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RESUMEN

Los PHAs incluyen una amplia gama de poliésteres de hidroxiacidos, sintetizados por
bacterias como reserva de carbono y poder reductor. Entre estos polimeros, el mas
estudiado ha sido el PHB formado por unidades de 3HB. La diversidad de posibles
constituyentes determina que los materiales producidos puedan exhibir propiedades fisicas
y quimicas variadas. La importancia de estos compuestos radica en sus propiedades

termoplasticas y en ser biodegradables y biocompatibles.

Herbaspirillum seropedicae es un organismo productor de PHB. Esta es una bacteria
diazotrofa, enddfita de una amplia variedad de plantas. Acumula PHB cuando se cultiva en
presencia de una amplia gama de fuentes carbonadas y posee la ruta clasica de sintesis de
PHB. También acumula el copolimero P(3HB-co-3HV) al crecer en presencia de acido
nonanoico como Unica fuente de carbono. Este compuesto es mas flexible y menos

quebradizo en comparacién al PHB.

Nuestra propuesta de trabajo de laboratorio se basé en el estudio de la produccion de PHAs
por H. seropedicae. Se trabajo con la cepa Z67 a la que se le transfiri6 el vector pLF1,
derivado del vector pHC60, con el inserto correspondiente a parte del operén sbm-ygfD-
ygfG-ygfH de Escherichia coli. Las proteinas codificadas por estos genes forman parte de
una via que sintetiza propionil-CoA. Este compuesto, junto con el acetil-CoA, son los

precursores del HV, un tipo de mondmero constituyente de los PHAs.

En los resultados obtenidos se observ6 una disminucion de la cantidad de PHAs producido
en la cepa conteniendo el plasmido Esto puede deberse al gasto extra de energia que
generaria la replicacion y expresion de los genes contenidos en el plasmido. Por otro lado
se determin6 un contenido de PHB de un 48,6% respecto del peso seco total de la célula en
las cepas salvajes a las 52 h de crecimiento. En cuanto a la produccion de HV, esta fue baja
o0 nula. Esto sugiere que tal vez los tres genes del operén no se expresaron a nivel de la
transcripcion de mRNA o a nivel de la traduccion o que las actividades enzimaticas
correspondientes eran bajas o nulas. También podria deberse a la degradacion de

propionato por el ciclo de acido 2-metil citrico o por la via de los acidos tricarboxilicos.



1. INTRODUCCION

Los plésticos sintéticos derivados del petréleo han sido producidos desde hace méas de 100
afios y éstos se han convertido en un material de uso cotidiano en la sociedad. Hoy en dia
son muy utilizados debido a su facil moldeamiento y alta resistencia quimica. Sin embargo,
suponen un problema ambiental, dado que su conformacion y alto peso molecular dificulta
su degradacion (Singh y Sharma, 2008), permaneciendo en el ambiente por largos periodos
de tiempo (100 afios como minimo) (Lastra et al., 2008). Ademas, la demanda de los
plasticos se ha incrementado en los ultimos afios y sumado a los altos costos del petrdleo,
los cuales rondan los US$ 96,93 por barril, (www.opec.org, consultado 10/07/2012) hacen
que las investigaciones se enfoquen en la busqueda de materiales alternativos con
caracteristicas similares a los productos petrogquimicos y a la vez que no tengan un impacto

tan negativo en el medio ambiente.

Millones de toneladas de residuos son producidos diariamente por las actividades humanas
y los plasticos aportan un gran porcentaje de estos desechos. Segin el PNUMA (Programa
de las Naciones Unidas para el Medio Ambiente), se lanzan al mar 6,4 toneladas de basura
al aflo y este proceso sufre una tendencia ascendente. Se estima que en el Pacifico flota
una isla de materia plastica de hasta 100 millones de toneladas. Las medidas tomadas para
solucionar este problema engloban desde el reciclaje hasta la incineracién de los residuos.
Sin embargo, éstas alternativas no son muy viables debido a que los procesos son muy
costosos, no abarcan todos los desechos y generan gases nocivos para el ambiente

(www.unep.org, consultado 02/02/2012).

Asimismo, dado que el petrdleo es una fuente no renovable, en un futuro cercano se
limitard la posibilidad de obtener el plastico sintético. También cabe destacar el cambio
climatico producto de las emisiones de carbono que se han incrementado en los ultimos

afios debido al uso de petréleo como combustible (Molina et al., 2009).



En este contexto, los biopolimeros, aparecen como una de las alternativas al uso de
petréleo, dada su alta tasa de biodegradabilidad y generacion a partir de sustancias
naturales (Uihlein y Schebek. 2009). Un ejemplo de biopolimeros son los PHAs, materiales
termoplasticos biodegradables, con un importante valor agregado. Son poliésteres
producidos de manera intracelular por una amplia variedad de microorganismos (Madison
y Huisman, 1999). Las propiedades fisico-quimicas de estos materiales dependen del
microorganismo productor y de los nutrientes suministrados al mismo. Algunos
microorganismos presentes en la naturaleza pueden degradarlos en compuestos mas

simples como CO, y H,O (Ha y Cho, 2002).

1.1. CLASIFICACION DE PLASTICOS BIODEGRADABLES

Los polimeros biodegradables son sintetizados a partir de biomasa, productos agricolas y
procesos biotecnoldgicos. Dependiendo de su estructura quimica, se clasifican en: acidos
nucleicos, poliamidas, polisacaridos, poliésteres, politioésteres, polianhidridos,

poliisoprenoides y polifenoles (Steinblichel, 2001).
Los plasticos biodegradables de pueden clasificar en tres grupos:

@ Polimeros quimicamente sintetizados: Son susceptibles a la accion de
microorganismos pero no pueden ser usados con fines comerciales porque sus
propiedades fisicas no son las mas adecuadas. Ej.: Acido poliglicélico, poli(€-

caprolactona), alcohol polivinilico, etc. (Khannay Sivrastava, 2004).

@ Plasticos biodegradables a base de celulosa: Estan compuestos principalmente por
ésteres de celulosa, como acetato de celulosa y nitrocelulosa, y derivados del

mismo, incluyendo celuloide (Khannay Sivrastava, 2004).

@ Plasticos biodegradables a base de almidén: En estos plasticos el almidén actta

como complemento, relleno y agente adherente para crear una mezcla entre
2



almidén y plastico (almidon-polietileno). Las bacterias del suelo degradan el
almidon y también alteran la matriz del pléastico. Esta favorece la biodegradabilidad
pero genera nuevos compuestos recalcitrantes que quedan en el ambiente durante
largos periodos de tiempo. Ademas no son muy resistentes al agua y se hidrolizan

muy facilmente (Khannay Sivrastava, 2004).

@ Poli(acido lactico) (PLA): Es un poliéster alifatico translicido derivado al 100% de
materias primas renovables, producido a partir de glucosa y sacarosa (Khanna y

Sivrastava, 2004).

@ Polihidroxialcanoatos: Son poliésteres alifaticos 100% biodegradables (Khanna y

Sivrastava, 2004).

1.2 POLIHIDROXIALCANOATOS

Los PHAs constituyen una familia diversa de poliésteres, principalmente acidos R-3
hidroxialcanoicos, sintetizados por muchas bacterias gram-positivas y gram-negativas
(Madison y Huisman, 1999). Estas los sintetizan como material de reserva de carbono,
energia y poder reductor, acumulandolos en forma de grénulos (carbonosomas)
(Jendrossek, 2009). Los PHAs se caracterizan por ser termoplasticos, biodegradables y
biocompatibles. Son insolubles en agua, no toxicos y suponen una alternativa ecoldgica a
los pléasticos derivados del petréleo (Galego et al., 2000). Los PHAs pueden ser degradados
intracelularmente por las propias bacterias que los acumulan y también por otros
microorganismos que pueden hidrolizar, fuera de la célula, el material aislado. Ademas de
ser biodegradable, los PHA son reciclables como los termoplasticos petroquimicos
(Madison y Huisman, 1999).



Figura 1. Micrografia electrénica de H. seropedicae con granulos de PHAs (Gracinda da Silva et al.,
2003)

En general, las bacterias lo producen y acumulan en condiciones desbalanceadas de
crecimiento, cuando existe una limitacion de nutrientes esenciales como N, S, O, P o Mg y
un exceso de fuente de carbono (Suriyamongkol et al., 2007). En la figura 1, los asteriscos
(*) indican los granulos donde se acumulan los PHAs. EI primer PHA en ser descubierto,

producido y caracterizado fue el PHB.

Ademas de ser una fuente de carbono para la célula, los PHAs también son fuente de
energia para el proceso de enquistamiento (Azotobacter sp.), de esporulacion (Bacillus sp.)
y para la proteccion del complejo nitrogenasa en las bacterias fijadoras de nitrégeno, dado
que los PHAs son compuestos oxidables. Ademas forman parte de la membrana

citoplasmatica de las bacterias (Almeida et al., 2004; Jendrossek, 2009).



1.2.1 Historia y Produccion

Lemoigne fue el primer investigador en estudiar el PHB en 1926. Posteriormente, en 1972,
Wallen y Rohdwedder confirmaron la presencia de otros monémeros como 3HV, 3HH y
3HHep, al extraer dichos compuestos con cloroformo (Wallen y Rohdwedder, 1974). Las
investigaciones de los PHAs emergieron a causa de la crisis mundial del petréleo, en los
afios 70, que provocoé un notable incremento del precio del combustible fésil. En ese
contexto, surgieron las investigaciones sobre PHAs, y en 1976 se iniciaron los estudios para
producir PHB. La empresa inglesa ICl estudid la sintesis de PHB en Ralstonia eutropha, y en
1981 patentaron la produccion de un copolimero de cuatro y cinco carbonos, denominado
hidroxibutirato e hidroxivalerato, el P(3HB-co-3HV). Este copolimero, conocido como
BIOPOL®, era obtenido a partir de glucosa y acido propiénico (Byrom, 1990). A pesar de su
alto costo, el BIOPOL® fue utilizado en varias aplicaciones en algunos paises
como Alemania. A finales del siglo XX, el precio del petréleo disminuyd, y de la misma
manera decayo0 el interés por los PHAs (Almeida et al., 2004). Un factor que influy6 en el
alto precio de BIOPOL® fue el acido propionico, precursor de propionil-CoA para la sintesis
del 3HV. El &cido propidnico es caro de producir industrialmente y es méas costoso que la

glucosa (Williams y Martin, 2008).

Dada la crisis energética en estos ultimos afios, los plasticos obtenidos a partir de otras
fuentes han tomado un nuevo impulso, ya que ademas del aumento constante en el precio
del petroleo, se ha tomado conciencia de que las reservas se estan agotando de manera
alarmante. Ante esta perspectiva, los PHAs aparecen como una alternativa altamente

prometedora (Almeida et al., 2004).

La ventaja de estos biopolimeros es que pueden degradarse hasta un 80% en soélo siete
semanas en condiciones adecuadas y sin requerir condiciones de compostaje. Sin embargo,
el proceso de elaboracion es muy costoso. Se estima que producir un kilogramo de PHA por
fermentacion bacteriana cuesta 16 délares, mientras que producir un kilogramo de plastico

convencional cuesta s6lo un délar (Lee, 1996). Uno de los principales motivos de esta
5



diferencia es que las bacterias requieren fuentes externas de alimento, como la celulosa,

propionato, glucosa, etcétera (Yamane, 1993). Frente a esta desventaja, las investigaciones

se enfocan en el uso de desechos industriales 0 productos mas baratos como fuente de

alimento para las bacterias, asi como también el disefio de microrganismos con la

capacidad de producir PHAs de manera mas eficiente (Grothe et al., 1999). Asimismo se han

modificado organismos eucariotas para la produccion de PHA pero sin grandes éxitos

(Slater et al., 1999; Suriyamongkol et al., 2007). Actualmente no se ha resuelto el desarrollo

de una estrategia de produccion lo suficientemente rentable para competir con los

plasticos derivados del petrdleo. La Tabla 1 indica las principales industrias productoras de

PHA hasta la fecha.

Tabla 1. Principales industrias productoras de polihidroxialcanoatos a nivel global (modificado de

Chen, 2010)
Empresa Ubicacion Producto Nombre comercial
Metabolix/ADM EE.UU. PHB ; (3HO) P(3HB-co- Mirel
3HV)
PHB Industrial Brasil PHB Biocycle
P(3HB-co-3HV)
Zhejiang Tian An China P(3HB-co-3HV) Ecogen
Biomer Alemania PHB Biomer
Mitsubishi Japon PHB Biogreen
P&G & Kaneka EE.UU./ Jap6n P(3HB-co-3HHXx) Nodax
Bio-on Italia PHAs Minerv-PHA




1.2.3 Propiedades Quimicas y Fisicas

Los PHAs son poliésteres compuestos principalmente por unidades repetidas de (R)-3-
hidroxiacidos, mayoritariamente lineales. El grupo carboxilo forma un enlace éster con el

grupo hidroxilo del monémero siguiente (Madison y Huisman, 1999) (Fig. 2).

Figura 2. A) Estructura general de los polihidroxialcanoatos (Lee, 1996). B) Ejemplos de

polihidroxialcanoatos (modificada de Segura et al., 2004).

Hasta el momento se han identificado mas de 150 hidroxialcanoatos constituyentes de
PHAs. Estos pueden ser saturados, insaturados, halogenados, con grupos aromaticos, etc.
(Steinblichel y Valentin, 1995; Park et al., 2005). Estos hidroxiacidos son incorporados como
monomeros de la cadena del PHA, modificando sus propiedades fisicas y favoreciendo asi

las nuevas aplicaciones de dicho compuesto en el ambito tecnoldgico. Esta variabilidad
7



depende de factores como el tipo de sustrato que se suministra, la especificidad de la
enzima involucrada en la polimerizacion y las diferentes rutas metabdlicas implicadas en la

formacion de dichos monémeros (Madison y Huisman, 1999).

Dependiendo de la naturaleza del polimero, la masa molecular de los PHAs varia entre 50
kDa y 2000 kDa (Bengtsson et al., 2010). El PHB se encuentra dentro de la célula tanto en
estado liqguido como amorfo. Sin embargo, una vez que es extraido usando solventes
organicos, el PHB pasa a un estado cristalino, rigido y quebradizo, confiriéndole poca
resistencia. Ademas su punto de fusién se encuentra muy cerca del punto de degradacion
térmica (180°C y 200°C). Estas caracteristicas hacen que el uso de PHB puro sea muy

limitado (Kim y Lenz, 2001).

Dependiendo de la conformacién de los monémeros, los PHAs se pueden clasificar en dos
grandes grupos: PHAs de cadena corta (PHAssc), constituidos por monémeros de 3 a 5
carbonos; y PHAs de cadena media (PHASyc), conformados por monémeros que van desde
6 hasta 16 carbonos (Steinbtichel y Valentin, 1995). EI PHB es el PHA mas comun y
estudiado. Dependiendo del organismo se pueden obtener copolimeros de PHB por la
adicion de varios sustratos al medio, dando lugar a la formacién de polimeros que
contienen mondmeros de 3HV o 3HB. El copolimero P(3HB-co-3HV) se caracteriza por tener
menor rigidez y ser menos quebradizo que el PHB (Sudesh et al., 2000). El copolimero
puede ser usado para preparar films con excelentes propiedades de barrera al agua y gases
que hace recordar al propileno, pudiéndose procesar a una temperatura inferior. Estos
tipos de polimeros forman parte de los PHAssc,.. Los PHAsyc, Se sintetizan a partir de acidos
grasos u otras fuentes de carbono alifaticas (Brandl et al., 1998). Los PHAsyc. también se

pueden sintetizar a partir de carbohidratos (Huijberts et al., 1992).

La mayoria de microrganismos sintetizan PHAss;, que contienen mayoritariamente
unidades 3HB. Entre los monémeros de cadena corta se incluyen ademas el 3HP, 4HB, 3HV,
4HV, y 5HV (Fig. 2) (Choi y Yoon 1994). En el caso de PHAyc, la mayoria contienen 3HO y

3HD como principales monémeros (Madison y Huisman, 1999).



A diferencia de PHB y P(3HB-co-3HV), los PHAsyq tienen un nivel mucho mas bajo de
cristalizacién y son mas elasticos. Por lo tanto, los PHAyc. son necesarios para cubrir las

necesidades que el PHB y sus copolimeros no abarcan (Gross et al., 1989).

Como se menciond anteriormente, una caracteristica importante de los PHAs es su
biodegradabilidad (Fig. 3). Esto se debe a la presencia de microorganismos en la naturaleza
con hidrolasas capaces de degradar los PHAs. Estan las propias depolimerasas que expresan
los organismos que los acumulan, como enzimas internas y otras que lo degradan como
sustrato externo. Las actividades de estas enzimas varian dependiendo de la composicion
del polimero, sus formas fisicas (amorfas o cristalinas), las dimensiones de la muestra, v,
sobre todo, las condiciones ambientales. La tasa de degradacion de PHA es tipicamente del
orden de unos pocos meses (en las aguas residuales) o afios (en agua de mar) (Williams et
al., 1996).

Figura 3. Degradacion de P(3HB-co-3HV) en lodos de depuracion aerébica. Botellas de P(3HB-co-3HV)
fueron incubadas durante el verano (20°C aprox.) en lodos de depuracion aerdbica. Se muestra la
degradacion de las botellas que fueron tratados por 1, 2, 4, 6, 8 y 10 semanas (de izquierda a

derecha) (Madison y Huisman, 1999)



1.3 BIOSINTESIS DE PHA

1.3.1 Sintesis de PHA de cadena corta

Las bacterias han desarrollado varias vias para la sintesis de PHA, dependiendo del nicho
ecoldgico donde se desarrollen. También se ha visto que las condiciones de crecimiento

influyen en la formacién de PHAs (Madison y Huisman, 1999).

La via clasica de sintesis de PHB implica la participacion de tres enzimas codificadas por el
operon phaABC (fig. 5). La primera reaccién consiste en la condensacion de dos moléculas
de acetil coenzima A (acetil-CoA) para formar acetoacetil-CoA. Esta reaccion es catalizada
por la B-cetoacil-CoA tiolasa codificada por el gen phaA. La segunda reaccion comprende la
reduccion del acetoacetil-CoA a (R)-3-hidroxibutiril-COA por una acetoacetil-CoA
deshidrogenasa NADPH-dependiente, codificada por el gen phaB. Luego, los monémeros de
(R)-3-hidroxibutiril-CoA son polimerizados en PHB por la PHB polimerasa, codificada por el

gen phaC (Reemmer, 2005). La figura 4 indica la via clasica de sintesis de PHB.

1.3.2 Genes phaA, phaB, phaC esenciales para la sintesis de PHAs

Aungue la produccién de PHB la lleva a cabo un vasto numero de procariotas, las
investigaciones sobre los mecanismos de accién de las enzimas B-cetoacil-CoA tiolasa,
acetoacetil-CoA reductasa, y la PHB polimerasa se han centrado principalmente en dos
productores naturales: Zoogloea ramigera y Ralstonia eutropha (Luengo et al., 2003). En la

fig. 5 se representan los genes involucrados en la sintesis de PHB de R. eutropha.
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Figura 4. Via “clasica” de biosintesis de PHB (Modificado de Reemmer, 2009).

Figura 5. Genes principales involucrados en la biosintesis de PHB en R. eutropha (de Luengo et al.,

2003).

Tiolasa de B-cetoacil-CoA: La B-cetoacil-CoA tiolasa cataliza el primer paso en la
formacién de PHB. Esta proteina pertenece a una familia de enzimas implicadas en
la escision tiolitica de substratos de acil-CoA. Estas B-cetoacil-CoA tiolasas se
dividen en dos grupos basados en su especificidad por el substrato. El primer grupo
consiste en tiolasas con una especificidad amplia para B-cetoacil-CoA de 4 a 16

carbonos (Madison y Huisman, 1999). La segunda clase abarca las B-cetoacil-CoA
11



tiolasas biosintéticas, con especificidad por sustratos de 3 a 5 carbonos de longitud

de cadena (Masamune et al., 1989).

El mecanismo enzimatico de la PhaA, que pertenece al segundo grupo de tiolasas,
consiste en dos semi-reacciones que dan lugar a la condensacion de dos acetil-CoA
formando acetoacetil-CoA. En la primera reaccion, una cisteina del sitio activo ataca
una molécula del acetil-S-CoA para formar un intermediario acetil-S-enzima. En la
segunda semireaccién, una segunda cisteina desprotona otro acetil-CoA, resultando
en un intermediario activado del acetil-CoA, que puede atacar el intermediario de
la acetil-S-enzima y formar el acetoacetil-CoA (Masamune et al., 1989). En la figura

6 se indica el esquema de la reaccion.
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Figura 6. Formacion de acetoacetil-CoA (de Williams et al., 1992).

Reductasa de Acetoacetil-CoA: La acetoacetil-CoA reductasa es una (R)-3-
hidroxiacil-CoA deshidrogena que cataliza el segundo paso de la sintesis de PHB,
convirtiendo el acetoacetil-CoA en 3-hidroxibutiril-CoA. La acetoacetil-CoA

reductasa esta clasificada como una reductasa NADPH-dependiente (Madison y
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Huisman, 1999). Aunque se han detectado acetoacetil-CoA reductasas NADPH y
NADH-dependiente en extractos de células de R. eutropha, solamente la primera
estd implicada en la sintesis de PHB (Haywood et al., 1988). Se cree que la
disponibilidad de reducir equivalentes en la forma de NADPH es la fuerza impulsora

para la formacion de PHB (Madison y Huisman, 1999).

PHB polimerasa: La PHB polimerasa es la tercera enzima en la ruta biosintética para
la produccion de PHB. La primer secuencia phaC publicada fue de R. eutropha

(Madison y Huisman, 1999).

La expresion de estos tres genes de R. eutropha en Escherichia coli resulté en la
acumulacién de PHB hasta niveles superiores al 78% respecto del peso seco de células
(Hong et al., 2003). La PHB polimerasa es s6lo un miembro de la familia de las polimerasas.
Es interesante destacar que hay s6lo 15 residuos totalmente conservados entre las 26 PHA
polimerasas conocidas, muchas de las cuales llevan a cabo la formacion de PHA de cadena

corta (Madison y Huisman, 1999).

1.3.3 Formacion de P(3HB-co-3HV) a partir de azUcares por la via de metilmalonil-CoA.

Rhodococcus ruber y Nocardia corallina acumulan PHAs que contienen mondémeros de HV,
incluso en ausencia de nutrientes que generen los tipicos precursores de 3HV como el
propionato. EIl monémero de 3HV deriva del acetil-CoA y propionil-CoA. Este Gltimo es un
producto de la via del metilmalonil-CoA. En esta via, el succinil-CoA se convierte en

metilmalonil-CoA, que es descarboxilado a propionil-CoA (Madison y Huisman, 1999).
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1.3.4 Sintesis de PHAs de cadena media

1.3.4.1 PHAsc. a partir de acidos grasos.

El metabolismo de &cidos grasos representa una de las vias metabdlicas mas comunes para
adicionar mondémeros constituyentes de PHA (Sudesh et al., 2000). En la B-oxidacion se
generan intermediarios como enoil-CoA, 3-cetoacil-CoA y el (S)-3-hidroxiacil-CoA. Estos son

precusores de los mondémeros de PHA (Suriyamongkol et al., 2007).

Los acidos grasos son degradados por la remocion de unidades de dos C como acetil-CoA. El
resto de la via oxida acil-CoA a 3-cetoacil-CoAs via intermediarios 3-hidroxiacil-CoA. La
especificidad de sustrato de la polimerasa de PHASyc. oscila entre monémeros de 6 y 14
carbonos de (R)-3-hidroxi-alcanoil-CoAs, con preferencia hacia monémeros de 8, 9 y 10
carbonos (Huisman et al., 1989). Aun no esta determinado si el transporte de
intermediarios de la B-oxidacion, para la sintesis de PHAyc, es realizado por una epimerasa,
3-cetoacil reductasa o enoil-CoA hidratasa. La composicion de estos polimeros esta
estrechamente relacionada con la fuente de carbono suministrada (Madison y Huisman,
1999). En la via b de la figura 7 se muestra la produccion de PHA obtenida a partir de acidos

grasos.

1.3.4.2 PHAsyc. a partir de carbohidratos.

Una segunda ruta para la sintesis de PHAsyc en bacterias es a través del uso de
intermediarios de la biosintesis de acidos grasos de novo (Fig. 7 vias c, d). A diferencia de
Pseudomonas oleovorans y Pseudomonas fragii, las cuales usan intermediarios de la B-

oxidacion, P. aeruginosa y P. putida producen PHAsy. cuando crecen a partir de sustratos
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no directamente relacionados con los acidos grasos, es decir, cuando la bacteria es
cultivada en un medio con fuentes carbonadas como glucosa, fructosa, glicolato, acetato,
glicerol, etc. (Suriyamongkol et al., 2007). Ademas, tanto en P. aeruginosa como P. putida,
la biosintesis de acidos grasos constituye la principal ruta de sintesis de 3-hidroxiacil-CoA
cuando crecen a partir de fuentes de carbono como carbohidratos, acetato o etanol, que

son metabolizadas via acetil-CoA (Rehm et al., 1998).

Algunas Pseudomonas spp. pueden incorporar monémeros tanto de cadena corta como de
cadena media en una misma cadena de polimero. Esto se produce cuando estas cepas
crecen en presencia de fuentes de carbonos no relacionadas. Las polimerasas que sintetizan
estos PHAsc. Y PHAsyc. deben tener un amplio rango de sustratos (Steinbuichel, 1996). La
figura 7 resume las interconexiones metabdlicas entre las diferentes vias involucradas en la

biosintesis y catabolismo de los PHAs.

1.3.5 Otras vias de produccién de PHAs

El PHB es solo un tipo de PHA y no todas estas bacterias utilizan la misma via para la
biosintesis del mismo. En mutantes de las enzimas tiolasa y reductasa de Aeromonas
caviae, la bacteria emplea una enoil-CoA hidratasa para la formacion del (R)-3-hidroxi
monomero, ya sea a partir de crotonil-CoA o hexenoil-CoA. Otras bacterias sintetizan
copoliésteres de P(3HB-co-3HV) a partir de azlcares, donde el 3HV deriva de la via
metilmalonil-CoA. Methylobacterium rhodesenium también utiliza las actividades de dos
hidratasas para la sintesis de PHB (Mothes et al., 1995). Ademas, esta bacteria también
expresa dos acetoacetil-CoA reductasas constitutivas, una dependiente de NADH y otra

dependiente de NADPH (Mothes et al., 1996).
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Figura 7. Organizacion estructural de los granulos de PHA y las interconexiones metabdlicas entre las
diferentes vias involucradas en la biosintesis y catabolismo de los PHAs. (a) via oxidacién de alcano.
(1) Alcano 1-monooxigenasa, (2) alcohol deshidrogenasa, (3) aldehido deshidrogenasa. (b) B-
oxidacion de acidos grasos. (4) acil-CoA ligasa, (5) acil-CoA deshidrogenasa, (6) enoil-CoA hidratasa,
(7) 3-hidroxiacil-CoA deshidrogenasa, (8) 3-cetotiolasa, (9) (R)-enoil-CoA hidratasa, (10) 3-cetoacil-
CoA reductasa. (c) Biosintesis a partir de carbohidratos. (11) B-cetotiolasa, (12) NADPH-dependiente
de acetoacetil-CoA reductasa. (d) Sintesis de novo de acidos grasos. (13) acetil-CoA carboxilasa,
(14) ACP-maloniltransferasa (15) 3-cetoacil-ACP sintasa, (16) 3-cetoacil-ACP reductasa, (17) 3-
hidroxiacil-ACP reductasa, (18) enoil-ACP reductasa, (19) 3-hydroxiacil-ACP—CoA transacilasa (Luengo
et al., 2003).
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1.4 FORMACION Y ESTRUCTURA DE LOS GRANULOS

En el proceso de formacion de los granulos tanto la PHA polimerasa como la lipasa actdan
sobre los enlaces éster en la interfaz de una vesicula hidrofébica y el agua. La diferencia
entre estas enzimas es el sentido de la reaccion que catalizan, ya sea hacia la formacion o

hidrolisis del enlace éster (Gerngross y Martin, 1995)

La PHB polimerasa esta presente tanto en forma soluble como unida a granulos, aunque la
PHB polimerasa soluble parece ser menos activa. Dado que esta enzima exhibe mayor
actividad al estar enlazada a los granulos, se produce una acumulacién 6ptima de PHB
cuando hay méas enzimas asociadas con el granulo en crecimiento. Por otro lado, se
encontré que la fasina, PhaP, es una proteina de unién a PHAs que determina el tamafio de
los granulos (Wieczorek et al., 1995). La concentracion de PhaP esta inversamente
relacionada con el tamafio de los granulos. Una sobreexpresion de PhaP da lugar a la
formacion de muchos pequefios granulos de PHB, mientras que un mutante en el gen phaP
genera un Unico granulo de PHB. Asimismo PhaP es regulada por un gen phaR en R.

eutropha (Potter et al., 2002).

Los PHAs se acumulan en granulos de diferentes tamafos. Ellos se encuentran rodeados
por una monocapa fosfolipidica (Prieto et al., 1999). Se cree que la envoltura de monocapa
fosfolipidica es necesaria para estabilizar el contacto de los PHAs con el agua del
citoplasma. De esta manera se evita la transicion del poliéster de un estado liquido amorfo
a una forma cristalina méas estable. Ademas se piensa que desempefia un papel como
barrera protectora, evitando el dafio celular causado por la interaccién de PHAs con las

estructuras internas celulares o con las proteinas citosolicas (Luengo et al., 2003).
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1.5 APLICACIONES

Dado que los PHAs son poliésteres naturales termoplasticos, la mayoria de sus aplicaciones
son como reemplazos de los polimeros sintéticos derivados del petréleo que se utilizan
para empague y recubrimiento (Galego et al., 2000). Los esfuerzos iniciales se centraron en
la produccién de articulos como botellas, recipientes para cosméticos, boligrafos, palos de
golf, entre otros. Los envases desechables biodegradables presentan una gran demanda.
Sin embargo, los productos petroquimicos tienen una ventaja dada su excelente
procesabilidad y bajo costo de produccion. En este caso, el objetivo fundamental seria crear
un mercado “ecolégico”, donde la biodegradabilidad le confiera un valor agregado al

producto terminado (Luengo et al., 2003).

Desde 1990 se comenzé a evaluar otras aplicaciones centradas en el area farmacéutica.
Actualmente se estan estudiando los PHAs en forma de microcapsulas para la liberacion
controlada de medicamentos (Galego et al., 2000). En el campo de la oncologia, los PHAs
también estan siendo evaluados para su aplicacion en diferentes tratamientos (Ré et al.,
2005). Por ejemplo, se ha estudiado el uso de nanoparticulas producidas a partir de P(3HB-
co-3HH) como matriz de base para la produccién de un agente nanoterapéutico para la
terapia del cancer (Kilicay et al., 2011). Diversas investigaciones han comprobado que el
PHB es biocompatible, dado que el R-3-hidroxibutirato es un constituyente normal de la
sangre en concentraciones entre 0.3 y 1.3 mM. Se ha visto que el PHB no produce
alteraciones en los pardmetros funcionales, biogquimicos y fisiologicos en los pacientes.
Ademas presenta propiedades mecanicas iguales o aun mejores que los termoplasticos

petroquimicos (Ré et al., 2005).

Las propiedades elastoméricas de los PHAsyc. ofrecen una amplia gama de aplicaciones en
el campo de la medicina como precursor de moléculas con propiedades anti-reumaticas,
analgésicas, radiopotenciadores y anti-tumorales. Se los usan también para producir

biopeliculas médicas y dispositivos especiales como soportes de farmacos, nuevos tipos de
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suturas, soportes regenerativos de tejidos vasculares, etc. (Pouton y Akhtar, 1996; Zinn et
al., 2001; Shishatskaya et al., 2000; Luengo et al., 2003).

A pesar que los PHAs se asocian cominmente como alternativas potenciales a los plasticos
petroquimicos, hay una gran diversidad de constituyentes de PHAs que proveen
alternativas a otros productos derivados del petréleo. Uno de los intereses es el desarrollo
de biocombustibles. Los alcoholes de cadena larga tienen mayor densidad y menor presion
de vapor que el etanol y han sido considerados biocombustibles de préxima generacion
(Connor y Liao, 2009). La sobreexpresion de 2-cetoacidos en E. coli fue previamente
desarrollada para la produccién de alcoholes de cadena larga y ramificada (Atsumi et al.,
2008).

La condensacion de acetil-CoA con derivados de 2-cetobutirato, 2-cetoisovalerato, 2-
cetovalerato, 2-ceto-3-metilvalerato o 2-ceto-4-metil-pentanoato da lugar a los
constituyentes de PHAs: 3HV, 3-hidroxi-4-metilvalérico, 3-HH, 3-hidroxi-4-metilhexanoico y
3-hidroxi-5-metilhexanoico, respectivamente (Steinbuichel y Valentin, 1995). La figura 11
marca un ejemplo de la condensacion de acetil-CoA con el CoA derivado del 2-cetobutirato
(Slater et al., 1999). Estos cinco 3-hidroxiacidos pueden ser reducidos a su correspondiente
aldehido y alcohol quimicamente, bioquimicamente o bioldégicamente. Asimismo, la
despolimerizacion de PHAs, seguida por la remocién del grupo hidroxilo y la reduccion del
acido a alcohol resultaria en: 1-butanol, 3-metil-1-butanol, 1-pentanol, 3-metil-1-pentanol

and 4-methyl-1-pentanol respectivamente (Fig. 8, Atsumi et al., 2008).
Actualmente, la produccion de PHAs esta dirigida a ser competitiva a nivel de costos,

usando los métodos de fermentacion de bioingenieria convencionales, en comparacion con

el polipropileno y polietileno derivados del petroleo (Harding et al., 2007).
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Figura 8. Esbozo de una estrategia de ingenieria para la produccion de alcoholes de cadena
ramificada mayor de 2-ceto acidos que se producen normalmente para la biosintesis de
aminoacidos, (de Atsumi et al., 2008). La condensacion de acetil-CoA con los derivados CoA de 2-

cetobutirato, 2-cetovalerato, 2-ceto-3 metilvalerato o 2-ceto-4-metil-pentanoato puede dar lugar a

la formacion de PHA.
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1.6 ORGANISMOS NATURALES PRODUCTORES DE PHA

El mayor esfuerzo dirigido a comercializar PHAs fue el de Imperial Chemical Industries, Ltd.,
en los afios 70. Dado el bajo costo del metanol y la experiencia de ICI con las
fermentaciones del metanol, se ensayaron bacterias metilotréficas como primera eleccion.
Sin embargo, la cantidad de polimero producido por las células era insuficiente y su peso
molecular era demasiado bajo como para tener aplicaciones comerciales. El segundo
organismo de eleccion fue Azotobacter, dado que era una bacteria conocida como buena
productora de PHB. Sin embargo, las cepas estudiadas eran inestables y secretaban
polisacaridos. Obviamente, la formacién de cualquier subproducto es indeseable y su
presencia se debe mantener a un minimo, dado que impacta directamente en el
rendimiento del producto. El tercer organismo de eleccion fue R. eutropha, que produce
PHB de alto peso molecular al crecer en presencia de fructosa como fuente de carbono. La
acumulacién de PHB por R. eutropha se da preferentemente bajo condiciones limitantes de

nitrégeno o fosfato (Byrom, 1987).

Después del descubrimiento del P(3HO-co-3HH) (Fig. 2) producido por P. oleovorans al
crecer en octano, el rango de los diferentes constituyentes de PHAs se expandid
rapidamente y actualmente, cerca de 150 diferentes mondmeros de PHAs han sido
identificados (Park y Lee, 2005). La comparacién de la cantidad de PHAs producido por
diferentes organismos no es generalmente informativa, ya que esto depende de la
diversidad de los PHAs, los organismos de produccién, los sustratos y las condiciones de
crecimiento que utilizan los diferentes laboratorios. Por lo tanto, los resultados se
presentan generalmente en términos de “acumulacion de PHA como el porcentaje de peso
seco de la célula” y “porcentaje de determinado mondmeros respecto al polimero total”
(Madison y Huisman, 1999).
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1.7 ORGANISMOS RECOMBINANTES PRODUCTORES DE PHAs

La sintesis de PHA requiere de la accién de unas pocas enzimas. Sin embargo, hay una gran
cantidad de actividades metabdlicas que influyen en la acumulacion de PHA (Fig. 7). Para
lograr una produccion comercial exitosa de PHA es necesario optimizar al maximo las
condiciones de fermentacion y la eficiencia de formulacion del producto en los
procesamientos posteriores. Es deseable alcanzar altos niveles contenidos de PHA, asi
como una alta productividad en términos de gramo de producto obtenido por unidad de
volumen y tiempo, y rendimiento por gramo de sustrato. Los productores naturales de
PHAs a menudo tienen un largo tiempo de generacion, una temperatura de crecimiento
relativamente baja, a veces son dificiles de lisar y contienen vias para la degradacion de
PHA. Estas desventajas dificultan su uso en la produccién industrial de los biopolimeros. E.
coli no tiene la capacidad de sintetizar o degradar PHAs pero crece rapido, a una
temperatura mas alta y las bacterias son faciles de lisar. El rapido crecimiento permite
disminuir los tiempos de fermentacién, mientras que la temperatura de crecimiento mas
alta le da un ahorro de costo asociado con el sistema de refrigeracion del recipiente de
fermentacion. La facilidad para lisar la célula permite ahorrar costos durante la purificacion

de los granulos de PHA (Suriyamongkol et al., 2007).

1.7.1 Escherichia coli

E. colies el microorganismo mejor conocido. Se han expresado los genes pha de varias
especies bacterianas en E. coli, obteniéndose buenos rendimientos de produccion del
polimero (Zhang et al., 1994). Al no poseer enzimas que degraden los PHAs, permite la
acumulacion de polimero con un elevado peso molecular. Los genes que participan en la

sintesis de PHB de Azotobacter (phaB, phaA y phaC) han sido clonados, caracterizados en el
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laboratorio y transferidos a una cepa de E. coli adecuada para la produccién del polimero

(Slater et al., 1988; Schubert et al., 1988). También una variedad de otros polimeros, tales

como P(3HB-co-3HV), P(3HB-co-4HB), P(4HB), y P(3HO-co-3HH), han sido sintetizados por E.

coli modificada por ingenieria genética (Schiibert et al., 1988).

PHB. Se vio que los granulos de PHB podian producirse en cepas de E. coli
conteniendo los genes de R. eutropha (Slater et al., 1992). A pesar que la cepa
recombinante de E. coli era capaz de sintetizar granulos de PHB, las células eran
incapaces de acumular niveles equivalentes a los de los productores naturales al ser
cultivados en un medio definido (Kim et al., 1992). Sin embargo, se reportd
recientemente que E. coli podia acumular PHB hasta un 85,8% del peso seco
celular, al ser cultivada en un medio minimo con glucosa sin adicionar inductor

(Kang et al., 2008).

P(3HB-co-4HB) y P(4HB). P(4HB) fue producido en E. coli mediante la introduccion

del gen hbcT de Clostridium Kkluyveri y el gen phaC de R. eutropha. El gen hbcT
codifica para una &cido 4-hidroxibutirico-CoA transferasa. El 4HB producido por
esta enzima luego es incorporado a la cadena de PHA por la polimerasa PhaC de R.
eutropha. El clon recombinante de E. coli produjo PHA conteniendo 4HB cuando
crecié en presencia de 4HB y glucosa. En ausencia de glucosa y en presencia de
4HB, se acumul6 un copolimero de P(3HB-co-4HB) constituido por hasta un 72% de
3HB, aun en ausencia de los genes de phbA y phbB. Esto sugiere que E. coli contiene
una via desconocida que permite la conversion de 4HB a 3HB dando lugar a una
fraccion baja de 4HB (Hein et al., 1997). El P(3HB-co-4HB) ha sido estudiado por su
potencial uso biomédico, dado que presenta propiedades particulares que los
diferencia de otros PHAs (William y Martin, 2008).

P(3HO-c0-3HH). E. coli ha sido también disefiada para producir PHAsyc mediante la
adicion de genes phaCly phaC2 de P. aeruginosa (Qi et al., 1997). Se presumio que
esta cepa recombinante acumulaba intermediarios de la via de la B-oxidacion que
podrian ser incorporados en PHA por las polimerasas. Las cepas recombinantes de

E. coli acumularon PHA hasta un 21% del peso seco celular al ser cultivadas en caldo
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LB conteniendo decanoato. El polimero contenia principalmente 3-

hidroxidecanoato (73%) y 3-hidroxioctanoato (19.0%) (Langenbach, 1997).

@ P(3HB-co-3HV). El disefio de E. coli para producir P(3HB-co-3HV) requirié alterar el
metabolismo enddégeno de la bacteria E. coli en vez de introducir un set
especializado de genes. La fraccion de 3HV en el copolimero era dependiente del
porcentaje de propionato suplementado durante la fermentacion (Yim et al., 1996).
Recientemente Chen y col. (2011) disefiaron una bacteria recombinante de E.coli
capaz de producir P(3HB-co-3HV) a través de la via treonina desaminasa utilizando

una fuentes de carbono no relacionada y sin la adicion de propionato.

1.7.1.1. Sintesis de propionato (precursor de hidroxivalerato) en E. coli

E. coli tiene la capacidad de sintetizar metionina a partir de homocisteina mediante dos
posibles enzimas metionina sintasa, una dependiente de vitamina By, (cobalamina)-(MetH)
y otra independiente de la vitamina By, (MetE) (Foster et al., 1961, 1964; Guest et al.,
1964). Por otro lado, E. coli no requiere cobalamina para crecer, aunque la utiliza cuando

esta disponible (Haller et al., 2000).

Se ha postulado la existencia de una via cobalamina dependiente paraE. coli que cataliza la
conversion de succinato a propionato (Haller et al., 2000). Los genes asociados con esta via
se agrupan en un operén formado por cuatro ORFs: sbm-ygfD-ygfG-ygfH (actualmente
cambio la nomenclatura a scpA-argK-scpB-scpC) (fig. 9, A). Sbm es una metilmalonil-CoA
mutasa (MCM), dependiente de vitamina B;, que cataliza la conversion de succinil-CoA a L-
metilmalonil-CoA. Por otro lado, YgfG es una metilmalonil-CoA descarboxilasa, que cataliza
la descarboxilacion de metilmalonil-CoA a propionil-CoA. YgfG es una enzima miembro de la
superfamilia crotonasa que catalizan la reaccion que genera un intermediario anion enolato

estable (figura 9, B). Dependiendo de la reaccion, el intermediario es clivado en diferentes
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tipos de productos via racemizacion/epimerizacion, deshidratacién, deaminacion o

cicloisomerizacion (Babbitt et al., 1996).
Finalmente, YgfH es una transferasa de propionil-CoA:succinato-CoA cuyo rol es transferir el

CoA del producto de propionil-CoA a un succinato disponible, dando lugar a otro ciclo de

descarboxilacion de succinato a propionato (Haller et al., 2000).

sbm vefD  yefG ygfH
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| 0
b /\)L ———-Shm 020%5{: A
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_; ”

SCOA

Propionyl CoA

Figura 9. (A) Operdn que contiene los genes para la sintesis de propionato. (B) Via para la conversién

de succinato a propionato en E. coli (Haller et al., 2000).

A la cuarta proteina, YgfD, no se le pudo asignar una funcién a pesar de que las
investigaciones realizadas la sugieren como una posible quinasa/fosfatasa que estaria
involucrada en la regulacion de las otras enzimas (Haller et al., 2000). También se le ha
asignado una funcion a ArgkK, involucrada en la regulacion del transporte de aminoécidos

cationicos (Celis et al., 1998).
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Se pensaba que este operon, a pesar de ser funcional in vitro, no se expresaba in vivo. Esto
se indicaba en la anotacion del primer gen como “sleeping beauty mutase” (sbm) (Haller et
al., 2000). Sin embargo, afios después, Froese et al., demostraron que la proteina Sbm era
expresada de forma enddgena en células de E. coli y por lo tanto no era sleeping. También
se observo que YgfD y Sbm interactuaban tanto in vitro como in vivo. Se demostré que YgfD
se unia y clivaba GTP, y esta union integral era fundamental para su interaccion con Sbm.
Asimismo, estos estudios revelaron la actividad funcional para YgfD, como el cuarto
miembro del oper6n Sbm y que ambos interaccionaban in vivo. En la discusién del articulo
se indicaba que el operén sbm no parecia ser esencial para el crecimiento de la célula, al

menos bajo las condiciones de cultivo usadas en el estudio (Froese et al., 2009).

Todas las enzimas producidas por este operdon son suficientes para formar un ciclo
metabolico por el cual E. coli puede catalizar la descarboxilacion de succinato a propionato,
a pesar de que el contexto metabdlico de este ciclo es desconocido (Haller et al., 2000).

En sintesis, la enzima Sbm cataliza la conversion dependiente de By, de succinil-CoA a (2R)-
metilmalonil-CoA. Luego una metilmalonil-CoA decarboxilasa (YgfG), cataliza la conversion
de (2R)-metilmalonil-CoA a propionil-CoA. Esta actividad es biotina independiente.
Finalmente, el propionil-CoA es regenera succinil-CoA por una propionil-CoA:succinil-CoA

transferasa (YgfH) (Haller et al., 2000).

1.7.2 Salmonella entérica

También se han utilizado cepas de Salmonella como productores recombinantes del
copolimero P(3HB-co-3HV). Aldor y col. (2002) utilizaron una cepa de S. entérica con una
mutacion en el gen prpC y la modificaron genéticamente para producir P(3HB-co-3HV). Se
le insert6 un plasmido que contenia el operdn phaBCA de Acinetobacter para la sintesis de
polihidroxialcanoatos y un segundo plasmido con los genes sbm y ygfG de Escherichia coli

bajo un promotor independiente (ver fig. 10) (Aldor et al., 2002).
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Figura 10. Via metabolica de sintesis de P(3HB-co-3HV) a partir de glicerol en Salmonella. 1, sleeping
beauty mutase, SBM. 2, metilmalonil-CoA descarboxilasa (YgfG). 3, B-cetotiolasa, PhaA/ 3-
cetotiolasa, BKtB. 4, acetoacetil-CoA reductasa, PhaB. 5, PHA sintasa, PhaC. 6, 2-metilcitrato sintasa,
PrpC. Se muestra el ciclo de Krebs (izquierda) y el ciclo del acido 2-metilcitrato (derecha), que
compiten por la acetil-CoA y propionil-CoA. El ciclo del 2-metilcitrato esta bloqueado en el sistema

de expresion descrito (de Aldor et al., 2002).

1.7.2.1 Produccion de P (3HB-co-3HV) por Salmonella.

Aldor y col. (2002) estudiaron la produccion de P(3HB-co-3HV) por S. entérica. Los
precursores de este copolimero fueron acetil-CoA y propionil-CoA (Steinbuchel y Schlegel,

1991; Bramer et al., 2002).

Como se menciond previamente, E. coli puede producir propionato a partir de compuestos
organicos porque contiene el operén sbm-ygfD-ygfG-ygfH, que codifica para una via que
convierte el succinato en propionato (Fig.10). Aldor y col. (2002) insertaron parte de este

operén en una cepa de S. entérica. Esta via permitié generar propionil-CoA para la

27



produccion de P(3HB-co-3HV) en la cepa recombinante. En la cepa de Salmonella se
observo una variacion en la fraccion del monémero 3HV en el copolimero, al ajustar las
concentraciones de cianocobalamina (precursor de la coenzima B;,) en el medio. Al ensayar
una concentracion de cianocobalamina de 1 pM, se alcanzé una produccién maxima de
3HV, representando el 16% del peso del copolimero. A esta concentracion también se

obtuvo un 45% de copolimero respecto al peso seco celular (Aldor et al., 2002).

Es interesante destacar que la produccion de 3HV depende de la disponibilidad de
propionato. El ciclo del acido 2-metilcitrico (Fig. 10) es responsable del catabolismo de
propionato en muchas bacterias gram-negativas cuando éste es consumido como Unica
fuente de carbono. Se cree que este ciclo es una via de detoxificacion para el propionil-CoA
(Horswill et al., 2001). La bacteria utilizada por Aldor y col. (2002) presentaba una mutacién
en el gen prpC para evitar el catabolismo de propionato por esta via. La B-oxidacion de
acidos grasos de cadena impar es otra via de catabolismo del propionil-CoA, donde la
propionil-CoA descarboxilasa trasforma este sustrato a metilmalonil-CoA. Este Gltimo daria

lugar a succinil-CoA (www.biocarta.com).

El ciclo de Krebs y el ciclo del acido 2 metilcitrico compiten por los precursores de acetil-
CoA y propionil-CoA, necesarios para la produccion de P(3HB-co-3HV). La citrato sintasa
condensa una molécula de acetil CoA y de oxalacetato para generar citrato dentro del ciclo
de Krebs. Paralelamente, la 2-metilcitrato sintasa condensa una molécula de propionil-CoA
y oxalacetato para sintetizar 2-metilcitrato para el ciclo del acido 2-metilcitrico (Fig. 10)
(Aldor et al., 2002).

1.7.3 Produccién de PHA en organismos eucariotas

En un esfuerzo por reducir los costos del PHB, se desarrollaron programas para la

produccion de PHB en vegetales. Los vegetales como canola, girasol o maiz, han sido
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intensamente empleados para la produccion comercial de aceites. Si uno fuera capaz de
reemplazar el aceite acumulado por PHAs y alcanzar una acumulacién del polimero de un
30% en las semillas, la produccion de PHA por acre (0.405 hectareas) podria ser de
alrededor de 350 Ib. La produccion de 1 billén de Ib de PHAs requeriria entonces un area de
2.5 millones de acres. Si bien se ha estudiado la produccion de PHAs en plantas
transgénicas durante 20 afios, hoy en dia no es viable dada la baja cantidad de PHB
producido. Asimismo, varios estudios actuales han reportado la sintesis de PHAs en
levaduras, células de insecto, y varias especies de plantas pero en muy bajas cantidades
(Somleva et al., 2008).

1.7.3.1 Saccharomyces cerevisiae

A diferencia de E. coli, donde la via completa de sintesis de PHB debe ser introducida para
que se acumule el polimero, en levaduras, el PHB fue producido por la expresion de sélo
una parte de la via biosintética. Los granulos de PHB pudieron ser visualizados en células de
S. cerevisiae cuando solo el gen de la polimerasa de PHB de R. eutropha se introdujo en la
célula. Sin embargo, el PHB fue acumulado alcanzando sé6lo un 0.5% del peso celular seco
(Leafetal., 1996).

1.7.3.2 En células de insecto

La expresion del gen phbC de R. eutropha en células de insecto fue inicialmente lograda en
Trichoplusia ni (Gusano medidor del repollo) usando un sistema de baculovirus. La

expresion de phbC fue exitosa. A pesar de que se logro producir PHB, solo 1 mg de PHB fue
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aislado a partir de 1 litro de células, lo que correspondia a 0.16% de peso celular seco
(Williams et al., 1996).

1.7.3.3 Plantas

A diferencia de las bacterias, las células eucariotas son altamente compartimentalizadas.
Los genes pha deben estar dirigidos a los compartimentos de las células de las plantas
donde la concentracion de acetil-CoA es la mas alta y de manera que el crecimiento de la
planta no se vea limitado por los impactos negativos que resultan de la desviacion de

recursos hacia la produccién de PHB (Dalton et al., 2011).

Se ha trabajado de forma considerable para sintetizar P(HB-co-HV) en plantas. Se pensé que
esto podria producir grandes volimenes de PHAs a bajo costo a partir de diéxido de
carbono y luz solar (Snell et al., 2002). Sin embargo, cuando un grupo de investigacion de
Monsanto modificé semillas de Arabidopsis thaliana y Brassica napus, el contenido del
copolimero total alcanzo sélo el 3% con respecto al peso seco celular (Fig.11) (Slater et al.,
1999), muy por debajo del orden de 15%, considerado suficiente para realizar la extraccién
y el procesamiento econémico. La via de succinil-CoA-propionil-CoA es probablemente
inadecuada para las plantas transgénicas, porque estos organismos no sintetizan ni utilizan
la vitamina Bj,. Otra desventaja es que la composicion de copolimero es mas dificil de

controlar en plantas que en un sistema microbiano (Aldor et al., 2002).
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Figura 11. Disefio de Arabidopsis para producir P(3HB-co-3HV. El proyecto de ingenieria para la
produccién de 3HV, se muestra en la rama inferior y consiste en la condensacién de acetil-CoA con el
derivado CoA de 2-cetobutirato (Slater et al., 1999). La misma estrategia se desarrollé para la
condensacion de acetil-CoA con el correspondiente derivado de 2-ceto-3-metil-valeril-CoA y otros 2-

cetoécidos discutidos anteriormente.

1.8 IMPORTANCIA DE LOS PHAs EN LA NATURALEZA

Ademas de material de almacenamiento de carbono y equivalentes reductores de bajo
peso molecular, el PHB forma parte de las bacterias que tienen canales de calcio (Paviov et

al., 2005).

Se comprob6 que las cepas bacterianas capaces de sintetizar el polimero de reserva
tenian mayor supervivencia, y mas capacidad de competir con otras bacterias autoctonas

en ambientes naturales. Asimismo, la exposicion al etanol o al estrés térmico, era resistida
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mejor por los microorganismos que tenian la capacidad de degradar PHAs que por aquellos

que, aungue disponian del polimero, eran incapaces de utilizarlo (L6pez et al, 1995).

Ante condiciones adversas, las bacterias son capaces de responder con
diversos mecanismos que les permiten hacer frente a dichas condiciones. Uno de estos
mecanismos es la respuesta general a estrés que involucra un factor sigma (o) alternativo
de la ARN polimerasa, denominado o®. Este factor es codificado por el gen rpoS, cuya
funcidon es controlar la expresion de los genes involucrados en la respuesta al estrés
(Watson et al., 2006).

El otro mecanismo de proteccion bacteriana ante ambientes hostiles involucra un aumento
en la concentracién intracelular de tetrafosfato de guanosina (ppGpp), una molécula que
regula la expresion de varios genes, entre ellos el rpoS, que codifica para la sintesis de ¢°
(Watson et al., 2006). Investigadores comprobaron que la degradacion de PHA tenia algun
efecto sobre estos mecanismos de repuesta al estrés en las bacterias. Al exponer cepas
de P. putida a un ambiente en ausencia de fuente de carbono, se iniciaba la degradacion del
polimero. En esas condiciones, la cepa que tenia la capacidad de despolimerizar PHA
aumentaba la cantidad de ppGpp y de o°. Estos resultados permitieron determinar que
existe una relacion entre la degradacion de los PHAs y el mecanismo bacteriano de
respuesta al estrés controlado por RpoS, que tal vez se encuentre mediado por ppGpp (Ruiz
etal., 2004).

1.9 REGULACION DE LA SINTESIS DE PHA

La regulacion de la produccion de PHA es compleja. A nivel fisioldgico, se regula a través de
la presencia de cofactores enzimaticos y la disponibilidad de metabolitos y a un nivel
genético, a través de factores-o alternativos, la expresion de sistemas regulatorios de dos

componentes y moléculas de autoinduccion (Madison y Huisman, 1999).
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Las mutaciones en el gen phbHI en R. eutropha alteraron el tiempo de sintesis de PHB,
sugiriendo un rol regulatorio de esta proteina sobre las enzimas que participan en la

sintesis de PHB (Pries et al., 1991).

Muchas Pseudomonas son capaces de sintetizar PHAs por dos vias diferentes: a través de la
biosintesis de &cidos grasos cuando crecen a partir de gluconato o a través de la
degradacion de acidos grasos, cuando crecen a partir de acidos grasos como fuente de
carbono. En P. aeruginosa, la via del gluconato es estrictamente controlada por RpoN, la
subunidad ¢ de la ARN polimerasa, mientras que la via de sintesis de los 4cidos grasos es
completamente independiente de ¢** (Timm y Steinbiichel, 1992). A diferencia de otros
productores de PHAwsc, P. putida KT2442 sintetiza PHAs durante el crecimiento exponencial

sobre los &cidos grasos (Huisman et al., 1992).

En las especies de Rhizobium, Bergersen y Turner (1992) postularon que el PHB juega un rol
en la fisiologia de los bacteroides en el nddulo (Bergersen y Turner, 1992). Se cree que
cuando la bacteria esta colonizando la planta, los equivalentes de reduccion son usados
para la fijacion de nitrégeno en simbiosis, pero también pueden ser usados para la
formacién de PHB. En el estado libre, como la nitrogenasa no es expresada, el PHB funciona
como un reservorio de exceso de NAD(P)H cuando el ciclo de TCA no esta completamente
activo. Por lo tanto, la interaccion planta-microorganismo estaria influyendo en la

produccion de PHAs (Madison y Huisman 1999).

1.10 INTERACCION PLANTA-MOCROORGANISMO

Las plantas no se encuentran aisladas sino en contacto con diversa variedad de
microrganismos. En su entorno hay diversas bacterias, incluyendo aquellas que poseen
mecanismos para la adaptaciéon y colonizacion de las plantas (Preston et al., 1998). En

cuanto al tipo de colonizacion, se pueden clasificar en microrganismos endoéfitos (colonizan
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el interior de las plantas), epifitas (colonizan el exterior de la plantas) y patdgenos (los que

causan enfermedades a las plantas) (Wagner y Lewis, 2000).

Las bacterias diazotrofas son capaces de fijar el nitrégeno atmosférico en una forma mas
asimilable como es el amonio. Estas bacterias son capaces de crecer en ausencia de fuentes
externas de nitrégeno reducido. Bradyrhizobium, Frankia (en simbiosis) y Azospirillum (en
vida libre) son ejemplos de estos microorganismos. La fijacion puede verse interrumpida
cuando hay otras fuentes de nitrégeno disponibles, y, en muchas especies, cuando hay alta

cantidad de oxigeno presente (Postgate, 1998).

Se consideran endofitos a todos los microorganismos que habitan, al menos por un periodo
de su ciclo de vida, el interior de un vegetal. Estas bacterias se alojan principalmente en los
espacios intercelulares, raramente en espacios intracelulares y dentro de tejidos vasculares

sin causar sintomas de enfermedad en la planta (Bacon y White, 2000; Azevedo, 1998).

1.10.1 Herbaspirillum seropedicae

H. seropedicae es una bacteria no patégena, endofita y diazétrofa. Las bacterias de esta
especie tienen la capacidad de crecer en asociacion con una serie de plantas de importancia
agricola. La bacteria no entra en las células vivas, es decir, al simplasto de la planta, pero
puede colonizar rapidamente el apoplasto, especialmente raices y rizésfera. Varios estudios
han demostrado que la bacteria coloniza al azar como células aisladas o microcolonias el
apoplasto (espacios intracelulares, entre la pared celular y el lumen del xilema) como lo

menciono James y Olivares (Gracinda da Silva et al., 2003; James y Olivares, 1998).

El género Herbaspirillum fue inicialmente definido por Baldani y cols. en 1986 (Baldani et
al., 1996) y hasta el momento se han identificado varias especies incluyendo: H.

autotrophicum, H. chlorophenolicum, H. frisingense, H. hiltneri, H. huttiense, H. lusitanum,
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H. putei, H. rhizosphaerae, H. rubrisubalbicans, H. seropedicae, y un grupo de cepas
caracterizadas a partir de aislamientos clinicos, que ha sido denominado grupo 1 EF a causa
de su parentesco molecular y mayormente fisiolégico. La especie H. seropedicae contiene
B-proteobacterias gram negativas que miden entre 0.6-0.7 um de didmetro. Tienen entre 1
y 3 flagelos polares ubicados en uno o ambos polos, los que les permiten desplazarse
(Bergey et al., 1994; Baldani et al., 1996) (Fig. 12).

Figura 12. Microscopia Electronica de H. seropedicae (Baldani et al., 1996)

Como lo describieron originalmente, el microorganismo presenta una forma vibroide pero,
dependiendo de las condiciones de cultivo, pueden tener una forma spirillum. La longitud
de la célula depende del medio de cultivo y varia entre 1.5 um y 5.0 um. El organismo
presenta respiracion estricta y los azlcares son oxidados pero no fermentados. Estos
organismos son oxidasa y ureasa positivo, pero la catalasa puede ser variable. Las fuentes
de carbono favorables son sales de &cidos organicos como malato, piruvato, succinato y
fumarato. Otras fuentes de carbono como glicerol, manitol, D-glucosa y sorbitol también
son catabolizadas. Sin embargo, la sacarosa y la lactosa no pueden ser utilizadas. La cepa
tipo es sensible a cloramfenicol, gentamicina, kanamicina, tetraciclina, eritromicina y
estreptomicina pero resistente a penicilina. La temperatura 6ptima de crecimiento es de

30-34°Cy el pH 6ptimo es de 5.3-8.0 (Baldani et al., 1986; Baldani et al., 1996).
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Estos organismos son dificiles de aislar de suelo no estéril y usualmente no producen
enfermedad en las plantas con las que se asocian (Roncato-Maccari et al., 2002). La
inoculacion de algunos cultivos con bacterias de Herbaspirillum spp. puede promover el
crecimiento vegetal. En algunos casos, estos efectos son atribuidos en parte a la fijacion de
nitrégeno por la bacteria y también a la produccion de fitohormonas, como auxinas y

giberelinas (Bergey et al., 1994).

Colonizan diversas plantas como cafia de azlcar y maiz. Han sido encontradas en especies
de la familia Gramineae como arroz (Oryza officinalis), Sorghum bicolor, Miscanthus
sinensis y Pennisetum purpureum (Baldani et al., 1996). También se puede asociar con
plantas dicotiledéneas y pueden ser aisladas de los ndédulos de las raices de la leguminosa
Phaseolus vulgaris (Valverde et al., 2003), asi como también de tallos de diferentes

cultivares de banana y anana (James et al., 2002).

Se ha demostrado que las bacterias del género Herbaspirillum tienen muchas
caracteristicas similares a las del género Azospirillum. Esto incluye la habilidad de crecer en
medio semis6lido malato NFb, comuUnmente usado para el aislamiento y posterior

identificacion de organismos diazotrofos (Baldani et al., 1996).

Estudios previos sugieren que el enddéfito produce granulos intracelulares de PHA durante
su crecimiento en la planta (James y Olivares, 1998). Las observaciones fueron apoyadas
por estudios bioquimicos que mostraron la presencia de PHA en el enddfito cultivado in
vitro (Catalan et al., 2007). El analisis por microscopia electronica revelé que H. seropedicae
y H. rubrisubalbicans estaban localizados en el xilema en las raices de la cafia de azlcar. En
estudios del laboratorio se ha visto que H. seropedicae Z67 coloniza plantas de Arabidopsis
thaliana y Raphanus sativus. Esto indica que el enddfito utiliza los productos de la
fotosintesis (tal vez la fotosintesis primaria) para crecer y producir PHAs. De este modo, el
CO, que es capturado por la planta podria usarse como posibles alternativas a los
productos derivados del petréleo (Gracinda da Silva, 2003). El disefio de un sistema planta-
microorganismo para producir PHAs podria ser, en un futuro, rentable y competir con los

plasticos petroquimicos.

36



Catalan y col. (2007) demostraron que H. seropedicae Z69 es capaz de acumular hasta 36%
de la biomasa como PHB cuando es cultivado en un medio con glucosa como Unica fuente
de carbono. Sin embargo, el mayor contenido de PHB obtenido (36%) fue menor que lo que
se inform¢ anteriormente para la produccién de PHB por R. eutropha y A. latus. Se vi6
también que la velocidad de acumulacion de PHB se incrementaba una vez que el
organismo ingresaba en la fase estacionaria de crecimiento. Cuando H. seropedicae se
cultivé en &cido nonanoico como Unica fuente de carbono, acumul6 P(3HB-co-3HV) con una
abundancia relativa de 2:1 para los monémeros 3HB y 3HV, respectivamente. Sin embargo
la biomasa era muy baja en estas condiciones y, por lo tanto, el acido nonanoico no es una

buena fuente de carbono (Catalan et al., 2007).

Catalan y col. mostraron que cuando H. seropedicae Z67 y Z78 crecian en presencia de
acidos grasos con un namero impar de atomos de carbono, tales como el acido nonanoico,

se sintetizaba el copolimero P(3HB-co-3HV) (Catalan et al., 2007).

2. HIPOTESIS

@ Lacepa de H. seropedicae Z67 conteniendo el operdn trucado sbm-ygfD-ygfG de E.
coli deberia ser capaz de producir propionil-CoA, cuando es cultivada en presencia

de glucosa como fuente de carbono.

@ El propionil-CoA y acetil-CoA generados por la cepa Z67 conteniendo este operdn

podrian ser utilizados para la sintesis de 3-hidroxivalerato.

@ La produccién de 3-hidroxivalerato deberia dar lugar a la producciéon de P(3HB-co-
3HV).

@ Dado que H. seropedicae coloniza una amplia variedad de plantas, asimismo podria

colonizar plantas de rabanito.
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales

@ Producir el copolimero P(HB-co-HV) al cultivar H. seropedicae Z67 en presencia de
glucosa como fuente de carbono. A largo plazo se pretende disefiar una bacteria
capaz de producir copolimero cuando crece en asociacion con plantas. La idea es
que utilice los productos de la fotosintesis, glucosa por ejemplo, como fuente de

carbono.

3.2 Objetivos especificos

e Amplificar el operon sbm-ygfD-ygfG a partir del ADN cromosomal de la cepa de E.
coli MG1655.

@ Clonar el fragmento en el plasmido pHC60 mediante ligacion de extremos cohesivos
generados por corte con enzimas de restriccion.

@ Transferir dicho plasmido en bacterias competentes de H. seropedicae Z67 mediante
electroporacion.

@ \Verificar la presencia del plasmido en H. seropedicae Z67 por Southern Blot.

@ Evaluar la expresion de PHA en H. seropedicae Z67 (cepa salvaje y recombinante)
mediante gravimetria y GC.

@ Evaluar la colonizacion de H. seropedicae Z67 en plantas de rabanito mediante

microscopia de fluorescencia.
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4. MATERIALES Y METODOS

4.1 Cepas bacterianas y condiciones de cultivo

La cepa Z67 de H. seropedicae fue amablemente proporcionada por la profesora J.
Dobereiner (EMBRAPA-CNPBS-Seropedicae, RJ, Brasil). Se utilizé6 también una cepa mutante
derivada de H. seropedicae Z67, denominada fliF, incapaz de formar estructuras flagelares.
La cepa de E. coli MG1655 fue utilizada para aislar y clonar el operén truncado sbm-ygfD-
ygfG (scpA-argK-scpB) sin el gen ygfH (scpC) (Aldor et al., 2002). También se utilizé la cepa
E. coli TOP10 para la preparacién de células competentes. El plasmido pHC60 fue utilizado
como vector para el clonado del operén truncado. En la tabla 2 se indican los genotipos y

fenotipos de cada cepa utilizada.

El medio LB sélido y liquido suplementado con ampicilina (Anexo 1) se us6 para el
crecimiento, mantenimiento y aislamiento de las cepas de E. coli. El medio LB solido con
tetraciclina 10 pg/mL se usé para aislar las colonias de E. coli transformadas con el plasmido
pHC60 y pLF1. Las cepas de E.coli fueron cultivadas en condiciones aerébicas a 30°C, pH 7.

Las cepas de H. seropedicae se cultivaron en placas con medio TY solido y liquido (Anexo 1)
para el crecimiento, mantenimiento y aislamiento de las colonias. H. seropedicae fliF se
cultivé en medio TY con Km (10 pg/mL). La cepa salvaje y recombinante fueron cultivadas
en medio definido LGl (Anexo 1) para determinar la produccién y caracterizacion de los
PHAs acumulados. Las cepas de H. seropedicae fueron cultivadas a 30°C, pH 5.8 (Anexo 1).
En el caso de la cepa recombinante se cultivo en presencia de tetraciclina (10 pg/mL). En el

anexo 4 se indica como fueron preservadas las cepas bacterianas.
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Tabla 2. Cepas bacterianas y plasmidos

Cepa Caracteristicas relevantes Referencia
Herbaspirillum seropedicae 267 | Tc', recA, recX Baldani et al.,
1996
Herbaspirillum seropedicae Z67 | Tc', recA, recX,miniTn5 (Kan" ), fliF- Rodriguez-
fliF Bessolo et al.

Resultados no

publicados
Escherichia coli MG1655 F, A", rph-1, Fnr’, Amp' Durfee et
al.,2008
Esecherichia coli TOP 10 F- mcrA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢80lacZAM15 AlacX74 Blattner et al.,
nupG recAl araD139 A(ara-leu)7697 galE15 galk16 1997
rpsL(Str*) endA1 A
Plasmido
pHC60 RK2, Tc", lacl?, lacz, plac, MCS (gfp,) Chen and
Winans, 1991
pLF1 Vector derivado de pH60 en donde se elimind el gen gfp. | Este estudio

y contiene en el sitio, MCS el operén (sbm-ygfD-ygfG)

4.2 Manipulacion de DNA

4.2.1 Extraccion de DNA plasmidico y genémico

Se utilizé el método de Birboim y col. (1979), con algunas modificaciones (Anexo 2), para
extraer el ADN plasmidico de E. coli MG1655. Para la extraccion de ADN gendémico de E. coli
y H. seropedicae se utiliz6 el protocolo estandar de JGI (http://www.jgi.doe.gov/). Se tomd
un indculo de E. coli y H. seropedicae a partir de una suspension stock mantenida a -80°C

con glicerol 20%. Estos indculos se plaquearon en LB solido con amplicilina (para E. coli) y TY
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solido respectivamente. Luego se tomé una colonia aislada y se cultivo en medio LB liquido

con ampicilinay TY liquido para la extraccion de los &cidos nucleicos.

4.2.2 Clonado del fragmento sbm-ygfD-ygfG.

Para la reaccién de PCR se disefiaron dos juegos de cebadores, los cuales se disefiaron en
base a los elaborados por Aldor y col. (2002) con algunas modificaciones. Para disefiarlos se
utilizé el programa Primer Premier™. El primer juego de cebadores consistié en el forward
5'-TGAACTGATTGACTTAACGCC-3" y el reverse 5-GTGGCATTTAGCGGCTTT-3’, disefados
para generar un producto de 4,4 kb. El segundo juego de cebadores incluy6 la adicion de
sitios de restriccion para las enzimas Xbal y Sacl para permitir la ligacion con el plasmido.
Estos eran forward 5- GC CAAATAATGTCTAACGTGCAGGAG -3’ vy el reverse 5'-
GC TTAATGACCAACGAAATTAGGTTTAC -3, disefiados para obtener un producto de
3,9 kb. El programa del termociclador fue similar al aplicado por Aldor y col. (2002). El
fragmento 3,9 kb luego fue digerido con Xbal y Sacl y purificado a partir de gel de agarosa
utilizado el Kit de ISOLATE PCR and Gel Kit (Bioline, London, UK), siguiendo las instrucciones
del fabricante. El plasmido pHC60 también fue digerido con las mismas enzimas y purificado

a partir de gel de agarosa con el kit mencionado anteriormente.

Se usé aproximadamente 100 ng de ADN plasmidico y de ADN amplificado para realizar la
digestion y posterior ligacion. Se utilizaron las enzimas de restriccion Xbal y Sacl en un
volumen final de 40 pL junto con el buffer correspondiente a cada enzima, segun las
recomendaciones del fabricante (Bioron, Ludwigshafen am Rhein, Alemania). Las

reacciones de digestion se llevaron a cabo a 37°C durante aproximadamente 4 h.

41



4.2.3 Electroforesis en gel de agarosa

Las electroforesis fueron realizadas en geles de agarosa (1%) tefiido con GoodView
(Fermentas, NY, US) (0,5 g/mL) en buffer de corrida TAE 1X (Anexo 1) a 90 V, por 1 hora,
utilizando como marcador de peso molecular 1 pl de Gene Ruler™ Plus DNA Ladder de 1 Kb
(Fermentas, NY, US). Los perfiles de corrida de los ADNs fueron observados bajo luz UV de

un transiluminador (Fotodyne, New Berlin, WI, USA).

4.2.4 Ligacién de DNA

Las reacciones de ligacion fueron preparadas en un volumen final de 15 plL utilizando la
enzima T, DNA ligasa (Fermentas, NY, US) junto con el buffer suministrado con la enzima
por el fabricante. Las reacciones de ligaciéon se incubaron durante 4 h a 14°C. La relacién
molar inserto:vector fue 5:1. Las concentraciones del vector y el inserto se habian estimado
anteriormente mediante la intensidad de banda en una corrida electroforética en gel de

agarosa.

4.3 Insercion del ADN

4.3.1 Preparacion de células competentes

Para la preparacion de células competentes quimicamente se utiliz6 el protocolo de Cohen

y col. (1972) con algunas modificaciones. Las cepas de E. coli TOP10 fueron sembradas en 5
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mL de caldo LB toda la noche. Este cultivo se us6 para inocular 250 mL de medio LB liquido.
Este frasco se incub6 en agitador rotatorio a 37°C hasta lograr una D.O entre 0,3y 0,5
medida a 600nm. El cultivo fue centrifugado en tubos estériles por 15 min, a 5000 rpm y a
una temperatura de 4°C. El “pellet” obtenido fue lavado dos veces en CaCl, 100 mM frio. Se
resuspendio el “pellet” de células en 5 mL de CaCl, 100 mM frio. Las células se mantuvieron
durante 1h en bafio de hielo y nuevamente se centrifugaron en las mismas condiciones. El
“pellet” obtenido fue nuevamente resuspendido en 2 mL de CaCl, 100 mM vy glicerol 20%
(w/v) y posteriormente fue fraccionado en alicuotas de 100 pL cada una y guardadas a -
80°C (Cohenetal., 1972).

Para la preparacion de células de H. seropedicae Z67 salvaje y mutante fliF
electrocompetentes, se partio de una suspension stock mantenida en glicerol 20% a -80°C.
Esta suspension se usdé como indculo para sembrar placas de medio TY. En el caso de la
cepa fliF se sembrd en presencia de Kanamicina (Km). Luego se picd una colonia y se
sembré en 5 mL de caldo TY, el cual, luego de crecido, fue usado para inocular 250 mL de
medio TY. Este medio se incub6 con agitacién a 30°C por 2 h 30 min aproximadamente.
Luego el medio se centrifugd a 6000 min™ por 6 minutos. El “pellet” obtenido se lavo tres
veces con glicerol 10% para extraer todos los iones. Luego se colocaron alicuotas de 200 L
de la suspension de células en microtubos de 1.5 mL y los mismos se conservaron en el

freezer a -80°C (Fiedler y Wirth, 1988).

4.3.2 Transformacion por choque térmico de células quimicamente competentes de E. coli

Para cada 200 pL de la suspension de células competentes se adicionaron 10 L de ADN
(aproximadamente 50 ng). La mezcla fue colocada en bafio de hielo durante 40 min y luego
sometida a choque térmico a 42°C por 90 seg. La mezcla se coloc6 inmediatamente en hielo
para ser enfriada. Posteriormente se adicionaron a cada mezcla 1mL de medio LB y se

incubaron por 1h a 37°C. Posteriormente, los tubos se centrifugaron y se descarté el
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sobrenadante. El “pellet” se resuspendié en 200 pL de agua destilada y se extendié en
placas con medio agar LB con Tc. Las placas se incubaron a 30°C por 24h o hasta la

visualizacién de colonias aisladas.

4.3.3 Transformacion por electroporacion (H. seropedicae)

Para realizar las transformaciones por electroporacion fueron utilizados 200 uL de una
suspension de células electrocompetentes de H. seropedicae y 2 pL de las reacciones de
ligacion del vector con el inserto. Esta mezcla fue transferida a celdas de electroporacién de
0,1 cm de camara. La suspension de células fue sometida a pulsos de 1,8 kV/cm,
capacitancia de 24 Fy resistencia de 200 Q e inmediatamente se agregd 1 mL de medio TY.
La suspension final se transfirié a tubos de microfuga, los cuales fueron incubados por 2h a
30°C. Finalmente se colocaron alicuotas de la suspension en placas con medio TY con Tc
mediante rastrillado. Volimenes de 200 pL fueron distribuidos uniformemente sobre toda
la superficie del medio y las 4 0 5 placas sembradas se incubaron a 30°C por 24h o hasta la

visualizacién de colonias aisladas.

4.4 Anélisis mediante Southern Blot

Se llevd a cabo la digestion de los ADN genémico de H. seropedicae conteniendo pLF1 y
pHC60 con las enzimas Sacl, Xbal y se les sometié a electroforesis en gel de agarosa durante
toda la noche a 20 V. El plasmido pHC60 con el inserto (operdn sbm-ygfD-ygfG) se utilizd
como control positivo y como control negativo se utilizo la cepa salvaje 267 (WT). Como

sonda se uso el operén sbm-ygfD-ygfG, amplificado a partir del ADN gendmico de E. coli,
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marcado con biotina. Se utiliz6 el sistema NEBIotTM Phototope Kit (Biolabs, UK) de acuerdo

con las instrucciones del fabricante.

4.5 Evaluacion de la produccién de PHAs por H. seropedicae

Las células a las que se transfirio el vector con el inserto (pLFl) (Tabla 2) y el vector sin
inserto (pHC60) fueron analizadas para evaluar la produccion de PHAs. Se utiliz6 la cepa
salvaje Z67 como control. Las bacterias se cultivaron en LGl liquido (Anexo 1) por 48 h. Se le
adicion6 cobalamina 1 pg/mL (B;,) al medio de cultivo ya que esta vitamina es requerida
como cofactor de la enzima Sbm (Aldor et al., 2002). Una vez trascurrida la incubacion, se
procedié a tomar una alicuota del cultivo para medir la masa seca celular (biomasa) y el
resto se utilizd para aislar el PHA. El método de aislamiento se indica en el Anexo 3. Se

determin6 masa seca celular, cantidad y composicion de PHAs.

4.5.1 Masa seca celular

La biomasa fue determinada por gravimetria después de centrifugar 25 mL del cultivo a
6000 rpm por 15 min a 10°C. Posteriormente se lavaron las células dos veces con agua
destilada. Las células se colocaron en microtubos de 1.5 mL y se llevaron al horno a secar a
100°C por 24 h. Después del secado a 100°C, los tubos se colocaron durante 20 min
aproximadamente en un desecador a temperatura ambiente, para luego pesarlos en una

balanza analitica. Se determiné la masa seca celular (MSC) por la siguiente ecuacion:

MSC = [(MMC — MT)/VOL ]
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MMC = peso del tubo y células después del secado (mg)

MT = peso de los tubos (mg)

VOL = volumen de la suspension centrifugada (mL)

Cabe aclarar que los tubos de 1.5 mL fueron previamente secados y pesados antes de

colocar las células.

Se calcul6 también el contenido de PHA como porcentaje de PHAs producido en relacion al
MSC:

Contenido de PHA= mpya/VOLpya/ MSC /VOLsc

Mpya: Masa de PHA obtenida (mg)

VOLpya: Volumen de cultivo a partir del cual se aislé PHA (mL)

MSC: peso seco celular (mg)

VOLysc: Volumen de la suspension centrifugada (mL)

4.5.2 Cantidad y composicion de los PHAs

La cantidad y composicion de PHA fueron determinadas mediante cromatografia de gases
(GC-FID) de los propil-ésteres derivados. Los andlisis se llevaron a cabo en la Facultad de
Ingenieria. Se aplicé el método de Riis y Mai (1988) con algunas modificaciones, el cual
involucra una propandlisis del PHA contenido en las muestras de células secas. Se
mezclaron 5 mg de muestra de polimero (0o 10 a 15 mg de células), 2 mL de 1,2-
dicloroetano (DCE), 2 mL de una mezcla propanol: HCI (4:1) y 200 uL de estandar interno
(solucién de 0,1000 g de acido benzoico en 10 mL de propanol). Los tubos fueron cerrados
fuertemente, agitados y sometidos a propandlisis por 2 h a 120°C, con agitacion periddica
para hidrolizar el polimero y convertir los monémeros a sus correspondientes propil-
ésteres. Después de enfriar, se agregé 1 mL de agua destilada a cada tubo. Se agité en
vortex por 1-3 min. Después se centrifugd para separar la fase acuosa (superior) de la fase

orgénica (inferior). Se tomo la fase organica para ser analizada. La misma fue secada con
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una punta de espatula de Na,SO, anhidro. Se centrifugd nuevamente el tubo para
sedimentar el Na,SO, y el sobrenadante se transfirié a tubos limpios. Se realiz6 el andlisis
de los propil-ésteres derivados de los hidroxiacidos mediante la inyeccion de 1 pL de la
muestra en un cromatografo de Shimadzu corp. serie GC-14B equipado con una columna de
Agilent Technologies (DB- WAX; 30 m de alto; 0,25 mm de diametro; 0,25 um de espesor
del film) y un sistema de deteccion de lonizacion de llama (FID). El andlisis fue llevado a

cabo bajo las siguientes condiciones.

Gas de arrastre: Hidrogeno (Presion: 50 KiloPascal)

Temperatura del inyector: 200°C; Temperatura del detector: 250°C; Programa de
temperatura: la corrida se inicié a 80°C, la cual fue mantenida por 2 min, se aumento
35°C/min hasta 160°C y se mantuvo esta temperatura durante 5 min. Luego se aumenté
35°C/min hasta 220°C y se mantuvo durante 2 min. Se utilizo acido benzoico como patrén

interno.

Los propil-ésteres de butirato y valerato fueron utilizados como estandares para
determinar la presencia de éstos en las muestras. Se utilizaron dos estandares, uno
correspondiente al co-polimero P(3HB-co- 3HV) con un porcentaje de HV del 12% (SIGMA-
ALDRICH). ElI otro estandar utilizado corresponde al PHB (codigo 070845/1) (Fluka,
Gillingham, UK).

4.6 Inoculacion de las bacterias en las plantas de rabanito.

Las semillas de Raphanus sativus (rabanito) fueron obtenidas de Fundacion Logros
(Montevideo, Uruguay). Las mismas se descontaminaron con un lavado en hipoclorito 50%
por 1 min, ocho lavados de agua destilada estéril, un lavado con etanol 70% durante 30 seg
y ocho lavados mas de agua destilada estéril. Se sembraron las semillas de rabanito

(previamente descontaminadas) en una placa con agar-agua 12%. A las 48 h se procedio a
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inocular las semillas germinadas con las bacterias a ensayar. Para ello, las bacterias se
cultivaron overnight en 5 mL de caldo TY. Se centrifugé 3 mL del cultivo durante 5 min a
6000 rpm y se resuspendieron las células en 1 mL de agua destilada. Luego ese volumen se

utilizé para inocular las plantulas en la placa con agar-agua.

4.7 Microscopia de fluorescencia.

La microscopia de fluorescencia de H. seropedicae marcada con GFP (pHC60, Cheng y
Walker, 1998) se hizo con un microscopio Olympus IX81 invertido motorizado (Center
Valley, PA). Se tom6 una muestra de la raiz de la plantula de rabanito inoculada con
bacterias (previamente crecidas en medio TY overnight) y se coloc6 en un portaobjetos con
una gota de agua destilada. La muestra se examin6 con luz transmitida y microscopia de

fluorescencia para visualizar las bacterias marcadas con GFP.

5. RESULTADOS

5.1 Amplificacion por PCR de los genes sbm-ygfD-ygfG

Inicialmente se procedié a clonar el operén truncado sbm-ygfD-ygfG a partir del ADN
gendmico aislado de E. coli. La region sbm-ygfD-ygfG contiene los genes necesarios para la
sintesis de propionil-CoA a partir de succinil-CoA utilizando glucosa como fuente de
carbono. El plasmido utilizado como vector fue el pHC60, derivado de pSW213 (Chen y
Winans, 1991). EI mismo contiene un gen que codifica para una proteina verde fluorescente

GFP (GFP-S65Y) (Heim et al., 1995). Ademas contiene una secuencia estabilizadora RK2 y un
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gen de resistencia a Tc (Tc') (tabla 2, figura 13). Al plasmido pHC60 se le extrajo la region
gfp y se cloné el fragmento amplificado en su lugar. Esto se realiz6 mediante la digestion
separada del plasmido y el inserto con las enzimas de restriccion Sacl y Xbal (generan
extremos cohesivos) y posterior ligacién. La digestion con estas enzimas elimind el gen gfp
ligado en el sitio Xhol del vector. Se realizé la extraccion del gen gfp, dado que la expresion
de esta proteina consume energia, que podria ser utilizada para la sintesis del polimero o

formacién de biomasa. La figura 14 indica la region amplificada del genoma de E. coli.

Inicialmente se amplificé un fragmento de 4,4 kb. Posteriormente, este amplicon se lo uso6
como templado para amplificar un fragmento interno de 3,9 kb, de acuerdo a lo indicado
en Materiales y métodos. Este ultimo fragmento contenia los sitios de restriccion para las
enzimas Sacl y Xbal, para facilitar la ligacion entre el fragmento amplificado y el plasmido
pHC60 digerido con la enzima. Este fragmento digerido y purificado fue ligado con el vector.

La relacion molar inserto:vector fue 5:1.

| >gen de la proteina verde fluorescente (GFP) > J

{

‘%ue RKzX

Figura 13. Mapa del plasmido pHC60 con los genes y sitios de restriccion. La flecha negra indica la

ubicacién del gen gfp. Imagen tomada y modificada de Chen y Winans, 1991.
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Figura 14. Regién del genoma de E. coli 1655 amplificada mediante PCR. Parte del operén sbm (scpA)
fue amplificado por PCR. Primero se amplific6 un fragmento de 4,4 kb el cual fue usado como
templado para amplificar un fragmento de 3,9 kb. Este Gltimo tenia sitios de restriccion en los

extremos para las enzimas Xbal y Sacl.

5.2 Construccion de H. seropedicae 267 (pLF1)

La mezcla de reaccion de ligacion se usé para transformar células de E. coli quimicamente
competentes. Las células transformadas se sembraron en placas con medio LB y
tetraciclina, donde soélo crecieron, supuestamente, aquellas colonias que tenian el

plasmido.

A partir de los clones seleccionados se realizaron minipreps para verificar la presencia del
plasmido deseado. Al analizar los productos de la miniprep por electroforesis en gel de
agarosa, en algunos clones se visualiz6 una banda intensa del tamafio esperado,
correspondiente al plasmido, al cual denominamos pLF1. Por electroporacion se transfirid
la construccion deseada a células electrocompetentes de H. seropedicae 267 y del mutante

fliF. La suspension de células transformadas se extendid en placas con medio TY y
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antibiético (Tc). Se seleccionaron cuatro colonias y las mismas fueron reaisladas. En
presencia de tetraciclina presumimos que solo crecieron en los medios selectivos aquellas
colonias de H. seropedicae que contenian el plasmido aungue algunas podrian crecer de
manera espontanea. También se transformo H. seropedicae con el plasmido pHC60 sin el
inserto. Esto se realiz6 para posteriormente evaluar la influencia del vector s6lo en la

produccion de PHAs.

En la figura 15 se indica el perfil electroforético obtenido a partir de los productos de
amplificacion del operdn de E. coli y de la miniprep del vector pHC60. Se obtuvieron
colonias transformantes a partir de la cepa WT. Sin embargo, el mutante fliF no pudo ser

transformado. Asimismo, se transformo la cepa salvaje Z67 con pHC60.

La cepa fliF tiene una mutacién en un gen que codifica para una proteina del flagelo
bacteriano. La misma es detectada en la planta como un PAMP y se cree que la mutacion
en esta proteina puede favorecer la colonizacion de la planta hospedera por parte del
microorganismo (Gomez y Boller, 2002). Asimismo, la bacteria no movil, al gastar menos
energia, podria acumular mayor cantidad de PHB. Por estas razones, esperabamos que el
usar un mutante fliF nos permitiese obtener un rendimiento mayor en la produccion de

PHB, asi como una mayor biomasa de bacterias asociadas con la planta hospedero.
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Figura 15. (A) Fragmento amplificado a partir del ADN gendmico de E. coli 1655 indicado en el carril
1. El carril 2 corresponde al marcador de peso molecular (Fermentas, NY, US). El operén fue
amplificado por PCR. (B) Fragmento de 4.4 kb amplificado por PCR. (C) fragmento 3.9 kb vy el
plasmido pHC60. El carril v) vector lineal pHC60 al que se le extrajo el gen gfp mediante corte con
Xbal y Sacl e 1) inserto digerido con Xbal y Sacl. El plasmido lineal (v) fue purificado a partir de gel

de agarosa y ligado al fragmento (I) de 3.9 kb para formar pLF1.

5.3 Verificacion de la presencia del plasmido en H. seropedicae transformadas con el

vector pLF1.

La cepa 267 fue transformada con el plasmido pHC60 y pLF1. Las colonias seleccionadas en
medio TY con Tc fueron capaces de crecer en medio TY liquido y sélido en presencia de Tc
pero no asi la cepa salvaje. Los resultados se pueden observar en la figura 15. En el caso de
la siembra en placa de TY con Tc, se pueden observar las colonias de H. seropedicae 267
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(pHC60) y Z67 (pLF1). No se observaron colonias al sembrar la cepa salvaje. En el caso de los
cultivos en medio liquido se observé turbidez en los matraces sembrados con H.
seropedicae Z67 con los plasmidos pLF1 y pHC60. No se visualiz6 turbidez en el matraz
inoculado con la cepa Z67 salvaje (figura 16). Posteriormente se procedidé a verificar la
presencia del plasmido mediante Southern Blot. Los resultados obtenidos se indican en la

figura 17.
Se puede observar la presencia del inserto tanto en la cepa Z67 pLF1 como en el control

positivo. Hubo también digestion del plasmido en las cepas Z67 pLF1, Z67 pHC60 y en el

control positivo, pudiéndose observar dos bandas.

Figura 16. Cultivo de bacterias en medio solido y liquido. Las placas con medio TY con agar y Tcy. Los

matraces contenian medio LGI con Tc,oy cobalamina.
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Figura 17. A) Perfil electroforéticos de la digestion de ADN gendmico y plasmidico con EcoRl. Las
flechas negras indican los fragmentos correspondiente a la digestion del ADN plasmidico y la flecha
roja indica el inserto liberado del mismo. B) Resultado del Southern Blot, las flechas indican la union
de la sonda compuesta por el inserto sbm completo. MM (Marcador Molecular) MB (Marcador pre-
biotinilado cuyos tamarios de fragmentos se indican al costado de la figura A pero se visualizan en la
figura B, WT (ADN gendmico de la cepa salvaje Z67), pHC60 (ADN genémico de la cepa Z67 (pHC60),
pLF1 (ADN genomico de la cepa Z67 con el plasmido pHC60 y el inserto), P (plasmido, control

positivo).

5.4 Microscopia de fluorescencia

Se sembraron plantas de rabanito inoculadas con H. seropedicae Z67 conteniendo el
plasmido pHC60 con el gen gfp. A los 30 min de inoculadas, se podian ver las bacterias
dentro de las raices de las plantas pero no presentaban movilidad. Sin embargo, a las dos

horas de inoculacion, las bacterias se observaban muy activas dentro de las raices. La figura
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18 indica la colonizacion de las bacterias en las plantas de rabanito. Previamente se habian
realizado los controles positivos y negativos. Como control positivo se utilizaron raices de
Arabidopsis dado que en estudios anteriores se habia verificado que era colonizada por H.
seropedicae. Como control negativo se utilizaron raices secas y se observé que no habia

colonizacion.

Figura 18. Planta de rabanito (R. sativus,) a las 2 h de inoculadas con bacterias H. seropedicae

portadoras del gen gfp vistas en microscopio 40X de A) campo claro, y B) fluorescencia.

5.5 Masa seca celular y aislamiento de PHAs.

Se determind el contenido y la composicion de los PHAs de las bacterias 267 (WT) y 267
(pLF1). Se variaron las concentraciones de cobalamina en el medio para ver como influia en
la produccion de los PHAs y también se tomaron muestras a distintas horas. Asimismo, se
determind la concentracion de PHAs en el cultivo de la cepa Z67 (pHC60) para determinar si
el plasmido influia en la produccion de los mismos. La figura 19 muestra los cultivos

bacterianos a las 52 h de inoculadas en distintas condiciones.
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Figura 19. Bacterias inoculadas en distintas condiciones en 150 mL de medio LGI. By, hace referencia
a que se adicionaron 150 pL de la vitamina de concentracion stock 1mM siendo la concentracion
final en el medio de 1 uM. ¥2 By, hace referencia a una concentracion de vitamina en el cultivo de 0,5

UM. El nombre solo indica que no se adicion6 vitaminas al medio.

5.6 Evaluacion de la produccion de PHAs por H. seropedicae

Se examinaron varias muestras colectadas y se procedioé a medir la masa por gravimetria
tanto de los PHAs como de la MSC. Si bien los resultados obtenidos contienen grandes
errores sistematicos y aleatorios, este ensayo nos permitio tener un valor aproximado de la
cantidad de PHA obtenido por volumen de cultivo celular. Los resultados se indican en la
Tabla 3. Los valores marcados con * indica que los PHAs fueron aislados a partir de MSC
obtenido de un volumen de medio de cultivo de 250mL. En la muestra pHC60 del 24/2 se
aisl6 PHA a partir de una MSC de 0,0559g, mientras que la muestra de pLF1 del 24/2 se
aislo PHA a partir de una MSC de 0,0520g.
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Tabla 3. Valores obtenidos de MSC y PHA por gravimetria. En la muestra pHC60 del 24/2 se aislo PHA

a partir de una MSC de 0,0559 g, mientras que la muestra de pLF1 del 24/2 se aisl6 PHA a partir de

una MSC de 0,0520 g. Los valores obtenidos los dias 24/2 y 5/3 corresponden a cultivos de 44 h

mientras que las muestras del 9/3 corresponden a cultivos de 52 h.

Muestras Masa | Volumen MSC Masa Volumen PHAs (g/L) | PHA/MSC (%)
(9) (mL) (9/L) | PHA(9) (mL)
767 pHC60 24/2 | 0,32 250 1,28 0,02% | e | e | e
1 UM By,
Z67 pLF124/2 0,34 250 1,36 0,02* | e | e | e
1 UM By,
267 WT 5/3 0,06 25 2,40 0,17 200 0,85 354
1 UM By,
267 pHC60 5/3 0,06 25 2,40 0,17 200 0,85 354
1 UM By,
767 pLF15/3 0,05 25 2,00 0,18 200 0,9 45,0
1 UM By,
267 WT 9/3 0,10 10 10,0 0,18 100 1.8 18,0
sin By
267 WT 9/3 0,09 10 9,00 0,14 100 14 15,6
0,5 UM By,
267 WT 9/3 0,10 10 10,0 0,11 100 1,1 11,0
1 UM By,
767 pLF19/3 0,06 10 6,00 0,04 100 0,4 6,7
sin By
767 pLF19/3 0,08 10 8,00 0,08 100 0,8 10,0
0,5 UM By,
767 pLF19/3 0,10 10 10,0 0,06 100 0,6 6,0
1 UM By,

A partir de los MSC se tomaron muestras para hacer la propandlisis y poder cuantificar y

caracterizar los PHAs por GC. La figura 20 indica el cromatograma del estandar de

copolimero
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Figura 20. Cromatograma del copolimero. El numero 1 corresponde al pico de 3HB de propilo
(monémero de 3HB derivatizado) (Tiempo: 6.470, Area 133676), el nimero 2 corresponde al pico de
3HV de propilo (monémero de HV derivatizado) (Tiempo: 7.179, Area 16923) y el numero 3
corresponde al &cido benzoico derivatizado (Tiempo: 8.306, Area 12012). Se le realizé propandlisis a

0.0340 g de estandar de copolimero.

En la propandlisis del estandar de copolimero P(HB-co-HV) se observé que éste no se
disolvia y por lo tanto hidrolizaba completamente. Al suponer que la relacion entre 3HV y
3HB se mantenia en la fraccion disuelta (12% w/w del copolimero estandar es 3HV), se
procedio a utilizar otro estandar de PHB puro. Este altimo se disolvié completamente. Con
los datos obtenidos para el estdndar de PHB puro se procedi6 a hacer una curva de
calibracion y su regresion lineal. La ecuacion obtenida (Fig. 20) se utilizd para estimar la
masa “real” de 3HB que se disolvi6 en el copolimero y sabiendo la relacién 3HB:3HV (12%
de HV), determinar la masa “real” de 3HV que se disolvié y sufrid propandlisis. Una vez
obtenidos los valores, se realiz6 la curva de calibracién para 3HV y se procesaron las
muestras. Los resultados obtenidos se indican en la tabla 4. La figura 21 muestra las curvas

de calibracion para el PHB puro y 3HV del copolimero estandar.

Ejemplo de procesamiento de datos de los estandares:
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Del anélisis de regresién lineal de HB puro se obtuvo la siguiente ecuacion:
y=361,25x+0,4533. X corresponde a la masa de 3HB e Y a la relacion de areas de 3HB/Ac

Benzoico

Del copolimero se obtuvo un area de 3HB/Ac Benz 11,13, correspondiente a una masa de
copolimero pesada de 0.0340 g. Dado que el copolimero no se disolvié completamente, el
3HB detectado era s6lo parte del presente en el copolimero. Entonces se utilizé la ecuacion
previa para calcular la masa verdadera de copolimero que fue afectada por la propanalisis.

X=(y-0.4533)/361.25. Dado que y= 11,13, se obtuvo un x de 0.030, correspondiente a la
masa del 3HB del copolimero afectada por la propandlisis. Suponiendo que en la fraccion
hidrolizada, la proporcion entre HV y HB se mantuvo, se calculd la masa de 3HV del
copolimero que fue afectada por la propandlisis. De ese modo, la masa de 3HB disuelto fue
0.030 g correspondiente al 88% del copolimero y el restante 12% seria 3HV. Por lo tanto, la
masa de 3HV= (masayp X 12)/88 = 0.0041 g. Con las masas obtenidas para 3HV y las areas
correspondientes a 3HV, se realiz6 una curva de calibracion para el mismo (Fig. 20). Los

valores se indican en la tabla 4.

Una vez obtenidas las curvas de calibracion se procedioé a determinar los valores a partir de
las muestras. Las muestras se midieron por duplicado. Los resultados se indican en la tabla
5y 6. Los PHAs purificados a partir de las cepas Z67 (pLF1) y Z67 (pHC60) presentaban
contaminacién en todos los cultivos. Estos contaminantes se trataron de extraer generando

una pérdida de masa que estaria afectando los resultados de la Tabla 5.
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Tabla 4. Resultados obtenidos de la estimacion de la masa real afectada por propandlisis para el

copolimero. La masa de 3HB “real” corresponde a la masa de 3HB contenida en el copolimero que se

disolvié. A partir de la misma se calcul6 el “3HV real” contenido en el polimero que se disolvid. El %

perdido corresponde a la masa del copolimero estandar que no se disolvio (ver figura 20).

Estandares Masa (9) Masa HB "real" % Perdido HV real (g)
Copolimero 0,0340 0,0297 0,85 0,0041
Copolimero 0,0581 0,0470 8,04 0,0064
Copolimero 0,1130 0,0870 12,55 0,0119
Copolimero 0,0915 0,0706 12,29 0,0096
Copolimero 0,0940 0,0779 5,79 0,0106

PHB puro 0,0032
PHB puro 0,0198
PHB puro 0,0513
PHB puro 0,0788
PHB puro 0,0986
45 40 B
o] o . = 361.26x + 04533 .
as y = 339,17x+0,0018 pd R0t
R*=0,000 S 20 1
a -]
2 3 S -%
8 e B2
&25 yd &
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Figura 21. Curva de calibracion de 3HV (A) y 3HB (B). La curva de calibracién de 3HV se hizo a partir

de la masa 3HV “real” calculado. En el caso de PHB, la curva es masa pesada del estandar PHB

polimero vs. el cociente de 3HB de propilo/ Benzoato de propilo. En el caso de 3HV no corresponde

al copolimero pesado, sino a la fraccion calculada de 3HV en el copolimero.

60



Tabla 5. Valores obtenidos a partir del analisis mediante del GC-FID para las distintas muestras. El Ac.

Benzoico fue utilizado como patrén interno. El valor de masa corresponde a la masa pesada que se

sometié a propanodlisis. La masa de HB y HV se calcul6 a partir de los estandares de PHB y

copolimero.
Masa HB HvV Ac. Benzoico HB/ HV/ Masa

Muestras (@ |Tiempo | Area | Tiempo | Area | Tiempo | Area AcB AcB HB Masa HV
Z67pLF124/2 1
UM Biz 0,0652 6,467 | 110053 7,407 3681 8,307 | 17050 6,45 0,22 | 0,01661 | 0,000631
Z67pHC60 24/2 1
UM By, 0,1221 6,493 | 196721 7474 5746 8,311 | 15703 | 12,53 0,37 | 0,03342 | 0,001074
767 pLF15/3 Muy Muy
1 UM B2 0,0113 6,451 9889 Bajo bajo 8,300 | 12401 0,80 | ------ 0,00095 | -----------
Z67pHC605/3 1 Muy Muy
UM B1, 0,0095 6,468 8537 Bajo bajo 8,314 | 11372 0,75 | ------ 0,00082 | -----------
Z67TWT 5/3 Muy Muy
1 uM B2 0,0125 6,467 | 17508 Bajo bajo 8,314 | 11870 1,47 | ------ 0,00283 | -----------
Z67pLF19/3 sin
B1z 0,0192 6,516 | 32269 7,452 1005 8,351 | 15726 2,05 0,06 | 0,00443 | 0,000183
Z67pLF1 9/305
UM Bi, 0,0174| 6,465 | 23364 7,23 1135 8,327 | 15840 1,48 0,07 | 0,00283 | 0,000206
Z67pLF1 9/3
1 uM B2 0,0194 6,461 | 40584 7,412 1185 8,313 | 15936 2,55 0,07 | 0,00579 | 0,000214
Z67TWT 9/3
sin By, 0,0266 6,476 | 71178 7,404 1407 8,33 | 16990 4,19 0,08 | 0,01034 | 0,000239
Z67WT9/3 0.5
UM B1, 0,0286 6,529 | 82015 7,457 1295 8,354 | 15140 5,42 0,09 | 0,01374 | 0,000247
767 WT 9/3
1 uM B2 0,0253 6,475 | 65242 7,416 1181 8,315 | 13317 4,90 0,09 | 0,01231 | 0,000256

En todas las muestras de la tabla 6 se puede observar que la mayor parte de PHAs

acumulados estaban compuestos por 3HB. Las mayores cantidades de 3HB se obtuvieron

de polimeros acumulados en la cepa salvaje. En cambio, la mayor cantidad relativa de 3HV

se obtuvo en la cepa Z67 (pLF1), aunque no alcanzé un valor significativo. En algunos casos,

el 3HV no se pudo detectar. Por otro lado, también se observo la presencia de picos con el

mismo tiempo de retencion de 3HV aun en la cepa salvaje en ausencia de vitaminas.
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También se procedio a realizar propandlisis de los PHAs aislados. La tabla 7 indica los

resultados obtenidos.

Tabla 6. Calculos realizados para 3HB y 3HV de las distintas muestras de peso celular seco. La masa

de HB y HV se calcul6 a partir de la curva de calibracién obtenida para los estandares de PHB y

copolimero.

Muestras Masa 3HV/Masa HB Masa HB/Masa celular Masa HV/Masa celular
Z67 pLF124/2 1uM B,, 0,038 0,255 0,010
Z67 pHC60 24/2 1uM By, 0,032 0,274 0,009
Z67 pLF15/31uMB,, | e 0084
Z67 pHC60 5/3 1yMBy, | e o087 e
Z67WT5/31uyMB;, | e 0226 -
Z67 pLF19/3sin By, 0,041 0,230 0,010
Z67 pLF19/3 0.5uM By, 0,073 0,163 0,012
Z67 pLF19/3 1uM By, 0,037 0,299 0,011
Z67 WT 9/3 sin By, 0,023 0,389 0,009
Z67 WT 9/3 0.5uM By, 0,018 0,480 0,009
Z67 WT 9/3 1uM By, 0,021 0,486 0,010

En la tabla 7 se puede observar que la mayor cantidad de 3HV fue producido por la cepa
267 (pLF1). También en esta cepa se observd una disminucién de la produccién de
copolimero. En las muestras del 5/3 se observa que Z67 (pHC60) produjo mas cantidad de
HV que Z67 (pLF1) y asimismo presento la menor produccion de PHB. En todos los casos, se
observa que la cantidad de HV y la cantidad de HB no llegaron al 100%, lo que implica que
pueda haber otros tipos de PHAs que no se estén detectando. En muchas muestras no se
pudieron detectar picos con el mismo tiempo de retencién de 3HV o estos picos apenas
eran observables. Las medidas se hicieron por duplicado y se observé que el error de

determinacion es de 3HB no fue mayor que la cantidad de HV que se determind. Esto
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permite comparar los datos obtenidos. Cabe destacar que la gravimetria de PHA puede

presentar contaminantes adentro y no es lo mejor comparar medidas que se obtuvieron

por distintos métodos. De todos modos, estos datos nos permiten hacer una estimacion de

los contenidos y composicién de PHAs en las cepas analizadas.

Tabla 7. Célculos realizados para 3HB y 3HV a partir de los valores obtenidos del analisis de GC-FID

para las distintas muestras de PHAs aisladas. Los espacios con guiones indican que el HV no se

detectd y por lo tanto no se realizé el calculo. La masa de PHA corresponde a la masa pesada de PHA

que se sometio a propanolisis.

Relacion
Muestras de PHA MasaHV/MasaPHB MasaHB/Masa PHA MasaHV/Masa PHA
Z67 WT 5/3 1uM By, 0,006 0,670 0,00426
767 pHC60 5/3 1uM By, 0,019 0,411 0,00792
Z67 pLF15/3 1uM By, 0,015 0,449 0,007
Z67WTsinB,9/3 | - 0929 = -
Z67 WT 0.5uM B;, 9/3 0,007 0,846 0,006
Z67WT1uMB;,9/3 | - 0864 -
Z67 pLF1sinB;, 9/3 | - o761, -
Z67 pLF1 05UMB, 9/3 | 0794 -
Z67 pLF1 1uM By, 9/3 0,013 0,789 0,011
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6. DISCUSION

6.1 Clonacion y transformacion de bacterias

Se amplifico el operdn de E. coli que codifica para una via que sintetiza propionil-CoA a
partir de succinil-CoA. El mismo se inserté en el plasmido pHC60 que contiene el gen de
resistencia a tetraciclina. Como organismos hospederos se utiliz6 la cepa de H. seropedicae
Z67 y una cepa mutante para el gen fliF derivada de Z67. Esta ultima no contiene flagelo,
siendo incapaz de moverse, pegarse a superficies y de formar biofilms (Rodriguez-Bessolo
et al., resultados no publicados). Los clones transformados de la cepa salvaje Z67 y fliF se
seleccionaron en medio TY con Tc. Se obtuvieron numerosas colonias y se selecciond una
de ellas para los estudios posteriores. La cepa Z67 WT fue transformada exitosamente. Sin
embargo, no se obtuvieron resultados con la bacteria mutante fliF. La cepa fliF fue obtenida
mediante insercion del transposén miniTn5. La construccion de estos mutantes se describio
y caracteriz6 anteriormente por Rosconi y col. (2006). ElI mini-transposén confiere
resistencia a kanamicina, contiene el gen uidA sin promotor, un oriV que funciona como
origen de replicacién en E. coli y dos copias en tdndem de un gen que codifica para la
proteina GFP. Este Gltimo gen parece no expresarse en la cepa mutante o quizas mediante
un proceso de recombinacion hubo un reordenamiento de los genes resultando en la

pérdida de expresion del gen (Tang et al., 1999).

Estos genes podrian estar interfiriendo en la replicacion del pldsmido. Asimismo el
transposon puede que sea incompatible con el plasmido pHC60. En trabajos anteriores
hubo problemas para transformar el mutante fliC con pHC60 dado que también presenta el
transposén mini Tn5. El transposén mini Tn5 presenta un origen de replicacion oriV de otro

plasmido que podria conferir incompatibilidad con el plasmido pHC60 (Tang et al., 1999).

Mas experimentos tendria que hacerse para verificar esto. Sin embargo, pLF1 pudo ser
introducido en la cepa tipo salvaje, pero no en la cepa fliF y este miniTn5 es muy parecido a

muchos otros, excepto por el origen de replicacion (Wang et al., 2008). En este caso se
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podria evaluar el uso de otro plasmido que fuera compatible con la cepa mutante fliF o usar

otro mutante.

6.2 Verificacion de la presencia del plasmido en las bacterias transformadas

El plasmido pHC60 contiene el gen que otorga resistencia a tetraciclina. En la figura 16 se
muestra que la cepa salvaje Z67 no crecid en medio TY en presencia del antibiético, a
diferencia de la cepa con el plasmido pHC60 y pLF1. Se verifico la presencia del inserto en la
cepa 267 (pLF1) mediante Southern blot. En la placa revelada se observan muchas zonas
oscuras, pudiendo deberse a un mal lavado de la membrana. De todos modos, este ensayo
permiti6 detectar la presencia del inserto. El tamafio de los fragmentos obtenidos
(marcados con flechas en la figura 17) eran los esperados para la digestion del genoma de
267 (pLF1), con EcoRl. No detectamos digestion del inserto, ya que éste no contiene sitios

de restriccion para EcoRl.

6.3 Microscopia de fluorescencia

Se cultivd una cepa de H. seropedicae Z67 conteniendo el gen gfp en el plasmido pHC60. El
mismo codifica para una proteina verde fluorescente que permite visualizar las bacterias
mediante microscopia de fluorescencia. La construccion de la cepa marcada con GFP se
llevo a cabo mediante la transformacion de las células con el vector pHC60 (Cheng y Walker
1998) utilizando un MicroPulser Bio-Rad (Hercules, CA). La cepa se incubd en medio TY por
24 horas. Luego se tom6 1 mL del cultivo y se colocé en las raices de las plantulas de

rabanito. Las mismas crecieron a partir de semillas colocadas en placas con agar-agua. A las
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2 h de inoculada la planta con la bacteria, ésta ya estaba colonizando las raices y los tallos.
Se comprobd, en efecto, la compatibilidad de la bacteria con plantas de rabanito. Esto daria
lugar a posteriores investigaciones para evaluar la produccion de PHA por H. seropedicae en
asociacion con plantas de rabanito. Se podrian reducir los costos de produccion, ya que la
bacteria utilizaria los carbohidratos producidos por las plantas (proveniente de la
fotosintesis) como fuente de carbono y energia. Se eligié trabajar con la planta de rabanito
dado su féacil cultivo y crecimiento. Ademas en trabajos previos se habia probado trabajar
con plantas de zanahoria pero no se obtuvieron los mismos resultados ya que su

crecimiento es mas lento en comparacion a las plantas de rabanito.

En el presente trabajo se utilizd la cepa H. seropedicae Z67, dado que coloniza una amplia
variedad de plantas. Esto seria favorable para el disefio de un sistema planta-
microorganismo para la produccion de PHA como se menciond anteriormente. Si bien su
genoma no ha sido secuenciado en su totalidad, este es muy similar a la cepa de H.

seropedicae SmR1 que ha sido secuenciado (James et al, 2002; Gyaneshwar et al, 2002).

No se evalué la estabilidad del plasmido en la cepa 267 (pLF1), algo necesario en caso de
que se usara esta cepa para inocular plantas. EIl empleo de antibiético no es
econdémicamente viable en términos de produccion, por lo que seria necesario realizar este
estudio de estabilidad. El mismo se puede hacer mediante repiques seriados a partir de una
Unica colonia y determinar el nimero de células viables (UFC) en los subcultivos, al ser
sembrados en placas con medio TY en presencia de antibiético. Cabe destacar que el
plasmido pHC60 presenta una region estable RK2 que evita que se pierda el plasmido con
facilidad. Otra alternativa seria generar luego cepas recombinantes con los genes insertos

en el cromosoma.
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6.4 Evaluacion de la produccion de PHAs por H. seropedicae

Este polimero se traté de purificar y esto Gltimo generé una pérdida de material que
probablemente afectd los resultados. La baja concentracion de PHA obtenida
probablemente se debi6 a pérdidas en el proceso de purificacién de PHA. La biomasa de
Z67 (WT) sin By, 9/3 fue la més alta de todos los ensayos realizados (10g/L), asi como
también su concentraciéon de PHA (1,8 g/L) (Tabla 3). Sin embargo, la cantidad de 3HB no
fue la més alta en comparacion a la biomasa obtenida (Tabla 6, 38,9%). En la cepa Z67
(pLF1) 1 uM By, 9/3 se obtuvo una alta biomasa pero una menor concentracion de PHA
(Tabla 3). Esto puede deberse a que la expresion del plasmido requiere energia extra,

limitando la produccion de PHAs.

Otro factor que podria haber afectado los resultados son las condiciones y el tiempo de
incubacion de los cultivos. En las ultimas muestras se obtuvo una MSC por volumen de 10
/L (muestras de 9/3). Estas fueron obtenidas a partir de cultivos incubados durante 52
horas. Se tendria que haber determinado la concentracion de glucosa y amonio en el medio
para ver si se habian consumido completamente. Esto es importante para determinar la
fase de crecimiento de la bacteria y la disponibilidad de un exceso de glucosa en el medio,
necesaria para la produccion de PHAs. Las muestras del 24/2 y del 5/3 fueron obtenidas a
partir de cultivos que tuvieron aproximadamente 44 horas de incubacion. Los cultivos con
mayor biomasa dieron lugar a un incremento del contenido de PHAs. Estos resultados
indican la importancia de efectuar un seguimiento de las condiciones del cultivo,
incluyendo la determinacién de la concentracién de fuente de carbono y nitrégeno en el
medio. Como se inform6 en la literatura, hay varios factores que influyen en la produccion
de PHA y el tipo de PHA acumulado. Se necesitan efectuar mas estudios con el fin de
observar como varia la produccion de PHA en H. seropedicae Z67 (pLF1l) al variar
parametros tales como el pH, temperatura, fuente de C y energia, suministro de vitaminas,
etc. Con el fin de mejorar el rendimiento, deberian determinarse las condiciones ptimas
de crecimiento y acumulacion de PHA, evitando al mismo tiempo utilizar fuentes de

carbono y energia costosas. En este caso hubiera sido adecuado realizar una curva de
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crecimiento para determinar en qué momento se ingresaba a la fase estacionaria, asi como
las concentraciones de las fuentes de C y N. Una vez determinadas estas condiciones, se
deberian reproducir los cultivos en las mismas condiciones, dado que solo los cultivos en la

misma situacion fisioldgica serian comparables.

6.5 Analisis por GC

6.5.1 Propandlisis a partir de MSC

Se colectaron las células secas y se las sometié a propandlisis para su posterior analisis
mediante GC-FID. Del analisis cromatografico de los propil-ésteres se observé, en la cepa
salvaje, la mayor produccion de 3HB (con un tiempo de retencion de 6,7 min) y la mayor
cantidad de PHAs total. Se observaron picos que eluyeron en el tiempo de retencién que
correspondia al 3HV derivatizado (7,4 min) pero con un area muy baja, por fuera del rango
de la curva de calibracion. Si el material eluido fuera 3HV de propilo, la cantidad no fue
significativa y no vari6 muchos entre las diferentes cepas. En cuanto a la relacion de
3HV/3HB, se observa que ésta fue maxima en la cepa Z67 (pLF1) cultivada en medio LGl con
0,5 UM By,. En este cultivo fue también méxima la cantidad de 3HV derivatizado (Tabla 5). A
mayores valores de vitamina By, no siempre se observo un aumento en la produccion de los
3HV. Esto también se ha observado en las investigaciones de Aldor y col. (2002). En ese
trabajo, el aumento de la produccion de 3HV, al adicionar vitamina By, fue consistente con

la actividad de la metilmalonil-CoA mutasa, dependiente de vitamina By;.

En algunas muestras no se detectaron picos que hubiesen eluido en el tiempo de retencion
correspondiente al 3HV de propilo. Esto puede deberse a la baja masa de MSC o PHA
aislado, empleados para la propandlisis. En la propandlisis de los PHAs se observo la
maxima produccién de 3HB en la cepa salvaje, alcanzando valores de hasta el 93% de los

PHAs totales. La maxima produccion de 3HV se obtuvo a partir de la cepa Z67 (pLF1)
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cultivada en presencia de Bj, Esta cepa generd una biomasa de 10 g/L con una
concentracion 3HB de 0,299 por MSC y una concentracion de 3HV de 0,011 por MSC. En la
cepa Z67 WT se observéd un incremento de la produccion de PHB en presencia de vitamina
Bi,. La presencia de este cofactor pareceria influir en la produccién de los PHAs (Tabla 6).
Sin embargo, se requiere mas investigacion para determinar el efecto de la vitamina en la

produccion de PHAs por H. seropedicae.

En uno de los proyectos desarrollados previamente en el laboratorio (Proyecto PDT 74-17),
se logro6 incrementar la cantidad de PHB acumulada por H. seropedicae Z69 al ser cultivada
en medio LGI glucosa, desde un 40% hasta un 60% en relacion a la biomasa. Este aumento
del contenido se obtuvo variando la cantidad de glucosa y nitrégeno administrado al medio.
En tal estudio, se determind que la relacién atomica C/N de 25 era éptima para la
acumulacién de polimero. En dichos trabajos se observd que al agotarse el amonio, la
bacteria entraba en fase estacionaria, deteniendo el aumento de biomasa. En nuestro caso,
se trabajé con una relacién C/N de 14.1, Si bien no era la éptima, esto permiti6 alcanzar

una produccién de PHB de hasta 48,6 % en presencia de B, (Tabla 6).

6.5.2 Propandlisis a partir de los PHAs aislados

Para desarrollar este analisis se tomaron muestras de los PHAs aislados y se las sometio a
propandlisis. En este caso se obtuvo un resultado no esperado, ya que en las muestras del
5/3, la cepa 267 (pHC60) produjo més cantidad de 3HV que 267 (pLF1) (Tabla 7). Este Gltimo
resultado obtenido indica que si bien la bacteria 267 (pLF1) contenia el plasmido con el

inserto, la expresion de éste probablemente era baja o nula.

Asimismo, Catalan et al. (2007) indicaron que H. seropedicae produjo Unicamente PHB
cuando se utilizaba glucosa como fuente de carbono. Por otro lado, hay claras variaciones

en la produccién de PHA entre las diferentes cepas analizadas, como 267 (WT), Z67 (pHC60)
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y Z67(pLF1). Esto ultimo estaria indicando que el plasmido en si podria haber influido en la
produccion de PHAs. Por otro lado, quizas el operon se expresaba y propionil-CoA se
producia por la expresiéon del plasmido pLF1. Sin embargo, este propionil-CoA pudo ser
degradado por la via metil citrato. Como se mencioné en la introduccion, la 2-metilcitrato
sintasa condensa una molécula de propionil-CoA y otra de oxalacetato para sintetizar 2-
metilcitrato, ingresando asi al ciclo del &cido 2-metilcitrico, consumiendo asi el propionil-
CoA (ver figura 10). Para evitar esto habria que generar una mutacion en la via. Aldor y col.
(2002) utilizaron, por ejemplo, una cepa de Salmonella mutada en esta via (gen prpC, figura
10).

Otra explicacion de la baja expresion de pLF1l podria radicar en la abundancia de
isoaceptores de ARN de transferencia. Los organismos generalmente tienen preferencia por
el uso de determinados codones. El uso de codones preferenciales varia entre los
organismos (Anderson y Kurland, 1990). En este caso puede que la bacteria tenga
preferencia por el uso de determinados codones que no se encuentren en el operon y que
esto estuviera afectando la traduccién de las enzimas. Para verificarlo, habria que
identificar los codones que componen el operén y compararlos con los codones

comunmente utilizados por H. seropedicae.

Cabe destacar que unicamente se detectd 3HB y 3HV mediante GC-FID, dado que no se
contaba con un GC con detector de espectrometro de masa. Si hubo produccién de otro
tipo de PHA, el mismo no se detect6. En la tabla 7, en ninguno de los casos se observa que
la suma entre HV/PHAs y HB/PHAs sea 1. Esto también podria estar indicando la produccién

de otros PHAs.

Ademas, seria conveniente determinar el perfil térmico de las muestras de PHA para
verificar la presencia de 3HV formando un copolimero. Para ver si esta presente el
copolimero, se podria medir la temperatura de fusion de los polimeros. El PHB tiene un
punto de fusién a 167 °C pero la presencia del copolimero P(3HB-co-3HV) marcaria una

temperatura menor, que va a depender de cuanto 3HV contenga el copolimero.
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De acuerdo con los resultados presentados en una tesis grado efectuada en nuestro
laboratorio, en H. seropedicae Z69, la sintesis de PHB era dependiente de la entrada del
cultivo en la fase estacionaria (Malan, 2011). En otros microorganismos, la sintesis de PHB
esta ligada al crecimiento y lo acumulan sin importar la fase en la que se encuentre (Khanna
y Sivrastava, 2005). En el mismo proyecto, también se observé que, en las condiciones
ensayadas, a partir de las 25 horas de crecimiento se iniciaba la fase estacionaria, dando
lugar a una disminucién de la concentracion de amonio, tornandose limitante para el
crecimiento. Ademas, en las mismas condiciones que las nuestras, se obtuvo un contenido
de 19% de PHB. Sin embargo, al aumentar la concentracién de glucosa a 30 g/L , se obtuvo
una mayor produccion de PHB (Malan, 2011). Como se menciond anteriormente, en H.
seropedicae se expresa la ruta clasica de sintesis de PHB, que involucra la unién de dos
moléculas de acetil-CoA para dar lugar a acetoacetil-CoA y su posterior reduccion

hidroxibutiril-CoA (Catalan et al., 2007).

Catalan y col. (2007) indicaron que después de las 63 horas de un cultivo en batch, la
cantidad de PHB que generaba H. seropedicae era de 1,4 g/L. En estas condiciones se
alcanzaba una biomasa total de 3,9 g/L al ser cultivada en presencia de 50 mM de glucosa y
20 mM de (NH4),SO,. En este proyecto se llegaron a valores de biomasa de 10 g/L y una
cantidad de PHB de hasta 1,8 g/L a las 52 horas de crecimiento, al emplear 55 mM de
glucosa y 20 mM de (NH,),SO,. Catalan y col. llegaron a valores de PHB de 36%. En este
proyecto se observa que la cepa salvaje, cultivada en medio LGl sin By, el valor alcanzado de
PHB fue del 38,9 %, mientras que la cepa suplementada con B, alcanz6 valores de PHB de
hasta 48,6 %. Los resultados parecen indicar que B, estaria influyendo en la produccion de
PHA. Deberian efectuarse mas estudios para determinar el efecto de la vitamina By, en la
produccion de PHB. Los resultados podrian estar indicando la presencia de alguna enzima
dependiente de B;, en el genoma de la bacteria, que estaria influyendo en la produccion de
PHB.

En el caso de que H. seropedicae produjera 3HV al ser cultivada en presencia de glucosa,
éste no seria totalmente dependiente de la presencia de la vitamina B, ya que se observa
la produccion en la cepa salvaje sin Bj,. Cataldn y col. (2007) en ningin momento

detectaron produccion de copolimero en la cepa salvaje al ser cultivada en presencia de
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glucosa como Unica fuente de carbono. Esto también podria deberse a que la cantidad de
3HV producida es tan pequefia que fue indetectable en el analisis mediante GC-FID.
Asimismo, ellos emplearon la metandlisis como método de derivatizacion, mientras que en
este proyecto se realiz6 propandlisis. Tal vez estos métodos para producir ésteres
presentan diferente sensibilidad que podria explicar las variaciones en los resultados

obtenidos.

Como se menciond en la introduccién, se ha visto que Sbm se expresaba de manera
funcional in vitro pero no in vivo, dada su ubicacién en un presunto operén sin promotor.
Posteriormente, Froese y col. (2009) demostraron que habia expresién enddgena de Sbmy
YgfD en E. coli. Por lo tanto, en este trabajo seria también necesario evaluar la expresion de
dichos genes realizando un Northern Blot. También se podria utilizar anticuerpos anti-Sbm y
anti-YgfD para capturar proteinas de un lisado de H. seropedicae con el inserto. Asimismo,
se le podria realizar las mismas pruebas a la cepa salvaje para descartar la presencia de

enzimas similares a Sbmy YgfD.

También se habia observado que Sbm era funcional cuando se sobre-expresaba en E. coli
en un medio que contenia vitamina B;, (Dayem et al., 2002). Por lo tanto, se puede
especular que bajo condiciones de crecimiento estandar, la expresion de Sbm deberia ser
muy baja para generar una via funcional y esto podria explicar la produccion baja o nula de
3HV. Se podria evaluar la actividad metil malonil-CoA mutasa mediante ensayos de
actividad enzimatica y determinar parametros cinéticos para esta enzima utilizando

succinato como sustrato (Froese et al., 2009).

Catalan y col. (2007) determinaron la produccion de P(3HB-co-3HV) a partir de H.
seropedicae utilizando &cido nonanoico, un acido graso, como fuente de carbono y energia.
Como nunca se determino la ruta de sintesis implicada en la produccion de 3HV en H.
seropedicae, seria necesario el aislamiento y estudio de mutantes en los genes que

codifican para las enzimas que se presume estan involucradas en la B oxidacion.

Para buscar optimizar la produccion de PHAs, Slater y col. (1999) disefiaron un sistema de

produccion de P(HB-co-HV) en plantas transgénicas de Arabidopsis. A la misma se le insert6
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la via de desaminacion de treonina de E. coli para la producciéon de propionil-CoA que da
lugar a HV. Sin embargo, la produccién de copolimero fue muy baja. A diferencia de las
plantas transgénicas, la fermentacion clésica ha sido muy exitosa (Aldor et al., 2002). El
problema es el alto costo la produccion de P(HB-co-HV) y que la adicién de propionato no
es econdmicamente rentable (Slater et al., 1999). Por otro lado, el agregado de cofactores
(por ejemplo vitamina B;,) también es costoso (Chen et al., 2011). Como alternativa, Cheny
col. (2011) disefiaron una cepa de E. coli recombinante para producir P(HB-co-HV). La
misma alcanz6 una produccién de copolimero con hasta un 17,5% de 3HV respecto al total
del copolimero a partir de una fuente de carbono no relacionada. El 3HV se sintetiz6 a
través de la via treonina desaminasa al igual que Arabidopsis, dado que esta ruta de sintesis
no implica el agregado de cofactores. Se observo que el paso limitante para la formacién de
propionil-CoA era la desaminacion de la treonina. Ademas, para inhibir el catabolismo
enddgeno de propionil-CoA, se mut6 la via de ciclo acido metil-citrico mediante la
eliminacion del gen prpC, al igual que Aldor y col. y la via de los &cidos tricarboxilicos,
mediante la delecion del gen ygfH (scpC). Inesperadamente, la supresion del gen prpC no
generd un aumento significativo de la fraccién 3HV. Sin embargo la supresion del gen ygfH
aumento significativamente la fraccion 3HV en el copolimero. Esto indic6 que la propionil-
CoA en E. coli se desvia preferentemente al ciclo de Krebs en lugar del ciclo acido metil-
citrico (Chen et al., 2011). En este trabajo, el operén insertado en H. seropedicae no
contenia el gen ygfH. Sin embargo, se realiz6 una busqueda en un banco de datos
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) y se encontr6 un gen de H. seropedicae (0039), con
secuencia similar a ygfH. Por lo tanto, puede que este gen esté en H. seropedicae Z67 y
codifigue para una enzima que catabolice el propionil-CoA via &cidos tricarboxilicos,
evitando la sintesis de hidroxivaleril-CoA. Para verificar esto se podria disefiar cebadores
para amplificar la regién de este gen a partir del genoma de H. seropedicae Z67 y en el caso
de obtener un producto, se podria secuenciar. En caso de tener verificado que H.
seropedicae Z67 presenta dicho gen, se podrian hacer mutaciones y ver como afecta esto la

produccion de copolimero.
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7. CONCLUSIONES

@ Se logré transformar la cepa Z67 con el plasmido pLF1. Sin embargo, no se
logré obtener clones transformados a partir de la cepa mutante fliF, por una
posible incompatibilidad entre el transposén mini Tn5 y el vector original
pHC60, del cual deriva pLF1. La presencia del plasmido en Z67 fue verificada

por Southern blot.

® H. seropedicae Z67 coloniz6 plantas de rabanito 2h después de inoculada la

bacteria en las raices de la planta.

@ Hubo produccion de 3HB en las cepas 267 WT, 267 (pHC60), 267 (pLFl1),
alcanzando un contenido del orden de 48,6% de la masa seca celular en la cepa
salvaje Z67 crecida en medio LGI con glucosa 55 mMy 20 mM de amonio y en

presencia de 1 UM de vitamina Bs,.

@ El contenido de 3HV en el polimero purificado fue muy bajo. La baja
concentracion de HV puede deberse a la baja expresion del plasmido o

catabolismo del propionato por la via 2 metil citrato o via acidos tricarboxilicos.

@ Del analisis por GC-FID se observo en la cepa 267 y 267 (pLF1), “picos” que

eluyeron con tiempos de retencion que correspondian al 3HV.

® Lavitamina By, parece influir en la sintesis de PHAs en la cepa salvaje y la cepa

pLF1.
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8. PERSPECTIVAS FUTURAS

@ Verificar la expresién de las enzimas del operén truncado sbm-ygfD-ygfG en
H. seropedicae Z67 (pLF1) mediante Northern Blot, Western Blot o0 medida de

la actividad enziméatica.

@ Determinar la sintesis de otros monoémeros ademas de 3HB y 3HV mediante
GC con detector de espectrometro de masa, a partir de células cultivadas en

medio LGI con glucosa como fuente de carbono en las cepas estudiadas.

® Mutar la via 2 metil citrato (responsable del catabolismo de propionato) y

observar si hay una mejora o0 cambio en la composicion de PHAs.

@ Verificar la presencia del gen ygfH en H. seropedicae, que podria estar

influyendo en el catabolismo de propionato.

@ Determinar la produccion de PHAs a partir de H. seropedicae 267 y Z67 (pLF1)

durante su asociacion con plantas de rabanito.
@ Estudiar la estabilidad del plasmido en la bacteria.

@ Determinar si la vitamina By, ejerce un efecto en la produccion de PHAs tanto
en la cepa salvaje Z67 como en Z67 (pLF1) y Z67 (PH60)

® Realizar un perfil térmico de las muestras de PHAs para verificar la presencia
de 3HV y en el caso que haya, establecer que el mismo esté formando el
copolimero con 3HB y determinar el porcentaje de composicién de 3HV en el

mismo.

@ Dado que no se pudo transformar el mutante fliF con el pldsmido pLF1, se
deberia generar un mutante fliF mediante un knock-out y luego transformarlo
con el plasmido pLF1, de modo de analizar el efecto de su expresion en la

produccion de PHAs.
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