plasmidos

pBBR1IMCS-2

PRK2013

Caracteristicas relevantes

Nal R, KmS
Utilizada como control en los

ensayos de crecimiento. Nal®?, KmR

NalR, KmR

NalRk, KmR

NalR, KmR

Organismo huésped de plasmidos y
construcciones de interés
Cepa donadora en conjugacion
triparental. KmR
Cepa ayudante en conjugacion

triparental

Replicable en H. seropedicae Z69,
contiene un promotor fuerte en LacZ
y KmR,

Genes de transferencia RK2 clonados

en un replicén ColE1 y KmR,

Referencia

Baldani et al.
Construidas por Lic.

Fleitas

Construidas por Lic.

Fleitas

Construidas por Lic.

Fleitas
Construida en este

trabajo
Invitrogen

Construida en este

trabajo

Kovach et al.

Ditta et al.

3.3 Reacciones de PCR v electroforesis en gel de agarosa

Las reacciones de PCR (reaccion en cadena de la polimerasa, de sus siglas en

inglés) se realizaron en el termociclador GenePro (Bioer) empleando las condiciones de

la Tabla 5. Cada reaccion se realiz6 en un volumen final de 20 pL, empleando los

reactivos segun se detalla en la Tabla 6.
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Tabla 5: Programa de amplificacion de PCR.

Pasos Temperatura (°C) Tiempo (min)

Desnaturalizacion

inicial % >0
Desnaturalizacion 95 0:30
Hibridacion 60 0:30
Extension 72 1:30
Extension final 72 10:00
Tabla 6: Mezcla de reaccion de PCR.
Reactivos Concentracion final
Mango Mix 2x (Bioline) 1x
Cebador forward 10 mM 0,5mM
Cebador reverse 10 mM 0,5mM

Agua

ADN -

Volumen final -

Ciclos

30

Volumenes (uL)

10 uL

1 uL

1 uL

1 puL

20 uL
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El ADN utilizado en las reacciones PCR provinieron de lisados celulares o de

extracciones de ADN plasmidico mediante lisis alcalina (punto 3.4y 3.5).

Para la visualizacion de los fragmentos de PCR, se realizaron electroforesis en
geles de agarosa 1% en buffer TAE 1x. Se incorpor0 en el gel de agarosa 0,2 pL del
intercalante GoodView (SBS) luego de fundida la agarosa. Las electroforesis se corrieron
a 90 V durante 40 minutos y se utilizd6 un marcador de peso molecular de 1.000 bp
(Accuris SmartCheck) para determinar el tamafio de los productos analizados.

Para la visualizacién de los productos de PCR, se utiliz6 un transiluminador con

luz ultravioleta (Biriden).

Los cebadores utilizados en este trabajo se muestran en la Tabla 7. Los genes
tpiA, pgiy fba, los cebadores fueron disefiados por la Lic. Sabina Fleitas y se sintetizaron
en Macrogen Inc. (Corea).

Tabla 7: Cebadores utilizados en este trabajo.

Cebadores (5° 2 3°)

) Forward GATGGCAAGCGGCTACAATG
PiA Reverse CGGCTGACAAACCCCTTACT
) Forward TTTCCTGATCTTGCCTGCGT
P Reverse GCTCATGGACGACTCCTCAG
Forward GCAGAAGGGAGACCTGATCG
foa Reverse CAAAAACCGGAACCGCCATT
Forward GTAAAACGACGGCCAG
M13 Reverse CAGGAAACAGCTATGAC

3.4 Lisados celulares
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Una ansada de células frescas de las cepas de E. coli y H. Seropedicae, crecidas
en medio solido LB y TY respectivamente, se resuspendieron en tubos de 1.5mL
conteniendo 100 pL de agua mQ. Las suspensiones se mezclaron mediante agitacion
mecanica en vortex, se incubaron durante 15 minutos a 95-100°C y finalmente se
colocaron durante 20 minutos a -20°C. Antes de utilizar el lisado, éste se centrifugo a
10.400 rpm (Labnet, spectrafuge 24D) durante 10 minutos a temperatura ambiente. Se

utilizé 1 pL de sobrenadante como molde para las reacciones de PCR.

3.5 Extraccion de ADN plasmidico por lisis alcalina

Se cultivaron las células E. coli TOP10 (pBBR1MCS-2::pgi) en 5 mL de medio
LB con Km durante toda la noche con agitacién a 37°C, a 200 rpm. Se centrifug6 todo el
cultivo en tubos de 1,5 mL a 12.000 rpm (Labnet, spectrafuge 24D) durante 1 minuto. Se
descarto el sobrenadante y a las células se les agregaron 300 pL de solucion I fria (50 mM
glucosa, 25 mM Tris.HCI (pH 8,0), 10 mM EDTA (pH 8,0)) y 5 pL de RNAsa (10
mg/mL) y 300 pL de la solucion 11 (8,8 mL de H2O ultrapura + 0,2 mL de NaOH 10M +
1 mL SDS 10%). Los tubos se invirtieron varias veces para mezclar y se incubaron
durante 5 minutos a temperatura ambiente. En este paso, las células se lisan y la solucién
se torna transparente. Luego, se agregaron 300 pL de cloroformo, se suspendi6 con vortex
y posteriormente se agregaron 300 pL de solucion 111 (60 mL de acetato de potasio 5 M,
11,5 mL &cido acético glacial, 28,5 mL H20). Se centrifugé durante 10 minutos a 14.000
rpm (Labnet, spectrafuge 24D). Se retiro la fase superior a un tubo de 1,5 mL nuevoy se
agregaron 660 uL de isopropanol. Se centrifug6 durante 30 minutos a 14.000 rpm y se
descarto el sobrenadante. Se lavo el pellet con 500 pL de etanol 70% frio y se centrifugd
durante 10 minutos a 14.000 rpm. Se descarto el etanol y se secd la muestra utilizando el
speedvac (Labconco). EI ADN purificado se disolvio en 50 uL de agua ultrapura (36).

3.6 Preparacion de E. coli TOP10 competentes

Se cultivaron células de E. coli TOP10 durante toda la noche en tubos de ensayo
con 5 mL de caldo LB en un agitador orbital a 200 rpm a 37°C. Luego se tomaron 3 mL

del cultivo y se transfirieron a un matraz Erlenmeyer de 1 L conteniendo 300 mL de caldo
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LB. Se incubd con agitacion a 200 rpm y 37°C hasta que el cultivo alcanzara una DOsoonm
en el entorno de 0,2 — 0,3. Se colectaron todas las células en dos tubos Falcon® de 50
mL, centrifugando a 7.400 rpm (Sigma, 3-30K) durante 5 minutos a 4°C. Se lavaron los
pellets con 10 mL de CaCl» 0,1 M estéril y frio, y se repitio la centrifugacion. Se suspendid
cada pellet en 2,5 mL de CaCl2 0,1 M frio, se juntaron las suspensiones en un solo tubo y
se mantuvieron durante 30 minutos en frio. Se volvié a centrifugar y se suspendio el pellet
en 20 mL de CaCl, 0,1 M, glicerol 20% (p/v). Se fracciond en tubos de 1,5 mL en
alicuotas de 100 pL y se almacenaron a -80°C hasta el momento de utilizarse. Finalmente,
se realizé un control de contaminacion en placas de petri con LB agar de la suspension
celular obtenida (36).

3.7 Construccion de Z69 (pBBR1MCS-2::pai)

3.7.1 Amplificacién por PCR del gen pgi

Se amplifico mediante PCR el gen pgi utilizando como molde el ADN genomico
de H. seropedicae Z69, previamente extraido con el kit Quick DNA Fungal/Bacterial
Miniprep (Zymo Research) siguiendo el protocolo de los fabricantes. Para esta reaccion
de amplificacion se utilizé la enzima Taqg polimerasa proof-reading (Velocity DNA
polymerase, Bioline) y cebadores disefiados especificamente para el gen pgi (Tabla 7).
Las condiciones de reaccion de PCR y las cantidades empleadas se muestran en la Tabla

8. El programa de amplificacion utilizado se encuentra descrito en la Tabla 5.

La obtencion de un amplicon de tamafio esperado se verific6 mediante su
visualizacion en un gel de electroforesis. ElI fragmento fue purificado mediante la
utilizacion del kit comercial Zymoclean Gel DNA Recovery (Zymo Research), siguiendo

el protocolo de los fabricantes.

29



Tabla 8: Mix de PCR para amplificacion de gen pgi.

Reactivos

Hi-Fi Buffer 5x
Agua
Cebador forward 10 mM
Cebador reverse 10 mM
DMSO

dNTPs 10uM
Velocity DNA polymerase
(Bioline) 2 U/uL
ADN (aprox. 40 ng/pL)

Volumen final

Concentracion y/o

cantidades finales

1x

0,5mM
0,5 mM
4,5%

0,34 uM
1U

20 ng

3.7.2 Digestion del vector con EcoRV o Smal

Volumenes (uL)

10 ulL
30 uL
2,5ul
2,5 ul
2,25 uL

1,7 uL
0,5 uL

0,5 uL

50 L

Se realiz6 la digestion del vector pBBR1IMCS-2 (37) (Figura 4) con las enzimas

de restriccion EcoRV (Invitrogen, 00313332) o Smal

(Bioron, 250135S). Se

seleccionaron estas enzimas ya que realizan un Unico corte en el plasmido, generando

extremos romos. El vector pPBBR1MCS-2 fue seleccionado ya que es replicable en H.

seropedicae Z69, es resistente a Km y contiene un promotor fuerte en LacZ (37).
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Figura 4: Mapa del pldésmido pPBBR1MCS-2. Se muestran los sitios de corte de las enzimas de restriccion

EcoRV y Smal y los sitios de unién de los cebadores M13.

La Tabla 9 muestra los reactivos y las cantidades utilizadas para realizar las
digestiones. La digestion con la enzima EcoRV se incubd a 37°C mientras que la digestion

con Smal se incubd a 30°C. Ambas reacciones se incubaron toda la noche.

Tabla 9: Reactivos y cantidades utilizadas para las digestiones.

Reactivos Cantidades (uL) Concentracion
Enzima 2 20 U/uL
Buffer 10x 2 -
Vector 10 8 ng/uL
Agua 6 -
Volumen final 20 -

31



3.7.3 Ligacion

El gen pgi, obtenido por la amplificacion por PCR, se cloné en el sitio EcCoRV del
vector pPBBR1MCS-2 (37). La ligacion se llevo a cabo ensayando diferentes ligasas T4

de ADN y se evaluaron diferentes condiciones de ligacion (Tabla 10).

Tabla 10: Condiciones de ligacion. Se muestran las enzimas utilizadas junto con las concentraciones del

vector y del inserto empleadas, el tiempo de incubacion y la temperatura.

Marca y nimero de ) . Concentracion
) ) Temperatura  Tiempo de  Concentracion )
catédlogo de la enzima ] » del inserto
) (°C) incubacién  del vector (ng)
ligasa T4 de ADN (ng)
SBS (LINK-30) 16 Toda la noche 8 600

Thermofisher

25 6 horas 8 300

(EL0011)
Invitrogen (11558726) 24 5 minutos 8 750
Takara (2011A) 13 Toda la noche 24 700

Se realizaron controles de ligacion en donde solo se utilizaron las ligasas y el

plasmido previamente digerido.

Se calcularon las relaciones molares de inserto y vector para todas las ligaciones

utilizando la ecuacién a continuacion.

inserto ng inserto pb vector
= - X -
vector pbinserto  ng inserto

Relaciéon molar

La cantidad de pares de bases de inserto utilizada fue de 1.700 pb y la de vector
fue de 5.144 pb. Las concentraciones se estimaron a partir de las electroforesis en gel de
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agarosa, comparando la intensidad de banda con el marcador de peso molecular segun lo

especificado por el fabricante.

3.7.4 Transformacion de células quimicamente competentes de E. coli TOP10

A un tubo de células E. coli TOP10 quimicamente competentes preparadas en el
punto 3.2.5, se le adiciond 15 pL de cada una de las ligaciones mencionadas en la Tabla
10. Esta mezcla se incub6 durante 40 minutos en frio, luego se incubd 2 minutos a 42°C
e inmediatamente se incubd por 2 minutos mas en hielo. Se agregé 1 mL de medio LB

liquido y se incubd una hora en agitador a 37°C, a 200 rpm.

Se rastrillaron 200 pL de la suspension celular en una placa con medio sélido LB,
Kmy X-gal (20 pg/mL). El X-gal es un sustrato que cuando es hidrolizado por -
galactosidasa desarrolla un color azul. Esta enzima es codificada por el gen LacZ presente
en el sitio de clonado del vector. EI X-gal se utiliza como indicador para diferenciar las
células que incorporaron el plasmido con inserto que inactiva la enzima (colonias blancas)

de las que incorporaron el plasmido sin inserto (colonias azules).

Como control negativo se usO una suspension de celulas quimicamente
competentes sin ADN 'y como control positivo se utilizé una suspension de células al cual
se le agreg6 1 puL. de ADN plasmidico (14 ng/uL). Las placas se incubaron a 37°C toda la

noche.

3.7.5 Verificacion de la construccion pPBBR1IMCS-2::pgi

Para la verificacion del sentido del inserto, se realizd una reaccién de PCR
empleando lisados de las colonias blancas de la cepa E. coli TOP10 (b BBR1MCS-2::pgi)
como molde de ADN. Se utilizaron los cebadores M13F y el cebador forward del gen pgi

(Tabla 6). Se siguieron los pasos indicados en 3.3.

Ademas, para verificar la correcta insercion del gen pgi, se extrajo el ADN
plasmidico mediante lisis alcalina de las colonias blancas seleccionadas y fueron

secuenciadas en Macrogen Inc. (Corea) con el cebador M13R. La secuencia obtenida se
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analizd por blatsn empleando como referencia, el genoma de H. seropedicae Z69
(https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE _TYPE=BlastSearc
h&LINK _LOC=blasthome).

3.7.6  Movilizacion del plasmido pPBBR1MCS-2::pgi a H. seropedicae Z69

El plasmido pBBR1MCS-2::pgi se moviliz6 a H. seropedicae Z69 mediante una
conjugacioén triparental. Se empled E. coli TOP10 (pRK2013) como cepa ayudante, E.
coli TOP10 (pBBR1MCS-2::pgi) como cepa portadora del vector construido y H.
seropedicae Z69 como cepa receptora. La cepa ayudante contiene el plasmido pRK2013,
plasmido auxiliar para la movilizacion de plasmidos no auto transmisibles. Este plasmido
contiene los genes de transferencia RK2 clonados en un replicon ColEly confiere
resistencia a Km (38).

Se partié de un cultivo de H. seropedicae Z69 en 5 mL de caldo TY cultivado
durante toda la noche, a 30°C y 180 rpm. Ademas, se creci6 E. coli TOP10 (pPRK2013) y
E. coli TOP10(pBBR1-MCS2::pgi) en tubos conteniendo 5 mL de caldo LB y Km
durante toda la noche a 37°C y 200 rpm. Luego, se transfirieron 100 pL del cultivo de
Z69 a un nuevo tubo con 5 mL de medio TY fresco y se incubo hasta fase exponencial (4
horas) a 30°C. En el caso de los cultivos de E. coli, se repicaron a dos tubos con 5 mL de
caldo LB sin antibiético para cada cepa. En un tubo, se agregaron 5 pL de cultivo y en el
otro 20 pL. Se incubaron 4 horas a 37°C con agitacion mecanica a 200 rpm. Transcurrido
el tiempo, se seleccionaron los tubos que tuvieran aproximadamente la misma DO. Sobre
una placa con medio TY solido, se coloc6 30 pL del cultivo de 269, 30 uL del cultivo de
E. coli TOP10 (pRK2013) y 30 pL E. coli TOP10 (pBBR1MCS-2::pgi) formando una
Unica gota en el centro de la placa. De la misma forma, se realizaron los controles
negativos correspondientes. Para ello, se coloc6 30 pL de cada cultivo de E. coli 0 30 pL

del cultivo de Z69. Las placas de Petri se incubaron a 30°C durante 24 horas (39).

Transcurrido el tiempo, se tom6 cada gota con el ansa y se resuspendié en 1 mL
de medio liquido TY. Mediante técnica de rastrillo se plaguearon 100 uL de cada
suspension celular en placa de Petri con medio TY, Km y Nal y se incubaron a 30°C
durante 48hrs, hasta la visualizacion de colonias aisladas. Las colonias obtenidas se

repicaron a medio TY, Kmy Nal. Se verifico la presencia del vector con inserto mediante
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PCR utilizando el cebador M13R y el cebador reverse del gen pgi, a partir de lisados de

estas colonias. Se siguieron los pasos indicados en 3.3.

3.8 Ensayos de produccion de PHB

Los ensayos de produccion de PHB se realizaron en matraces Erlenmeyer de 2 L
conteniendo 300 mL de medio LGI suplementado con glucosa 30 g/L, MES 50 mM pH
7,0y Km.

Para la obtencion del pre-indculo, se cultivaron las cepas recombinantes derivadas
de H. seropedicae Z69 durante 24 horas en tubos de ensayo con 5 mL de medio TY y
Km. Se utilizaron 5 mL de estas suspensiones celulares para inocular matraces
Erlenmeyer de 1 L conteniendo 100 mL de medio LGI suplementado con glucosa 10 g/L
y Km. Los mismos fueron incubados durante 24 horas, luego de ese tiempo se utilizaron
aproximadamente 30 mL de dicho cultivo para inocular los matraces de 2 L de manera de
partir con una densidad optica (DOs20nm) de aproximadamente 0,5. Los cultivos se
incubaron a 30°C con agitacion orbital mecéanica a 180 rpm. Se realizaron tres réplicas

bioldgicas por cada cepa a estudiar.

A lo largo del periodo de incubacién, se tomaron muestras, de forma aséptica, a
distintos tiempos para determinar DOs20nm, biomasa celular, concentracion de PHB y
concentracion de glucosa. A continuacién, se detalla cémo se procedié para cada
determinacion.

3.8.1 Determinaciones analiticas

38.11 Densidad 6ptica (DO)

Se determind la DO de cada cultivo mediante espectrofotometria utilizando un
espectrofotdmetro UV-1800 (Shimadzu) a una longitud de onda de 620 nm, empleando

agua como blanco y realizando diluciones de la muestra en agua en caso de ser necesario.
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3.8.1.2 Biomasa celular

La biomasa celular se determind por gravimetria, midiendo el peso seco de las
suspensiones celulares crecidas en medio liquido en estufa de cultivo a 60°C. Para ello
se colocé un volumen conocido de cultivo en un tubo de 1,5 mL (previamente pesado) y
se centrifugd a 10.000 rpm (Labnet, spectrafuge 24D) por 10 minutos. El pellet se lavo
dos veces con 1 mL de agua desionizada. Finalmente, se determiné la biomasa de los

pellets celulares, hasta la obtencion de peso constante.

La biomasa, expresada como gramos de peso seco por litro de cultivo, se calcula
como:
(peso tubo con biomasa — peso tubo vacio)

i 9/ =
Biomasa ( /L) = volumen (mL) X 1000

3.8.1.3 Concentracion de PHB

La concentracion de PHB se determind por gravimetria. Para ello se colocd un
volumen conocido de cultivo bacteriano en un tubo cénico de 10 o 30 mL (Corex®)
previamente rotulado y pesado. Se tomaron diferentes volimenes de muestra segun la
estimacion del contenido de PHB, con el fin de obtener una cantidad de producto medible.
Las células se cosecharon por centrifugacion a 10.000 rpm (Hitachi, 20PR-52) durante

10 minutos. El sobrenadante se almacend para realizar otras determinaciones a -20°C.

El PHB acumulado fue purificado a partir del pellet de células obtenido. El pellet
celular se lisd mediante el agregado de un volumen de hipoclorito 5% (p/v) y posterior
incubacién a 37°C durante 2 horas. Transcurrido dicho tiempo los tubos fueron
centrifugados durante 10 minutos a 10.000 rpm (Hitachi, 20PR-52). Se descarto el
sobrenadante y se realizaron dos lavados con 10 mL de agua desionizada (10 min a 10000

rpm). Los tubos con el polimero extraido se secaron a 60°C hasta peso constante.
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La concentracion de PHB se calcul6 de la siguiente manera:

eso tubo con biomasa) — (peso tubo vacio)] * 1000
PHEB (g) _ @ )— (@ )]

L volumen de cultivo (mL)

El contenido de PHB se define como el porcentaje en peso de PHB acumulado en
las células secas totales y se calcula a partir de los datos de biomasa y concentracion de
PHB.

3.8.14 Concentracion de glucosa

Se determiné la concentracion de glucosa en los sobrenadantes de las muestras
utilizadas para determinar PHB. Para ello, se utilizd el kit de glicemia enziméatica AA
liquida (Weiner), segun el protocolo modificado por la Universidad ORT Uruguay. Las

mediciones se realizaron en el lector de microplacas ClarioStar Plus (BMG Labtech).

3.8.14 Rendimientos v productividad

Para calcular el rendimiento de la transformacion de glucosa en PHB YpHp/giuc, S€

utilizo la siguiente ecuacion:

(concentracién PHB tiempoy — concentracion PHB tiempo,)

Y, = — - Y -
PHB/gluc (concentracion glucosa tiempo, — concentracién glucosa tiempo,)

Para calcular la productividad, se dividio la concentracion de PHB (g/L) entre el

tiempo en el que se obtuvo esa cantidad.
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4. Resultados y discusion

4.1 Verificacion de las cepas Z69 (pBBR1MCS-2:fba) vy Z69
(pBBRMCS-2::tpiA)

Se verific6 mediante PCR, la presencia de la construccion pBBR1MCS-2::fba 'y
pBBR1MCS-2::tpiA en las cepas Z69 (pBBR1IMCS-2::fba) y Z69 (pBBR1IMCS-2::tpiA)
que fueron generadas por Sabina Fleitas en el laboratorio de Bioquimica y Gendmica
Microbiana (BIOGEM) del 11BCE.

Se realiz6 una reaccion de PCR utilizando como cebadores el M13F y el cebador

forward de los genes fba y tpiA.

Figura 5: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Carril 1: Marcador de peso molecular (Accuris SmartCheck).
Se sembraron 5 uL de cada producto de PCR. Carriles 2 al 4: productos de PCR obtenidos al emplear los
cebadores M13F y fba F Carriles 5 al 7: productos de PCR obtenidos al emplear cebadores M13F y tpiA F.
En el Carril 2 se us6 como templado lisado de Z69 (pBBR1MCS-2::fha) y en el carril 5 lisado de Z69
(pBBR1MCS-2::tpiA). En los Carriles 3 y 6 se realizd un control negativo empleando como templado el
lisado de 269 (pBBR1MCS-2). En los Carriles 4 y 7 los respectivos controles sin ADN.

En la electroforesis de los productos de PCR (Figura 5, carril 2) se observa una

banda levemente menor a 1.500 pb que corresponde al tamafio esperado para el gen fba.

38



En el carril 5 se observa una banda de aproximadamente 1.000 pb correspondiente al
tamafio esperado del gen tpiA. En el carril 6, correspondiente al control negativo, no se
observa amplificacion, como era de esperar, ya que se emple6 como molde el vector sin
inserto. En el carril 3, correspondiente al control negativo con el vector sin inserto, se

observan bandas muy tenues, correspondientes a amplificacion inespecifica.

4.2 Construccion del mutante Z69 (pBBR1MCS-2::pai)

4.2.1 Amplificacion por PCR del gen pgi y digestion del vector con EcCoRV y

Smal

Se amplific6 mediante PCR el gen pgi utilizando como molde ADN genémico de
H. seropedicae Z69 y empleando una Taq polimerasa proof-reading. Para ello, se
utilizaron los cebadores forward y reverse del gen pgi. La verificacion del tamafio del
producto obtenido se realiz6 mediante una electroforesis en gel de agarosa 1%. Se

realizaron las digestiones del plasmido pBBR1MCS-2 con las enzimas ECORV o Smal.

Figura 6: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Carriles 1 y 2: 5 uL de la digestién del plasmido
pBBR1MCS-2 realizada con EcoRV o con Smal, respectivamente. Carril 3: marcador de peso molecular
(Accuris SmartCheck). Carriles 4 y 5: control negativo sin ADN molde y producto de PCR del gen pgi
empleando ADN de Z69 como molde

Como se observa en la Figura 6, se obtuvo un unico amplicdn en el carril 5, con

un tamafo de aproximadamente 2.000 pb, lo cual corresponde al tamafio del gen pgi
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(1.700 pb). En el carril correspondiente al control negativo de PCR, no se observa
amplificacion. Se purificd la banda del producto de PCR para utilizarlo en la ligacion

posteriormente.

En cuanto a las digestiones, se observa una Unica banda de tamafio esperado,
correspondiente al plasmido lineal en el Carril 1, lo cual indica la digestion total con
EcoRV. Por otra parte, la enzima Smal logro digerir parcialmente el plasmido, ya que se
observan al menos tres bandas, que corresponderian a las tres conformaciones del
plasmido: superenrollado siendo la banda de menor tamafio, lineal y circular abierto

siendo la banda de mayor tamafio.

4.2.2 Ligacion y transformacion de células quimicamente competentes de E.
coli TOP10

Se realizaron diferentes ligaciones del plasmido pBBR1MCS-2, previamente
digerido con EcoRV, con el amplicon del gen pgi vy las ligasas indicadas en la Tabla 10.
Se tomaron 15 pL de ligacion, se transformaron las células de E. coli quimicamente
competentes y se rastrillaron 200 pL de la suspension celular en una placa con medio
solido LB, Km y X-gal (20 ug/mL). En la Tabla 11, se detallan los resultados.

Tabla 11: Resultado de las ligaciones. Se muestra la cantidad de colonias blancas y azules. También se

observa la cantidad de inserto y vector empleado.

Enzima ligasa Colonias Colonias Vector Inserto Relacion molar
T4 de ADN blancas azules (ng) (ng) (Inserto/Vector)
SBS (LINK-30) 0 2 8 600 227
Thermofisher
0 1 8 300 113
(EL0011)
Invitrogen
0 0 8 750 284
(11558726)
Takara (2011A) 28 30 24 700 88
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Con respecto a la enzima de marca SBS, se obtuvieron dos colonias azules y
ninguna blanca. En este caso no se realizaron controles de ligacion. El inserto se
encontraba en mayor cantidad que el vector (relacién molar fue de 227), lo cual es lo

deseado ya que de esta forma se disminuye la probabilidad de auto ligacion del vector.

En cuanto a la enzima de marca Thermofisher, se obtuvo una sola colonia azul.
En el control de ligacion se obtuvieron 30 colonias azules. El control de ligacién consto
en utilizar unicamente la enzima con el vector, sin utilizar el inserto. Ademas, la relacion
molar fue de 113, encontrandose el inserto en mayor cantidad que el vector. Sin embargo,
no se obtuvieron colonias blancas y se obtuvo una Unica colonia azul. Para poder concluir
que la enzima es la responsable de obtener una eficiencia tan baja, se deberian haber
transformado células con la digestion, ya que las 30 colonias azules obtenidas en el

control pueden provenir tanto de una autoligacion o del vector sin digerir.

Para la enzima de Invitrogen, no se obtuvieron colonias blancas ni colonias azules.
Al realizar el control de ligacién, siguiendo el protocolo proporcionado por el fabricante,

tampoco se obtuvieron colonias, lo que indica que la enzima no se encontraba activa.

Debido a estos resultados, se realizaron controles de transformacion empleando
el plasmido sin digerir y se obtuvieron mas de 200 colonias, indicando que no habria
problemas con la transformacion de estas células quimicamente competentes, ni con el
protocolo de transformacion.. Esto nos indica que el problema es con la ligacion,
presumiblemente es con las ligasas T4 de ADN empleadas y/o el protocolo de ligacion.
Ademas, la ligacion de extremos romos tiene menor eficiencia que las ligaciones con

extremos cohesivos.

Finalmente, se obtuvieron 28 colonias blancas y aproximadamente 30 colonias
azules al utilizar la enzima de marca Takara. En este caso, no se realizo el control de
ligacion. Ademas, la relacion molar utilizada fue de 88, lo cual permitié obtener un buen
namero de colonias positivas. Se seleccionaron 10 de las colonias blancas obtenidas y se
realizaron lisados para realizar un PCR que permitiera verificar la presencia del inserto y
su sentido. También se extrajo de ADN plasmidico para verificar lo mismo, pero mediante

secuenciacion.
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4.2.3 Verificacion del sentido del inserto

Para la verificacion del sentido del inserto, se realizd una reaccién de PCR
utilizando los cebadores M13R y pgi reverse. Como se observa en la Figura 7, solamente
hay amplificacion en el carril 7, indicando que solamente la colonia 5 contiene el inserto
en el sentido correcto. Asimismo, el tamafio del amplicén, de aproximadamente 2000 pb,
corresponde al gen pgi. EI ADN plasmidico de esta colonia se envié a secuenciar. El
analisis de la secuencia por blastn mostré que el inserto correspondia al gen pgi y que se

encontraba insertado en el sentido correcto.

2000 pb

Figura 7: Electroforesis en gel de agarosa 1%. En todos los casos se sembraron 5 L de cada producto de
PCR utilizando los cebadores M13R y pgi reverse y lisados de las colonias blancas de E. coli TOP10
(pPBBR1MCS-2::pgi) (Carriles 2 al 10). Carril 1: marcador de peso molecular (Accuris SmartCheck). Carril

11: control negativo sin ADN molde.

4.2.4 Movilizacion del plasmido pBBR1MCS-2::pgi a H. seropedicae Z69

Luego de la verificacion del sentido del inserto, se tomo la tnica colonia positiva
y se procedié a realizar la conjugacion triparental. En este caso, la colonia positiva
demostrd haber incorporado el gen en el sentido correcto para su transcripcion. Se emple6
E. coli TOP10(pRK?2013) como cepa ayudante, E. coli TOP10(pBBR1MCS-2::pgi) como

cepa donadora y H. seropedicae Z69 como cepa receptora.

Luego de realizada la conjugacién y obtenidas las colonias aisladas de la cepa H.
seropedicae Z69 (pBBR1MCS-2::pgi), se verifico la presencia del vector con inserto
mediante PCR utilizando el cebador M13R y el cebador reverse del gen pgi. Se utilizaron
como molde, lisados de seis colonias seleccionadas a partir de la placa que contenia
colonias presuntamente positivas. Los resultados se observan en la Figura 8.
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Figura 8: Electroforesis en gel de agarosa 1%. Se sembraron 5 uL de cada producto de PCR empleando los
cebadores M13R y pgi reverse. Carril 1: Marcador de peso molecular (Accuris SmartCheck). Carriles 2 al
9: productos de PCR empleando, como molde lisados de las colonias de H. seropedicae 269 (pBBR1MCS-
2::pgi) obtenidas luego de la conjugacion triparental. Carril 8: control negativo con lisado de Z69 como

molde. Carril 9: control negativo sin molde.

En los carriles 2 al 7 se observan bandas del tamafio esperado que corresponden
al gen pgi proveniente del plasmido transferido a Z69, con un tamafio de
aproximadamente 2.000 pb, sugiriendo que la conjugacion triparental fue exitosa. Al
utilizar el cebador M13 que se une al vector y el cebador reverse que se une al gen pgi,

se puede afirmar que las cepas de Z69 incorporaron el plasmido con el inserto.
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4.3 Evaluacién de la producciéon de PHB vy rendimiento en Z69

(pBBR1MCS-2::1piA)

La evaluacion de la produccion de PHB en Z69 (pBBR1MCS-2::tpiA) se realizo

en cultivos en medio minimo LGI en presencia de glucosa 30 g/L como Unica fuente de

carbono y Km. Como cepa control se utilizé 269 (pBBR1MCS-2), la cual porta el vector

vacio. Se realizaron tres réplicas biologicas de cada cepa.

Los cultivos fueron incubados a 30°C con agitacion orbital a 180 rpm. A lo largo

de la incubacion se tomaron muestras a tiempo inicial Oh, 16h, 19h, 22h, 25h, 28h y 43h.

Dichas muestras se utilizaron para determinar el crecimiento mediante determinacion de

biomasa, concentracion del PHB y glucosa remanente.

El perfil de produccion de biomasa, PHB y determinacion de glucosa remanente

para la cepa recombinante Z69 (pBBR1MCS-2::tpiA) y para la cepa control Z69

(pPBBR1MCS-2) se muestran en las Figuras 9y 10.
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Figura 9: Perfil de produccién de biomasa, PHB, y determinacion de glucosa en la cepa recombinante
Z69(pBBR1MCS-2::tpiA). Linea azul: PHB en g/L. Linea naranja: biomasa en g/L. Linea gris: glucosa en

g/L. Las barras de error corresponden al desvio estandar.
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Figura 10: Perfil de produccion de biomasa, PHB, y determinacion de glucosa en la cepa control Z69
(pPBBR1MCS-2). Linea azul: PHB en g/L. Linea naranja: biomasa en g/L. Linea gris: glucosa en g/L. Las

barras de error corresponden al desvio estandar.

Como se observa en las Figuras 9 y 10, para ambas cepas se observa un aumento
en la produccién de PHB a medida que el cultivo crece. Asimismo, la glucosa se va
consumiendo durante el crecimiento y sintesis PHB. A las 20 hrs de incubacion, el cultivo
llega a la fase estacionaria la cual se mantiene hasta las 43 hrs, en ese momento la
concentracion de glucosa remanente fue de aproximadamente 10 g/L para ambos ensayos.
Esta es una concentracion esperable ya que estudios previos observaron que el reactivo

limitante era el amonio, acabandose antes que el carbono (2).

La acumulacién maxima de PHB en la cepa control fue de 2,4 g/L a las 43 horas
mientras que, para la cepa recombinante, la acumulacion fue de 2,5 g/L al mismo tiempo.
En cuanto a la biomasa, se obtuvieron 5,8 g/L para la cepa control y 5,9 g/L para la cepa
recombinante, resultando en un porcentaje de acumulacién de PHB de 40,7% para la cepa

control y 42,5% para la cepa recombinante a las 43 horas.
Los rendimientos maximos de transformacion fueron de 0,12 g/g para la cepa

control a las 19 horas y 0,11 g/g para la cepa recombinante a las 28 horas. El rendimiento

de la cepa recombinante a las 19 horas fue 0,10 g/g.
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La Tabla 12 muestra las productividades maximas obtenidas y en el tiempo

alcanzado.

Tabla 12: Productividad maxima de 269 (pBBR1MCS-2::tpiA) y 269 (pBBR1MCS-2)

Cepa Tiempo (h) Q (g/L.h)
Z69 (pBBR1MCS-2::tpiA) 19 0,093
Z69 (pBBR1MCS-2) 19 0,102

Para ambas cepas, las productividades méaximas ocurrieron a las 19 horas con una
diferencia de 0,009 g/L.h. Esta diferencia pareceria no ser importante a la hora de producir
PHB. En este tiempo, los porcentajes de acumulacion fueron de 38,9% para la cepa
control y 37,2% para la recombinante. En este caso, los porcentajes de acumulacion no
demuestran grandes diferencias con los porcentajes de acumulacion maximos, siendo
estos 40,7% para el control y 42,5% para la recombinante. La diferencia de tiempo es de
24 horas, siendo esta una diferencia importante a la hora de producir PHB de forma
industrial. De todos modos, no existe gran diferencia entre la cepa control y la cepa
recombinante. En cuanto a los rendimientos, a las 19 horas, fueron similares para ambas
cepas (0,10 g/g para la recombinante y 0,12 g/g para el control). No se observa para Z69
(pPBBR1MCS-2::tpiA) una mejora en la transformacion de glucosa en polimero. Ambas
cepas tienen un comportamiento similar en cuanto a crecimiento, acumulacion de PHB y
consumo de glucosa. Estos resultados demuestran que la sobre expresion del gen tpiA,
que codifica para la proteina triosa fosfato isomerasa involucrada en la via ED, no tendria
un efecto sobre la acumulacion de PHB.
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4.4 Evaluacién de la producciéon de PHB vy rendimiento en Z69
(pBBR1MCS-2::fha)

La evaluacion de la produccion de PHB en Z69 (pBBR1MCS-2::fba) se realizo
en cultivos en medio minimo LGI en presencia de glucosa 30 g/L como Unica fuente de
carbono y Km. Como cepa control se utilizé Z69 (pBBR1IMCS-2), la cual contiene el

vector vacio. Se realizaron tres réplicas bioldgicas de ambas cepas.

Los cultivos fueron incubados a 30°C mediante con agitacion orbital a 180 rpm.
A lo largo de la incubacion se tomaron muestras a tiempo inicial (Oh), 12h, 15h, 18h, 21h
y 36h. Dichas muestras se utilizaron para determinar el crecimiento mediante

determinacién de biomasa, concentracion del PHB y glucosa remanente.

El perfil de produccién de PHB y de crecimiento (Biomasa) de la cepa Z69
(PBBR1MCS-2::fba) y de la cepa control Z69 (b BBR1MCS-2) se muestra en las Figuras
11y 12.
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Figura 11: Perfil de producciéon de PHB, y concentracion de glucosa en la cepa recombinante Z69
(pBBR1MCS-2::fba). Linea azul: PHB en g/L. Linea naranja: biomasa en g/L. Linea gris: glucosa en g/L.

Las barras de error corresponden al desvio estandar.
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Figura 12: Perfil de producciéon de PHB, y concentracion de glucosa en la cepa recombinante Z69
(pBBR1MCS-2). Linea azul: PHB en g/L. Linea naranja: biomasa en g/L. Linea gris: glucosa en g/L. Las

barras de error corresponden al desvio estandar.

En las Figuras 11y 12, se observa un aumento de produccién de PHB lo largo del
tiempo, alcanzando el mé&ximo a las 36 horas para ambos cultivos. Ambas cepas

produjeron 2,4 g/L de PHB.

Con respecto a la glucosa, la concentracion disminuyo a lo largo del tiempo para
ambos cultivos. A las 36 horas, la concentracion de glucosa remanente en el medio de

cultivo fue de 12,8 g/L para la cepa control y 15,0 g/L para la cepa recombinante.
Se obtuvieron 5,8 g/L de biomasa para la cepa control y para la cepa recombinante
a tiempo final (Figura 11y 12). Los porcentajes de acumulacion en este tiempo fueron de

41,9% para la cepa control y 41,7% para la recombinante.

En cuanto a los rendimientos maximos de transformacion, la cepa recombinante

obtuvo 0,12 g/g a las 18 horas mientras que la cepa control obtuvo 0,08 g/g.

La Tabla 13 muestra las productividades maximas de la cepa recombinante y la

cepa control, junto con los tiempos en los que se obtuvieron.
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Tabla 13: Productividad maxima de 269 (pBBR1MCS-2::fha) y Z69 (pBBR1MCS-2)

Cepa Tiempo (h) Q (g/L.h)
Z69 (pBBR1MCS-2::fba) 18 0,096
Z69 (pBBR1MCS-2) 21 0,100

Al comparar productividades y tiempos junto con los controles, Z69
(pPBBR1MCS-2::fba), obtuvo un productividad de 0,096 g/L.h a las 18 horas mientras que
la productividad méaxima del control fue de 0,100 g/L.h a las 21 horas. A las 18 horas, la
productividad de la cepa control fue de 0,096 g/L.h. Esta cepa fue la Gnica que obtuvo
una productividad maxima en un tiempo distinto a su cepa control. Los rendimientos de
transformacion de glucosa en PHB también siguieron con la linea temporal ya que el
mayor rendimiento de la cepa recombinante se obtuvo a las 18 horas (0,12 g/g) y el del
control se obtuvo a las 21 horas (0,08 g/g). En estos tiempos, la produccion de PHB fue
de 1,7 g/L (18 horas) para la cepa recombinante y 2,1 g/L para la cepa control (21 horas).
Los porcentajes de acumulacién fueron de 33,9% para la recombinante y 37,3% para el
control. Analizando los resultados, el bajo porcentaje de acumulacion de la cepa
recombinante no permite establecer el tiempo 18 horas como un tiempo optimo de
produccion. Sin embargo, a la hora 18 se obtuvo el mayor rendimiento de transformacion

y la mayor productividad.

Ademas, la produccion de PHB continu6, llegando al maximo a tiempo final,

donde la productividad fue de 0,067 g/L.h y la acumulacion fue de 41,65%.
Para ambas cepas, tanto el crecimiento como la acumulacion de PHB y consumo

de glucosa fueron similares. Esto sugiere que la sobre expresion del gen fba, participe de

la via ED ciclica, no logré aumentar la acumulacion de PHB.
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4.5 Evaluacién de la producciéon de PHB vy rendimiento en Z69
(pBBR1MCS-2::pai)

La evaluacion de la produccion de PHB en Z69 (pBBR1MCS-2::pgi) se realizo en
cultivos en medio minimo LGI en presencia de glucosa 30 g/L como Unica fuente de
carbono y Km. Al igual que para las otras cepas recombinantes analizadas anteriormente
en este ensayo, se utilizé6 Z69 (pBBR1MCS-2) como control. Se realizaron tres réplicas

bioldgicas de ambas cepas.

Los cultivos fueron incubados a 30°C con agitacion orbital a 180 rpm. A lo largo
de la incubacion se tomaron muestras a tiempo inicial Oh, 12h, 15h, 18h, 21h, 24h y 39h.
Dichas muestras se utilizaron para determinar el crecimiento mediante determinacion de

biomasa, concentracion del PHB y glucosa remanente.

Las Figuras 13 y 14 muestran la produccion de PHB, el crecimiento celular y el
consumo de glucosa. La Figura 13 corresponde a Z69 (pBBR1MCS-2::pgi) y la Figura
14 corresponde a Z69 (0PBBR1MCS-2).
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Figura 13: Perfil de produccion de biomasa, PHB y concentracién de glucosa en la cepa recombinante Z69
(pPBBR1MCS-2::pgi). Linea azul: PHB en g/L. Linea naranja: biomasa en g/L. Linea gris: glucosa en g/L.

Las barras de error corresponden al desvio estandar.
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Figura 14: Perfil de produccion de biomasa, PHB y concentracién de glucosa en la cepa control Z69
(pBBR1MCS-2). Linea azul: PHB en g/L. Linea naranja: biomasa en g/L. Linea gris: glucosa en g/L. Las

barras de error corresponden al desvio estandar.

La produccion de PHB resulté m&xima a la hora 39 para la cepa control y a la hora
24 para la cepa recombinante. La cepa control logré acumular 2,1 g/L de PHB a las 39
horas mientras que la cepa recombinante acumul6 2,0 g/L en ese horario. A las 24 horas,

la cepa control acumulé 1,8 g/L de PHB vy la cepa recombinante acumulé 2,1 g/L.

A las 39 horas, se obtuvieron 5,6 g/L de biomasa para ambas cepas mientras que
a la hora 24, se obtuvieron 5,4 g/L para la cepa control y 5,6 g/L para la recombinante.
Los porcentajes de acumulacion maximos de PHB fueron de 37,3% para el control y

36,9% para la recombinante.

En cuanto a los rendimientos de transformacion, la cepa recombinante obtuvo un
rendimiento maximo de 0,10 g/g a las 18 horas y la cepa control obtuvo un méaximo de
0,09 g/g a las 21 horas.

La Tabla 14 muestra las productividades méaximas de las cepas 269 (0 BBR1MCS-

2::pgi) y Z69 (pBBR1MCS-2) junto con los tiempos en los que se alcanzaron.

o1



Tabla 14: Productividad maxima de Z69 (pBBR1MCS-2::pgi) y Z69 (P BBR1MCS-2)

Cepa Tiempo (h) Q (g/L.h)
Z69 (PBBR1MCS-2::pgi) 18 0,109
Z69 (pPBBR1MCS-2) 18 0,098

Las productividades maximas tuvieron una diferencia de 0,011 g/L.h. En este
tiempo, los porcentajes de acumulacion fueron de 33,0% para la cepa control y 34,0%
para la cepa recombinante. A las 39 horas, en donde se obtuvo el mayor porcentaje de
acumulacion para la cepa control, la productividad fue de 0,053 g/L.h. A las 24 horas, en
donde se dio la mayor acumulacién de PHB en la cepa recombinante, la productividad de
esta fue de 0,087 g/L.h. A las 24 horas, se obtuvo el maximo de produccion de PHB y
biomasa para la cepa recombinante. En cuanto a los rendimientos, los maximos
alcanzados fueron a las 18 horas para la cepa recombinante y a las 21 horas para la cepa
control. A las 24 horas, l0s Ypngs/giuc fueron de 0,09 g/g para Z69 (pBBR1MCS-2::pgi) y
0,08 g/g para Z69 (pBBR1MCS-2). La diferencia existente entre los rendimientos
maximos y los alcanzados a las 24 horas, no pareceria importante a la hora de producir
PHB a escala industrial, lo cual permitiria seleccionar la hora 24 como el tiempo dptimo
de produccion.

Estos resultados sugieren que la sobre expresion del gen pgi no es la indicada para

aumentar la transformacion de glucosa en PHB en las condiciones del ensayo.

52



4.6 Discusion general

H. seropedicae Z69 logré acumular un porcentaje de PHB de aproximadamente
40% en la cepa control. Este valor coincide con resultados previos obtenidos por Catalan
et al. 2007 (29).

La seleccion de éstas tres enzimas, como blancos de modificacion genética para
aumentar la sintesis de PHB, surgid del analisis de flujos metabdlicos mediante el estudio
de modos elementales de flujo. En estos estudios se logré identificar un modo elemental
de flujo que se ajustaba a las condiciones experimentales. Esta solucion correspondia a
un funcionamiento lineal por la ruta de ED presente en H. seropedicae. En la ruta de ED
lineal, por cada mol de glucosa se producen 1 mol de poder reductor en forma de NADPH
y 2 moles de piruvato. Asimismo, en estos estudios se obtuvieron otros modos
elementales de flujos, algunos de los cuales los rendimientos de transformacion de
glucosa en PHB eran mayores (moles de PHB por moles de glucosa). Uno de ellos
mostraba un funcionamiento ciclico de la ruta de ED, involucrando el pool de triosas
fosfato. Este funcionamiento estaria generando mayor cantidad de NADPH, molécula

clave, junto con el acetil-CoA, para la sintesis de PHB (2).

Es interesante destacar que el funcionamiento ciclico de la via ED ha sido
demostrado en otros microorganismos, entre ellos bacterias del medio ambiente, como
Pseudomonas putida sometidas a condiciones de estrés o también en E. coli recombinante
con el oper6n phbCBA en condiciones de acumulacion de PHB (40, 41). Lee et al.
lograron acumular més PHB al aumentar el nimero de copias de la enzima tpiA en E. coli
recombinante. En este caso, lograron un aumento de 0,4 g/L a 1,6 g/L de PHB utilizando

glucosa como fuente de carbono (42).

Continuando con posibles modificaciones genéticas para aumentar la sintesis de
PHB, se han descrito varios estudios que incorporaron modificaciones genéticas a
distintos microorganismos productores para aumentar su produccién. Lee et al. lograron
aumentar la produccion de PHB de un 50,2% a un 65% al sobre expresar el gen phaC,
que codifica para la PHB sintasa, en Alcaligenes latus. En este estudio se concluyo que
la copia del gen promovié un aumento en el flujo de produccion de PHB (43). En otro

estudio se construyeron cepas recombinantes de A. eutrophus sobre expresando los genes
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phbCAB, phbAB y phbC para estudiar su efecto en la acumulacién de PHB. El operon
phbCAB corresponde a las enzimas B-cetotiolasa (phbA), acetoacetil-CoA reductasa
(phbB) y PHA sintasa (phbC). Se observo que la cepa recombinante que contenia la copia
del gen phbC, acumulaba la mayor cantidad de PHB en comparacion con la cepa control.
Esto permitid concluir que la PHB sintasa era la enzima mas critica en la biosintesis del

PHB. EI porcentaje de acumulacién aumento de un 33,2% a un 40,7% (44).

En este trabajo, los rendimientos entre las cepas recombinantes y sus controles
determinaron que la sobre expresién de los genes estudiados no logré aumentar el
rendimiento de transformacion de glucosa en PHB. Lo que sugiere que no se logré
incrementar el flujo metabolico hacia la produccién de PHB. De todos modos, al tener
una concentracion final de glucosa de aproximadamente 10 g/L en los tres ensayos, se
podria continuar con la produccion por mas tiempo, debido a que las bacterias en general
acumulan PHB en presencia de exceso de fuente carbonada y limitacion de algun
nutriente. Asimismo, se ha descrito que la acumulacion de PHB en H. seropedicae se
encuentra parcialmente asociada al crecimiento lo cual podria indicar que un aumento en
el tiempo de produccion podria resultar en un aumento de produccién de PHB (2). Sin
embargo, las productividades disminuyen a lo largo del tiempo, lo que sugiere que un
aumento en el tiempo no seria una ventaja para las empresas productoras de PHB.
Ademas, la similitud de los resultados entre la cepa control y las cepas recombinantes

podrian mantenerse.

Debido a que los resultados no fueron los esperados, seria fundamental realizar
medidas de actividad enzimatica para comprobar la sobre expresién de las enzimas
estudiadas o cuantificar el ARNm mediante RT-gPCR. Asimismo, se podrian evaluar
estas mismas cepas recombinantes bajo otras condiciones de cultivo, como por ejemplo
bajo condiciones limitantes de oxigeno, amonio o en cultivos continuos donde se pueda
fijar una velocidad de crecimiento 6ptima para la acumulacion de PHB ya que la misma

en H. seropedicae esta parcialmente asociada al crecimiento.

Al comparar los resultados obtenidos en este trabajo, junto con los consultados en
la bibliografia, se sugiere que la acumulacién de un polimero no depende exclusivamente
de las enzimas involucradas en su sintesis. La sobre expresion de las enzimas

seleccionadas en este trabajo, por si solas, no lograron derivar el flujo de carbono hacia
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un incremento en la sintesis de PHB. Esto puede deberse a que se genera un cuello de
botella, ya que la sobre expresion de una sola enzima, lograria aumentar solamente el
flujo a través una reaccion y no de toda la red metabdlica, generando una limitacién por
parte de la reaccién siguiente. El hecho de sobre expresar Gnicamente una enzima, como
el caso de los genes tpiA, fba y pgi, no lograria incrementar el flujo, pudiendo ser otra

opcion sobre expresar dos o las tres enzimas en conjunto.
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5. Conclusiones

Mediante la metodologia realizada se logré construir la cepa recombinante Z69
(pPBBR1MCS-2::pgi) de manera exitosa.

Las cepas Z69 (pBBR1MSC-2:tpiA), Z69 (pBBR1MSC-2::fba) y Z69
(pPBBR1MSC-2::pgi) crecidas en medio definido con glucosa como Unica fuente de
carbono no lograron aumentar el rendimiento de transformacion de glucosa en PHB, con
respecto al control. Estos resultados indican que la sobreexpresion de un solo gen no logra

aumentar la produccion de PHB.
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6. Perspectivas a futuro

Realizar medidas de actividad de las enzimas codificadas por los genes fba, tpiA

Yy pgi, para confirmar que existe la sobre expresion de las enzimas estudiadas.

Realizar ensayos con diferentes condiciones de cultivo para tratar de optimizar la

produccion de PHB.
Construir una cepa recombinante sobre expresando los tres genes estudiados en

este trabajo con el fin de lograr un aumento en el flujo metabdlico de la produccion de
PHB en H. seropedicae Z69.
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