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RESUMEN

La D-xilosa es el segundo carbohidrato mas abundante en la naturaleza.
Se encuentra en alta proporcion en la biomasa lignocelulésica, el subproducto
renovable mas abundante en el planeta. La biomasa es usualmente quemada
para la generacion de energia. Sin embargo, la misma contiene compuestos
que constituyen una excelente oportunidad para producir biocombustibles de
segunda generacion y bio-productos con valor agregado, en el contexto de las
biorrefinerias. Se han estudiado pocos microorganismos capaces de metabolizar
la D-xilosa eficientemente. La busqueda de nuevos microorganismos o de rutas
catabdlicas novedosas capaces de metabolizar esta pentosa forma parte de un
area de investigacion importante para la biotecnologia acoplada a las cadenas
agroindustriales.

Herbaspirillum seropedicae es una [-proteobacteria capaz de crecer en
presencia de D-xilosa y acumular mas del 50 % de su peso seco como poli-
3-hidroxibutirato (PHB), biopolimero termoplastico y biodegradable. Para
la degradacion de D-xilosa emplea rutas no fosforilativas, cuyo primer paso
estd catalizado por la enzima D-xilosa deshidrogenasa dependiente de NAD™
(G5B88.22805, zylB). El mutante Z69AzylB es capaz de crecer en D-xilosa,
aunque con menor velocidad de crecimiento.

En esta tesis de doctorado, se identificaron las rutas metabdlicas implicadas
en el catabolismo de D-xilosa en H. seropedicae 769 y Z69AzylB mediante
RNA-seq, y el subsecuente analisis del fenotipo de varios mutantes apolares
dirigidos en los genes identificados. De acuerdo a los resultados, H. seropedicae
emplea rutas no fosforilativas para el catabolismo de D-xilosa. La porcién
inferior de este metabolismo involucra la co-expresién de dos rutas: la ruta
de Weimberg que produce a-cetoglutarato y una ruta nueva recientemente
descrita que sintetiza glicolato y piruvato. Esta nueva ruta parece ser muy
importante para el catabolismo de D-xilosa, ya que el mutante en el iltimo
paso, Z69/AmhpD, fue capaz de crecer en esta pentosa luego de una extensa fase
lag (40-50 horas). Por otro lado se identificé que el crecimiento en D-xilosa del
mutante Z69AzylB es debido a la expresion de la L-arabinosa deshidrogenasa

codificada por el gen araB (G5B88.05250) que puede utilizar D-xilosa como
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sustrato.

Ademas, se estudiaron los mecanismos regulatorios implicados en el me-
tabolismo de D-xilosa en H. seropedicae 769. Se construyo el mutante apolar
dirigido en el gen regulador zylR, Z69AxylR, el cual presentd crecimiento redu-
cido (50 %) en D-xilosa. Por otro lado, se identificé que, los genes zylFGH, que
codifican para un transportador de D-xilosa del tipo ABC, y los genes zylBD
v xylC, que codifican para las enzimas de la ruta no fosforilativa superior, se
encuentran formando unidades transcripcionales (operones) diferentes. Luego,
se observo que zylR estaria regulando positivamente la expresion de los genes
2ylFGH, zylBD, zylC v xylR, en presencia de D-xilosa o D-glucosa. Mientras
que los genes zylA y mhpD (rutas no fosforilativas inferiores) y araB no es-
tarian regulados por zylR. Finalmente, mediante ensayo de retardo en gel, del
inglés Electrophoretic Mobility Shift Assay (EMSA), se observé que rXylR se
une a las regiones promotoras de los genes zylFGH y/o zylR y a la region
promotora de los genes zylBD y que esta union es fomentada por la presencia

de D-xilosa.

Palabras claves:

rutas no fosforilativas, L-arabinosa, mhpD, araB, zylR.
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Introduccion

Debido a la creciente preocupaciéon mundial por el cambio climatico, cau-
sado por el aumento en las concentraciones de gases de efecto invernadero,
se han propuesto diferentes estrategias que permitan mitigar las emisiones de
origen antrépico. En ese sentido se considera importante implementar tecno-
logias verdes, limpias y sustentables. Surge asi, el concepto de biorrefineria, en
donde se busca producir bio-combustibles y bio-productos con valor agregado,
a partir de materias primas renovables. La estrategia de instalar cadenas agro-
industriales también reduce la generacién de residuos, ya que se busca apro-
vechar todos los subproductos, ya sea para la generacion de energia eléctrica,
produccién de compuestos quimicos finos con valor agregado y/o bioplasticos,
entre otros (Domingues et al. 2021; Zhao et al. 2020).

La biomasa lignoceluldsica es la materia prima méas abundante en la Tie-
rra. Puede utilizarse para la produccion de combustibles y productos quimi-
cos con alto valor agregado. Su aprovechamiento puede ser una alternativa a
la utilizacién de los combustibles fésiles. La biomasa lignoceluldsica provie-
ne de residuos de las industrias agro-forestales o residuos municipales (como
podas), y no compite con la produccién de alimentos. Esta formada por tres
tipos de polimeros: celulosa (35-45%), hemicelulosa (25-30 %) y lignina (15-
30 %), fuertemente entrelazados por distintos tipos de interacciones quimicas.
La celulosa es un homopolimero de unidades de D-glucosa, unidas por enlaces
1,4--glicosidicos, constituido por largas cadenas de 7000 a 15000 unidades.
Estas cadenas se unen entre si por enlaces de hidrégeno intra e intermolecula-
res, generando una fuerte estructura cristalina, con zonas amorfas, altamente
resistente. La hemicelulosa es un heteropolimero, con una estructura amorfa,
compuesto principalmente por pentosas (D-xilosa y L-arabinosa), y en menor
medida por hexosas (D-glucosa, manosa, galactosa, ramnosa). La lignina es
un polimero fendlico heterogéneo con una estructura amorfa (Raj et al. 2022;

Sohn et al. 2022). Estos componentes de la pared celular estan adheridos entre



si, formando una fuerte estructura tridimensional, rigida y cristalina, resis-
tente a la degradacion microbiana. Para superar esta propiedad recalcitrante,
es necesario el pre-tratamiento de la biomasa, previo a su transformacion en
bio-combustibles y bio-productos (Raj et al. 2022).

Los pre-tratamientos pueden ser fisicos (mecanicos), quimicos (usando &ci-
dos diluidos, bases, o liquidos i6nicos), fisico-quimicos (por ejemplo, explosién
de fibras con una solucién de amoniaco, explosién de vapor, o ultrasonido), o
biolégicos (empleando digestién con hongos o bacterias productoras de enzi-
mas lignoceluloliticas). La finalidad del pre-tratamiento es romper la compleja
estructura de la biomasa, aumentar la porosidad y accesibilidad a sus fibras,
remover la lignina (al menos de forma parcial), y depolimerizar parcialmente
la hemicelulosa. Después, es necesario realizar un post-tratamiento mediante
sacarificacion o hidrolisis enzimatica para obtener los aztcares fermentables y
una posterior detoxificacién para remover los inhibidores presentes (Govil et
al. 2020; Raj et al. 2022; Sohn et al. 2022). Luego de este proceso se obtiene
una mezcla de azicares fermentables que contienen D-glucosa, D-xilosa y L-
arabinosa, y en algunos casos puede contener ademas manosa y galactosa en
menor proporcién (Maity, 2015). Estos azicares se pueden transformar en bio-
combustibles, como bioetanol, bio-butanol, hidrégeno, etc.; o en bio-productos
con valor agregado con miultiples aplicaciones, como los bioplasticos, succina-
to, fumarato, malato, xilitol, arabitol, acido D-xilénico, acido glicolico, acido
lactico, glicerol, ete. (Domingues et al. 2021; Raj et al. 2022; Zhao et al. 2020).

En general, los microorganismos que se usan actualmente en la industria
para la produccion de bio-combustibles y bio-productos, son capaces de me-
tabolizar eficientemente la D-glucosa, pero no asi la D-xilosa. Ademas, se ha
descrito el fenémeno de represion catabdlica por D-glucosa, que no permite
que algunos de los aztcares lignoceluldsicos (D-xilosa y L-arabinosa) sean co-
metabolizados, lo que enlentece los procesos de produccién, aumentando los
tiempos y costos (Luo et al. 2014).

En este contexto, el estudio de las rutas metabdlicas y los mecanismos de
regulacién implicados en el catabolismo de la D-xilosa deberia ser profundi-
zado, ya sea en organismos ya identificados, o en nuevos aislamientos. Este
conocimiento constituye un insumo necesario para el diseno de nuevas cepas
modificadas genéticamente, empleando herramientas de ingenieria metabdli-
ca y biologia sintética, mejoradas para su uso industrial. Por otro lado, la

busqueda de nuevos microorganismos, o nuevas enzimas para la utilizacion de



la D-xilosa, puede verse favorecida debido a la ampliacion en las secuencias
reportadas en las bases de datos, que al dia de hoy es bastante limitada para
algunas rutas metabdlicas, como veremos mas adelante.

En esta tesis se trabajé con Herbaspirillum seropedicae, una bacteria capaz
de crecer en D-xilosa como tnica fuente carbonada, y metabolizarla eficien-
temente para la produccién de poli-3-hidroxibutirato (PHB) (Malan, 2011,
2015). El PHB es un bio-polimero con propiedades termoplasticas, biodegra-
dable y biocompatible, por lo que representa una alternativa a los plasticos
de origen petroquimico (Govil et al. 2020). Hasta el momento su produccién
es mas costosa que la de los plasticos convencionales. Para bajar los costos
de produccion es necesario continuar investigando y se han propuesto diferen-
tes estrategias, como la utilizacién de materias primas de bajo costo (como
residuos de otras industrias), el acoplado la produccién de PHB a cadenas
productivas ya existentes (dentro de las biorefinerias) y el uso de microorga-
nismos bien adaptados que presenten un alto rendimiento de transformacion
de fuente carbonada en PHB. Para esto ultimo es necesario conocer las rutas
de transformacion de fuente carbonada en PHB, para asi poder disenar cepas
con mejores capacidades productivas.

Hasta donde conocemos, esta tesis seria el primer trabajo en donde se estu-
dia en detalle las rutas, los genes y las enzimas involucradas en el metabolismo
de D-xilosa en H. seropedicae, pensando en optimizar la produccion de PHB.
Durante el transcurso de este trabajo se logré identificar nuevos genes (y en-
zimas) involucradas en el catabolismo de D-xilosa; ademds, se identificaron

algunos de los posibles mecanismos de regulacién implicados.

Metabolismo de D-xilosa en microorganismos

Hasta el momento se han descrito cinco rutas para el catabolismo de D-

xilosa en microorganismos. Las mismas se detallan a continuacion.

Rutas no fosforilativas

Se han descrito tres rutas no fosforilativas de degradacion de D-xilosa,
y todas comparten los tres primeros pasos, como se ve en la Figura 1 A.

Esos pasos son: (i) la oxidacién de la D-xilosa en D-xilonolactona por me-
dio de la enzima D-xilosa deshidrogenasa (XDH), dependiente de NAD™T o
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NADPT; (ii) la hidrélisis de D-xilonolactona a D-xilonato, una reaccién que
puede ocurrir espontaneamente o mediada por la enzima D-xilonolactonasa; y
(iii) la transformacién por deshidratacion del D-xilonato en D-2-ceto-3-deoxi-
pentonato (D-KDP) por medio de la enzima D-xilonato deshidratasa. Desde
este punto, el catabolismo puede seguir cualquiera de las tres rutas diferen-
ciadas, denominadas como rutas no fosforilativas inferiores (rutas de Dahms,
Weimberg o Watanabe) (Figura 1 B, C y D) (Ren et al. 2022).

(A) D-xilosa
D-Xilosa
xylB l deshidrogenasa
(XDH)

D-Xilonolactona

xylC lD-XiIonoIactonasa

D-Xilonato

xviD D-Xilonato
y deshidratasa

D-2-ceto-3-deoxi-pentonato

(D-KDP)
Y / © (D)  D-KDP
D-KDP D-KDP .
aldolasa xylX e deshidrogenasa
Piruvato a-cetoglutarato 5-hidroxi-2,4-dioxo-
. semialdehido pentanonato
Glicolaldehido (aKGSA) (HDOP)
HDOP
aKGSA mhle _
xylA ldeshidrogenasa hidrolasa
Piruvato
a-cetoglutarato +
Glicolato

Figura 1: Rutas no fosforilativas descritas para el catabolismo de la D-
xilosa en diferentes microorganismos. (A) Ruta no fosforilativa superior. Rutas
no fosforilativas inferiores descritas por Dahms, 1974 (B), Weimberg, 1961 (C) y
Watanabe et al. 2019 (D). En azul se muestra el nombre del gen que codifica para
las enzimas involucradas en cada paso.

En la ruta de Dahms (Figura 1 B), originalmente descrita en una cepa de
Pseudomonas no clasificada, el intermediario D-KDP se transforma directa-
mente en piruvato y glicolaldehido por medio de una aldolasa (Dahms, 1974).

Otro posible destino del D-KDP es a través de la ruta de Weimberg (Figura

1 C) descrita en las bacterias Pseudomonas frangi, Pseudomonas taiwanensis,
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Caulobacter crescentus, Arthrobacter nicotinovorans y en varias arqueas, in-
cluyendo Haloferax volcanii y Haloarcula marismortui (Johnsen y Schonheit,
2004; Johnsen et al. 2009; Kohler et al. 2015; Mihasan et al. 2013; Stephens,
Christen, Fuchs et al. 2007; Weimberg, 1961). En esta ruta, el D-KDP se
transforma en a-cetoglutarato semialdehido («KGSA) por medio de la enzima
D-KDP deshidratasa. Luego el aKGSA se transforma en un intermediario del
ciclo de Krebs, el a-cetoglutarato, por medio de la enzima a KGSA deshidro-
genasa, dependiente de NAD(P)*.

Recientemente, Watanabe et al. 2019 describieron una nueva ruta en Her-
baspirillum huttiense, en donde el D-KDP se transforma en 5-hidroxi-2,4-dioxo-
pentanonato (HDOP), por medio de la enzima D-KDP deshidrogenasa. Segin
esta nueva ruta se obtiene piruvato y glicolato como productos finales, por

accién de la enzima HDOP hidrolasa, tal como se muestra en la Figura 1 D.

Rutas fosforilativas

Dentro de las rutas que involucran la transferencia de grupos fosfato, o

rutas fosforilativas, se ha descrito las dos vias que se describen a continuacién.

Ruta oxo-reductiva

La ruta oxo-reductiva se encuentra cominmente en levaduras, hongos fi-
lamentosos y otros eucariotas. Esta ruta transforma la D-xilosa en xilitol por
medio de la enzima D-xilosa reductasa (XR) NAD(P)H dependiente, seguido
de su oxidacion a D-xilulosa, por la xilitol deshidrogenasa (XOLDH) que utili-
za NAD™ como cofactor. En el tltimo paso, la D-xilulosa se fosforila, mediante
la D-xilulosa quinasa (XK), dando como producto final D-xilulosa-5-fosfato,
que ingresa directamente a la via de las pentosas fosfato (Zhao et al. 2020).

En la Figura 2 se muestra un esquema de la via.

Ruta de la D-xilosa isomerasa

La ruta de la D-xilosa isomerasa, y que involucra a la enzima con el mis-
mo nombre (D-xilosa isomerasa (XI)), es la ruta cldsica de bacterias, aunque
ultimamente se ha descrito también en algunos hongos y en un arquea de la
especie Halorhabdus (Sutter et al. 2020). Esta ruta transforma directamente

la D-xilosa en D-xilulosa, tal como se muestra en la Figura 2 (Zhao et al.
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2020). Luego, la D-xilulosa se transforma en D-xilulosa-5-fosfato por medio de

la D-xilulosa quinasa (XK), igual a como ocurre en la ruta oxo-reductiva.

D-xilosa

D-xilosa

reductasa

(XR)
! D-xilosa
Xilitol isomerasa
Xilitol o
deshidrogenasa

(XOLDH)

D-xilulosa <——

D-xilulosa
quinasa
(XK)

D-xilulosa-5-P

Figura 2: Rutas fosforilativas descritas para el catabolismo de la D-xilosa
en diferentes microorganismos: ruta oxo-reductiva y ruta de la D-xilosa
isomerasa.

Genes implicados en el metabolismo de D-xilosa

Debido a la variabilidad de rutas metabdlicas involucradas en la oxidacion
de D-xilosa y del importante niimero de microorganismos capaces de meta-
bolizarla, no se ha propuesto un ordenamiento uinico de genes. Igualmente, es
posible realizar algunas generalizaciones.

Comenzaremos describiendo someramente los tipos de transportadores de
D-xilosa. Esta puede internalizarse empleando tres tipos de transportadores: (i)
transportadores del tipo ABC, generalmente codificados por los genes zylFGH,
(ii) transportadores MF'S (the major facilitator superfamily), generalmente co-
dificados por el gen zylE vy, (iii) transportadores simport de azicar-protén
(sugar-proton symporter) codificado por el gen zylT, como ocurre en Clostri-
dium beijerinckii (Zhao et al. 2020).

Respecto a la organizacién de los genes que codifican para las enzimas de la



ruta fosforilativa de la D-xilosa isomerasa (zylA y zylB, que codifican para las
enzimas XI y XK respectivamente), pueden encontrarse juntos formando un
oper6n, como ocurre en E. coli (Figura 3, Song y Park, 1997), o dispersos en
el genoma como ocurre en P. fluorescens (Figura 4, Liu et al. 2015). Muchas
veces estos genes se encuentran junto a los genes zylFGH, que codifican para
el transportador de D-xilosa del tipo ABC, aunque no necesariamente forman
un operon.

Por otro lado, los genes que codifican para las enzimas de las rutas no
fosforilativas, pueden encontrarse todos dentro de un mismo operén, como
ocurre con la ruta de Weimberg en C. crescentus (Stephens, Christen, Fuchs
et al. 2007) o dispersos en el genoma, formando parte de varios clusters, como
ocurre en el caso de H. huttiense (Watanabe et al. 2019). Este tltimo presenta
dos rutas no fosforilativas inferiores (Weimberg y Watanabe). En arqueas,
donde la ruta no fosforilativa de Weimberg pareceria ser la méas comun, los
genes que codifican para la misma se encuentran dispersos en el genoma y
varian entre especies, no existiendo un tnico orden.

En todos los casos, los genes zyl, involucrados en el catabolismo de D-xilosa,
se encuentran regulados positiva o negativamente por diferentes proteinas de

unién al ADN, codificadas por diferentes genes denominados zylR.

Regulaciéon del metabolismo de D-xilosa

Se han descrito varias proteinas de unién a ADN que regulan la expresién
de los genes involucrados en el metabolismo de D-xilosa, denominadas genéri-
camente XylR. En el caso de C. crescentus, Bacillus subtilis, Xanthomonas
oryzae pv. oryzae y Streptomyces lividans TK24, la proteina XylR reprime la
transcripcion de los genes xyl involucrados en el catabolismo de la D-xilosa.
El mecanismo de represion involucra la unién de XylR a regiones del ADN
localizadas inmediatamente después del sitio de inicio de la transcripcion o a
las regiones promotoras, inhibiendo la transcripcién. En todos estos casos la
presencia de D-xilosa anula la represion (Gartner et al. 1992; Heo et al. 2008;
Ikawa et al. 2018; Stephens, Christen, Watanabe et al. 2007).

En el caso de E. coli y P. fluorescens, la proteina XylR actia como un
activador de la transcripcion de los genes zyl. A continuacién se detalla el

funcionamiento de esta proteina en ambas bacterias.
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Regulacién de los operones xyl en E. coli

E. coli es capaz de catabolizar los principales carbohidratos presentes en
la biomasa lignocelulésica (D-glucosa, L-arabinosa y D-xilosa). Sin embargo,
no es capaz de metabolizar simultaneamente estos azicares debido al proceso
de represiéon catabdlica por carbono. En presencia de estos tres azicares, E.
coli consume primero la D-glucosa, luego la L-arabinosa y finalmente la D-
xilosa (Desai y Rao, 2010). Para el catabolismo de D-xilosa, E. coli emplea la
ruta fosforilativa de la D-xilosa isomerasa (ver Figura 2), cuyas enzimas estén
codificadas por los genes zylAB. Tal como se muestra en la Figura 3, aguas
arriba de estos genes y, en sentido contrario, E. coli presenta los genes xylF'GH
que codifican para un transportador de D-xilosa del tipo ABC. Contiguo a
estos, se encuentra el gen zylR que codifica para el regulador de la transcripcién

de los genes zyl mencionados (Song y Park, 1997).

B
R T mmmme

Figura 3: Organizacion de los dos operones xyl en E. coli, ambos regulados
por XylR. IA e IF son las regiones a donde se une XylR, formando un lazo con el
ADN, para promover la transcripcién. Los promotores PA, PF y PR se muestran en
azul.

Los genes zylAB y zylFGHR se encuentran formando dos unidades trans-
cripcionales (ver Figura 3) separadas por 360 pb, y reguladas por los promo-
tores PA y PF, respectivamente. Ademds, existe otro promotor débil, denomi-
nado PR, especifico para dirigir la expresién de zylR (Song y Park, 1997). Los
promotores PA y PF se activan o reprimen en presencia de D-xilosa o D-glucosa
respectivamente; mientras que, la expresion del promotor PR es constitutiva.
La expresion de los dos operones esta regulada positivamente por el regulador
transcripcional XylR, una proteina dimérica, que se activa al unirse a la D-
xilosa (Song y Park, 1997). La delecién del gen zylR anula completamente la
expresién de los promotores PA y PF, causando un defecto en el transporte
de D-xilosa y en el crecimiento de E. coli en esta fuente carbonada (Song y
Park, 1997). Por otro lado, en ausencia de D-xilosa, XylR no se une al ADN,

de modo que no seria capaz de activar la transcripcién de los genes zyl (Ni et
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al. 2013). XylR forma un dimero que se une a dos regiones del ADN (Ni et
al. 2013), denominadas IA e IF, situadas a -37pb del inicio de la transcripcién
de los operones zyl (ver Figura 3). Las secuencias nucleotidicas de estos sitios
contienen dos repeticiones directas (con consenso —gaAa-a—a-AAT—gaAa-a—
a-AAT) (Song y Park, 1997).

La proteina XylR pertenece a una nueva familia de proteinas de union al
ADN. En el extremo C-terminal, contiene un dominio de unién al ADN del tipo
AraC, compuesto por dos motivos hélice-giro-hélice (HTH); y en el dominio N-
terminal contiene un dominio de unién a D-xilosa del tipo Lacl/GalR. La unién
a D-xilosa promueve un cambio conformacional que se transmite al dominio
de unién al ADN. El dimero de XylR-D-xilosa es entonces capaz de unirse a
los dos promotores (PA y PF), promoviendo la formacién de un lazo con el
ADN vy, dirigiendo la expresion de los operones que se encuentran en sentidos
opuestos (Ni et al. 2013).

Como se mencioné previamente, E. coli presenta represion catabdlica por
L-arabinosa. La misma estd mediada por el factor de transcripcién AraC, que
cuando se une a L-arabinosa es capaz de reprimir la transcripcién de los genes
zyl (Desai y Rao, 2010). Se ha observado que, aumentando el nivel intracelu-
lar del factor de transcripcion XylR, se puede eliminar la represién catabdlica
causada por la L-arabinosa, de modo que la bacteria modificada es capaz de
co-utilizar L-arabinosa y D-xilosa (Groff et al. 2012). Mds recientemente, es-
tudiando células individuales de E. coli, se demostrd que existen poblaciones
mixtas y multimodales al crecer en una mezcla de L-arabinosa y D-xilosa. El
orden jerarquico de consumo de estos carbohidratos no es tan estricto como se
describe habitualmente, sino que mas bien depende de las concentraciones de
los mismos. Ademads, se observé que XylR unida a D-xilosa reprime los genes
responsables del metabolismo de L-arabinosa, ya que es capaz de unirse a los
promotores de los genes araC' y araB (éste ultimo codifica para la ribulosa-
quinasa, enzima involucrada en el catabolismo de L-arabinosa) (Koirala et al.

2016).

Regulacion del operén zyl en P. fluorescens

P. fluorescens posee un solo operén con los genes involucrados en el me-
tabolismo de D-xilosa (Figura 4), en donde se encuentran el gen zylA, que

codifica para XI y los genes zylFFGH que codifican para el sistema de trans-



porte de D-xilosa del tipo ABC. Todos estos genes se transcriben en tandem
bajo el control del promotor PA, inducible por D-xilosa. A su vez, aguas arriba
se encuentra el gen zutR, que codifica para el regulador de la transcripcion de
la familia AraC. Este gen se encuentra bajo el control del promotor PR. Su
expresion es constitutiva y no se afecta por la presencia/ausencia de D-xilosa.
XutR posee una alta similitud de secuencia aminoacidica con XylR de E. coli,
pero reconoce un motivo de ADN diferente y no forma un lazo para inducir
la expresién de los genes zylAFGH. XutR, al igual que XylR de E. coli, forma
un homodimero cuando interacciona con el ADN. En este caso un mondémero
se une a la secuencia PA-I y el otro monémero se une a la secuencia PA-II.
En ausencia de D-xilosa, la interacciéon XutR/PA-II no es lo suficientemente
fuerte para activar al promotor PA, por lo que no se da la transcripcién de
los genes zylAFGH. La region PA-I esta superpuesta con el promotor PR, de
modo que cuando XutR estda unido a PA-I se reprime su expresién, aunque,
a menudo XutR se desprende del ADN y queda expuesto el promotor PR

desencadenando una expresién constante de zutR (Liu et al. 2015).

PR PA

I

PA- I\ PA-II

- oA | > o
[ ylF

Figura 4: Organizacion del operén zylAFGH en P. fluorescens SBW25
regulado por XutR. PA-I e PA-II son las regiones a donde se une XutR.

P. fluorescens SBW25 posee dos genes que codifican para XK (zutB1 y
zutB2) de la ruta fosforilativa de oxidacion de la D-xilosa. Estos se encuentran
en otras regiones del genoma, alejadas de los genes xyl de la Figura 4. Los genes
zultB1 y zutB2 se encuentran en diferentes clusters, junto a genes encargados
del metabolismo de manitol y otros polioles no identificados. La regulacion de
la expresién del gen zutB1 estd mediada por el regulador de respuesta a manitol
MItR, empleando D-xilulosa en vez de D-xilosa como inductor. Para activar la
transcripcion del gen zutB1 en presencia de D-xilosa, el regulador XutR activa
la expresion de los genes zylAFGH que codifican para el sistema que internaliza
la D-xilosa y la transforman en D-xilulosa. Entonces, este metabolito, unido
al regulador MItR, activa la expresion de zutBI1. La expresién de zutB2 no se

ve afectada por la presencia de D-xilosa en el medio (Liu et al. 2015).
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A continuacion se presenta la informacion disponible sobre Herbaspirillum

seropedicae y la forma en que metaboliza la D-xilosa.

Herbaspirillum seropedicae

Las bacterias de este género son Gram negativas, con forma de vibrio o
helicoidal. Generalmente, las células poseen dos flagelos (aunque también pue-
den tener uno o tres) en uno o ambos polos. El didmetro celular es de 0,6 a
0,7pm y el largo varia segin el medio de cultivo, desde 1,5 a 5ym (Baldani et
al. 1986).

Las bacterias de la especie H. seropedicae crecen bien en un rango amplio de
pH, desde 5,3 a 8,0. Su temperatura éptima de crecimiento es 34°C y no pueden
duplicarse a temperaturas menores de 22°C o mayores a 37°C. No sobreviven en
presencia de NaCl a concentraciones mayores al 2% y no necesitan vitaminas
u otros nutrientes o cofactores para su crecimiento. Las cepas de esta especie
suelen ser susceptibles a varios antibiéticos, como el cloramfenicol, tetraciclina,
gentamicina, kanamicina, eritromicina y estreptomicina, pero son resistentes
a la penicilina. Ademas, tienen la capacidad de reducir nitrégeno atmosférico
bajo condiciones de microaerobiosis (Baldani et al. 1986). En la naturaleza, a
estas bacterias se las encuentra como endofitas de gramineas, tales como cana
de azucar, sorgo, maiz, avena, etc. Ademas, promueven el crecimiento vegetal.

H. seropedicae puede consumir varios carbohidratos como D-glucosa, ga-
lactosa, D-xilosa y L-arabinosa, asi como los polioles manitol, sorbitol, xilitol
y glicerol como tnicas fuentes de carbono (Baldani et al. 1986; Catalan et al.
2007). También consume acidos organicos, como malato, fumarato, succinato,

piruvato, citrato y el trans-aconitato (Baldani et al. 1986).

Metabolismo carbonado

A partir de las determinaciones bioquimicas de actividades enziméticas
realizadas en nuestro laboratorio (Unidad de Microbiologia Molecular del 11B-
CE) y por anélisis de secuencia del genoma de la cepa SmR1, se determind
que H. seropedicae emplea la ruta de Entner-Doudoroff para el catabolismo de
D-glucosa, y que ademés posee completos los ciclos de Krebs y del glioxilato.
Como rutas biosintéticas utiliza la gluconeogénesis y la ruta de las pentosas

fosfato. Ademas, no seria capaz de utilizar la via glicolitica por carecer de la
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enzima fosfo-fructoquinasa I (Pedrosa et al. 2011). Por otro lado, en lo que
refiere al metabolismo de azicares de cinco atomos de carbono, se sabe que
la L-arabinosa se metaboliza siguiendo la ruta que se muestra en la Figura
5 (Mathias et al. 1989; Price et al. 2018). Esta ruta es andloga a la ruta de
Weimberg descrita para el catabolismo de D-xilosa, presenta intermediarios no

fosforilados y produce a-cetoglutarato, un importante intermediario del ciclo
de Krebs.

L-Arabinosa
L-Arabinosa
araB deshidrogenasa
7 (ADH)

L-Arabinolactona

G5B88_05265 | L-Arabinolactonasa
\

L-Arabinonato

L-Arabinonato

G5B88_05245 deshidratasa

L-2-ceto-3-deoxi-pentonato
(L-KDP)

L-KDP

G5B88_06915 deshidratasa

a-cetoglutarato semialdehido
(aKGSA)

aKGSA

xylA deshidrogenasa

a-cetoglutarato

Figura 5: Ruta no fosforilativa involucrada en el metabolismo de L-
arabinosa en H. seropedicae (Mathias et al. 1989; Price et al. 2018). En azul
se muestran los genes de H. seropedicae 769, segiin los resultados de secuenciacion
obtenidos en esta tesis, ver punto 1.2.1. Estos son idénticos a los identificados en la
cepa de referencia SmR1.
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Metabolismo de D-xilosa

H. seropedicae crece en presencia de D-xilosa o xilitol como tnicas fuentes
carbonadas (Catalan et al. 2007). En el genoma de H. seropedicae SmR1 se
encuentra anotado un marco abierto de lectura (ORF) candidato a codificar
para la XOLDH (Hsero 3396, HSERO_RS17015, denominado zoldh en este
trabajo) y dos ORFs para la XK (zylB, renombrados como zk! y zk2 en este
trabajo), que corresponderian a la ruta oxo-reductiva (Figura 2). Sin embargo,
no se ha encontrado ningiin gen candidato a codificar para la primer enzima
de esta ruta, la D-xilosa reductasa (XR). En mi tesis de Maestria se construyé
el mutante Z69Azoldh. Este no presentd diferencias en el crecimiento en D-
xilosa o en xilitol con respecto a la cepa salvaje, ni en la actividad XOLDH,
determinada en extractos libres de células crecidas en xilitol, con respecto a la
cepa salvaje en las mismas condiciones. Estos resultados sugieren, que el gen
zoldh no codificaria para la XOLDH o que habria otras enzimas capaces de
cumplir esa funcién, sin alterar el fenotipo del mutante (Malan, 2015; Malén
et al. 2021).

A su vez, como se muestra en la Figura 6, en H. seropedicae SmRI1, se
encuentran anotados los genes que codifican para las enzimas que internalizan
la D-xilosa: zylF' (proteina periplasmatica del sistema de transporte ABC de
D-xilosa), zylG (ATPasa, forma parte del transportador del tipo ABC de D-
xilosa) y zylH (transportador del tipo ABC, permeasa de D-xilosa) y un gen
regulador: zylR (proteina reguladora de la trascripcién del operén zyl de la
familia AraC) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov, NC_014323). Contiguo a estos
genes se encuentra el gen fabG (HSERO_RS22475, renombrado como zylB en
este trabajo) que codifica para una XDH dependiente de NAD™ (Malan et al.
2021) y los genes Hsero 4498 (HSERO_RS22480, renombrado como zylD) y
Hsero 4499 (HSERO_RS22485, renombrado como zylC'), que codificarian para
una D-xilonato dehidratasa y D-xilonolactonasa, respectivamente. Todas estas
enzimas forman parte de la ruta no fosforilativa superior mostrada en la Figura
1. En un estudio masivo empleando Tn-seq, Price et al. 2018 identificaron los
ORFs Hsero_3877 (HSERO_RS19360) y Hsero_-3871 (HSERO_RS19330) como
genes candidatos a codificar para la enzima D-KDP deshidratasa y el gen
Hsero_0147 (HSERO_00735, renombrado como zylA en este trabajo) para la
enzima a-cetoglutarato semialdehido deshidrogenasa (tultimas enzimas de la

ruta no fosforilativa inferior de Weimberg). Cabe mencionar que este ultimo gen
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(y su correspondiente enzima) participarian en el catabolismo de L-arabinosa

y D-xilosa.

HSERO_RS22480 (xyID)
HSERO_RS22475 (xylB) ‘ HSERO_RS22485 (xyIC)

B R T G o xylH e ‘>¢ 1 : -

Figura 6: Algunos genes involucrados en el catabolismo de D-xilosa en
H. seropedicae SmR1 (Malan et al. 2021; Pedrosa et al. 2011). Estos genes son
idénticos a los que se encuentran en el cluster I de H. seropedicae 7.69. Esta cepa se
secuencié en esta tesis, ver resultados en Figura 1.1.

En el marco de mi tesis de Maestria, se trabajo con la cepa Z69 de H.
seropedicae y se construyeron los mutantes apolares dirigidos Z69AxylB vy
269 AzylD. El mutante Z69AzylB presenté una reduccién en el crecimiento
(50 %), y de la actividad XDH (90 %, primer enzima de la ruta no fosforilativa
superior) en presencia de D-xilosa comparado con la cepa salvaje cultivada en
las mismas condiciones. A su vez, en extractos libres de células de Z69AxylB,
cultivada en presencia de D-xilosa como tnica fuente de carbono, se encontro
actividad XOLDH. Esta actividad enziméatica no se pudo detectar en extrac-
tos libres de células de la cepa salvaje crecida con D-xilosa como tinica fuente
carbonada, pero si se pudo detectar en extractos libres de células de la cepa
salvaje crecida con xilitol como tnica fuente carbonada (Maldn et al. 2021).
Por otro lado, el mutante Z69AzylD no presenté diferencias en el perfil de cre-
cimiento en D-xilosa con respecto a la cepa salvaje, indicando que este gen no
estaria involucrado en el metabolismo de D-xilosa o que habria otras enzimas
capaces de cumplir esa funcién, sin afectar el fenotipo del mutante (Malén et
al. 2021). Teniendo en cuenta estos resultados, consideramos que H. seropedi-
cae 769 emplea la ruta no fosforilativa de Weimberg para el catabolismo de

D-xilosa.
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Objetivos

Objetivo general

Identificar los genes y mecanismos de regulacién implicados en el catabo-
lismo de D-xilosa en H. seropedicae 769, orientado a la optimizacion de la

producciéon de PHB a partir de biomasa lignocelulésica.

Objetivos especificos

= Secuenciar y anotar el genoma de H. seropedicae 7.69.

» Identificar, mediante RNA-seq, los genes implicados en el catabolismo de
D-xilosa en H. seropedicae 769 y en Z69AxylB al crecer en presencia de
D-xilosa como unica fuente de carbono.

= Verificar la funcién de los genes identificados por RNA-seq en el catabolis-
mo de D-xilosa, mediante la construccién de mutantes apolares dirigidos
y el andlisis de su fenotipo.

= Proponer un mapa metabdlico para el catabolismo de D-xilosa en H.
seropedicae 7.69.

» Estudiar el rol regulatorio de XylR y su implicancia en el metabolismo
de D-xilosa.

» Identificar el/los operén/es zyl.

= [dentificar las regiones promotoras de estos operones o genes involucrados
en el metabolismo de D-xilosa.

= Identificar bajo qué condiciones se expresan estos genes.

= Identificar algunas de las regiones del genoma a las que se une XylR
mediante ensayo de retardo en gel, del inglés Electrophoretic Mobility
Shift Assay (EMSA)

= Proponer un modelo de regulacion del metabolismo de D-xilosa en H.
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seropedicae.
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Capitulo 1

Elucidacion de las rutas
metabdlicas implicadas en el
catabolismo de D-xilosa en H.

seropedicae

El objetivo de este capitulo es identificar todos los genes y enzimas involu-

cradas en el catabolismo de D-xilosa en H. seropedicae 7.69.

En primera instancia se secuencid, ensamblo y anoté el genoma de H. se-

ropedicae 769 y se compard con el de la cepa de referencia SmR1.

Como se mencioné anteriormente, en mi tesis de Maestria, se construyo el
mutante Z69AxylB, que presentd crecimiento reducido al ser cultivado en D-
xilosa como tnica fuente carbonada. Esta cepa mutante presenté una muy baja
actividad D-xilosa deshidrogenasa (XDH) en extractos libres de células com-
parado con la cepa salvaje, ambas crecidas en D-xilosa como tnica fuente car-
bonada. Ademads, la cepa mutante expresé la xilitol deshidrogenasa (XOLDH),
no detectada en el extracto libre de células de Z69, cuando ambas cepas fueron
cultivadas en presencia de D-xilosa como fuente carbonada. Entonces, surge
una segunda pregunta, qué ruta(s) metabdlica(s) (concretamente qué genes y
qué enzimas) estan siendo utilizadas por este mutante para el catabolismo de
D-xilosa y si se expresa una ruta diferente a la expresada en la cepa salvaje.
Para responder estas preguntas, en este capitulo se realizaron experimentos de
transcriptémica, para identificar, mediante RNA-seq, los genes diferencialmen-

te expresados en Z69 al crecer en D-xilosa respecto a la misma cepa crecida en
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glicerol como control. Se eligié glicerol como fuente de carbono control ya que,
en ensayos previos, no se detecté actividad XDH en extractos libres de células
de Z69 crecida en LGI-glicerol, en cambio esta actividad estaba presente en
extractos libres de células de Z69 crecida en presencia de D-glucosa (Malan et
al. 2021). Ademads, por transcriptomica, se identificaron los genes diferencial-
mente expresados en Z69AzylB con respecto a la cepa salvaje, cuando ambas
cepas fueron cultivadas en D-xilosa como unica fuente carbonada. Luego, para
verificar los resultados se construyeron mutantes apolares dirigidos en los genes
de interés y se estudié su capacidad de crecer en diferentes fuentes carbonadas
(D-xilosa, D-glucosa, L-arabinosa y xilitol).

Luego, se complementé la funcién del doble mutante Z69AzylB A araB ge-
nerado en este capitulo y se determiné la actividad XDH o L-arabinosa deshi-
drogenasa (ADH) en extractos libres de células de las cepas complementadas.

Por otro lado, se confirmaron las rutas metabdlicas implicadas en el cata-
bolismo de L-arabinosa, andlogas a la rutas empleadas para el catabolismo de
D-xilosa, mediante el analisis del fenotipo de algunos mutantes y la cuantifi-

cacion relativa de la expresion de algunos genes por RT-qPCR.

1.1. Materiales y Métodos

1.1.1. Cepas y condiciones de cultivo

En esta tesis se trabajo con Herbaspirillum seropedicae 769 aislada origi-
nalmente por Baldani et al. 1986 y actualmente disponible en el Centro de
Recursos Biolégicos Johanna Débereiner (CRB-JD) con el nimero BR 14611.
Ademas, se trabajé con el mutante Z69AxylB construido durante mi tesis de
Maestria (Malan, 2015).

H. seropedicae y las cepas mutantes derivadas fueron cultivadas en medio
TY (Anexo A.1.1) o LGI modificado (A.1.2) a 30°C con agitacién orbital a
180rpm (excepto los casos en los que se indique otras condiciones de cultivo).
Las cepas de E. coli se cultivaron en medio LB (diluido al 1/2) (Anexo A.1.3)
a 37°C con agitacion orbital a 200rpm. Los antibidticos y otros sustratos de
seleccion se prepararon a una concentracion 1000x siguiendo las instrucciones
del fabricante y se esterilizaron con filtros estériles de MCE (Starlab Scientific)
con un tamano de poro de 0,45nm. Se adicionaron al medio de cultivo luego

de autoclavado a la concentracién indicada en cada caso por los superindices,
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expresada en pg/mL.

Las cepas construidas en este trabajo se guardaron a -80°C en suspension
con glicerol 20 % (v/v).

La Densidad 6ptica (DO)goo—620nm se midié en el espectrofotémetro UV-
1800 (Shimadzu).

1.1.2. Técnicas de Biologia Molecular

El ADN genémico de H. seropedicae 769 se purificd con el kit Quick DNA
Fungal/Bacterial Miniprep (Zymo Research, Cat. No. D6005). En el caso de
los clones mutantes, tanto de H. seropedicae como de FE. coli, se prepararon
lisados. Para ello se resuspendio una ansada de cultivo fresco crecido en medio
solido en 100puL de agua libre de nucleasas. Esto se incubd 15 minutos a 95-
100°C y luego 20 minutos a -20°C. Finalmente se centrifugé a 16.000g por 10
minutos y se utilizé el sobrenadante para las reacciones de PCR descritas mas
adelante.

El ADN plasmidico se purificé empleando el protocolo de lisis alcalina (ver
Anexo A.5).

Los productos de PCR, las perfiles de restriccion, etc., se visualizaron bajo
luz UV en el transiluminador, luego de realizada una electroforesis en gel de
agarosa con tincién con Good View (SBS, Cat. No. HGV-2) (ver Anexo A.4).

1.1.3. Secuenciacion y anotacion del genoma de H. se-

ropedicae 7,69

El ADN genémico de H. seropedicae 769 se purificé empleando el método
fenol/cloroformo (segin Anexo A.3). La calidad del ADN se evalué en elec-
troforesis en gel de agarosa (segin AnexoA.4) y se revelé bajo luz UV luego
de ser tenido con bromuro de etidio. La concentracion de ADN se midié en
Nanodrop.

El genoma fue secuenciado por el Departamento de Bioquimica y Biologia
Molecular de la Universidad Federal de Parana, en Curitiba, Brasil. Para ello
se empled la plataforma MiSeq Illumina. La bibliotecas se prepararon con el
kit Nextera XT y para la secuenciacién se utilizé6 MiSeq Reagent Kits v2.

Las lecturas obtenidas se filtraron y se ensamblaron con el programa CLC

Genomics Workbench 7.5.5 empleando el genoma de H. seropedicae SmR1
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(NC_014323) como referencia. Luego, el genoma de Z69 se subi6 al Gen-
Bank y se anot6 automaticamente empleando NCBI Prokaryotic Genome An-
notation Pipeline (PGAP) (Haft et al. 2018; Tatusova et al. 2016). El ge-
noma de Z69 se compard con los genomas de H. seropedicae SmR1 (NC_-
014323) y H. huttiense (NZ_CP037993.1) empleando Average Nucleotide Iden-
tity (ANI) (Rodriguez-R y Konstantinidis, 2016). A su vez, en el genoma de
769 se buscaron genes involucrados en el catabolismo de D-xilosa por tblastn
(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi’PROGRAM=tblastn&PAGE -

TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome). Como query, se emplearon las
secuencias proteicas deducidas a partir de genes previamente identificados en
otros microorganismos. Ademas, se consulté la informacion disponible en las
bases de datos KEGG (Kanehisa, 2000) y MetaCyc (Caspi et al. 2016) para la

cepa de referencia H. seropedicae SmR1.

1.1.4. Transcriptéomica

Se cultivaron las cepas Z69 y Z69AxylB en matraces Erlenmeyer de 250mlL
conteniendo 25mL de medio LGI suplementado con 30g/L de D-xilosa como
fuente de carbono, y buffer MES 50mM para mantener el pH constante en
7,0. Como condicién control se cultivo la cepa Z69 en LGI suplementado con
10g/L de glicerol como fuente de carbono. Cada matraz fue inoculado con un
cultivo crecido por 24 horas en matraces Erlenmeyer de 125mL conteniendo
12mL de medio LGI con 10g/L de D-xilosa o glicerol. Estos tltimos fueron
inoculados con 1,2mL de pre-inéculo crecido por 24 horas en medio liquido
TY. En todos los casos los cultivos se incubaron a 30°C a 120rpm. Cuando los
cultivos alcanzaron una DOggg,,, de 0,5 medida con el lector de microplacas
multimodo TriStar LB 941 (Berthold Technologies GmbH & Co. KG), aproxi-
madamente a las 14-15 horas de incubacion, se transfirié una alicuota de 5mL
de cultivo a un tubo libre de nucleasas e inmediatamente se adicioné 5mL de
RNAlater (ThermoFisher Scientific). Se mezcld invirtiendo el tubo varias veces
y las muestras se guardaron inmediatamente a -20°C.

Al momento de realizar la extraccion de ARN las muestras se descongelaron
en hielo y se centrifugaron por 5 minutos a 4.000g y 4°C. Se descarto el sobre-
nadante, el pellet se suspendié en 200pL de buffer de lisis (Tris-HCl 50mM,
EDTA 20mM y SDS 0.1%) y luego se adicioné 1mL de TRIzol (Invitrogen)

a cada muestra. Estas se incubaron 5 minutos a temperatura ambiente, luego
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se adicion6 300pL de cloroformo, se mezclé invirtiendo cada tubo varias veces
y se incubé a temperatura ambiente durante 3 minutos més. Las muestras se
centrifugaron 5 minutos a 14.000rpm. La fase acuosa se transfirié a un tubo
nuevo y se precipito con 2 volimenes de isopropanol durante 10 minutos a tem-
peratura ambiente. Luego, se centrifugd 5 minutos a 14.000rpm a temperatura
ambiente, se descarté el sobrenadante y el pellet se lavé con etanol 70 %(v/v)
2 veces, centrifugando en las mismas condiciones. El pellet se secé en vacio.
Finalmente el ARN se suspendié en 50pL de agua tratada con DEPC.

La calidad del ARN extraido se evalud en electroforesis en gel de agarosa
1% (p/v) con buffer TBE (A.4). La corrida se realizé a 70v por 30 minutos. En
el gel se sembraron diferentes volimenes de muestra diluida, la cual se mezcld
con 2pL; de Hi-Di formamida (ThermoFisher Scientific). El gel se observé en
transiluminador bajo luz UV luego de ser tenido con bromuro de etidio. La
concentracion de ARN y ADN se midi6 en Nanodrop.

Las muestras fueron tratadas con Ambion DNAsal (ThermoFisher Scien-
tific) de acuerdo a las instrucciones del fabricante. La deplecién del ARNr, la
construccién de las bibliotecas y la secuenciacion fue realizada por Thalita Tu-
leski en el Departamento de Bioquimica y Biologia Molecular de la Universidad
Federal de Parand en Curitiba, Brasil. Para ello, se empled el kit MICROBEx-
press" Bacterial nRNA Enrichment Kit (ThermoFisher Scientific) para quitar
el ARNr. Luego, el ARNm resultante se utilizé para la construccion de las bi-
bliotecas empleando el kit Ion total RNA-seq v2 for Whole Transcriptome
Library Kit (ThermoFisher Scientific). Finalmente, la secuenciacién se realizé
en el equipo Next Generation sequencing platform Ion Proton™ System@®)- Li-
fe Technologies empleando los kits Ion PI Template OT2 200 Kit v3 y lon PI
Sequencing 200 Kit v3 (ThermoFisher Scientific) siguiendo las instrucciones
del fabricante. Se realizaron dos réplicas biolégicas de cada condicion.

Los datos se analizaron usando el programa CLC Genomics Workbench
7.5.5. Primero, se filtraron las lecturas quitando las de baja calidad y las co-
rrespondientes a ARNr. Las lecturas resultantes se mapearon contra el genoma
de H. seropedicae SmR1 (NC_014323). El nimero de lecturas mapeadas tini-
cas en regiones codificantes de cada condicién fue analizado con el paquete
DESeq2 (Love et al. 2014) de Bioconductor en R para calcular el fold-change
y realizar los andlisis estadisticos. Los genes con un p,q;<0,01 se consideraron

como diferencialmente expresados. El Reads Per Kilobase per Million of map-

ped reads (RPKM) fue calculado con el programa CLC Genomics Workbench

21



7.5.5.

1.1.5. Construccion de mutantes y analisis de su capa-

cidad de crecer en diferentes fuentes carbonadas

Se construyeron los mutantes dirigidos apolares que se detallan en la Tabla
1.4 empleando la técnica de mutagénesis por delecién-inserciéon mediada por
cross-over-PCR descrita por Sukdeo y Charles, 2003. Para ello se disenaron
los cebadores mostrados en la Tabla 1.1 con el programa Primer-BLAST de
NCBI (Ye et al. 2012) y el genoma de H. seropedicae SmR1 como molde. Los
cebadores se adquirieron en Macrogen (Corea). Las reacciones de PCR 1y 2
se realizaron con los cebadores 1_for y 1.rev o 2 for y 2_rev respectivamen-
te, empleando Mango Mix (Bioline, Cat. No. 450030) segun las instrucciones
del fabricante y ADN genémico de H. seropedicae 769 como molde. Se utilizo
el siguiente programa de PCR: 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de 1
minuto a 95°C, 30 segundos a 58°C y 1 minuto a 72°C, con una extension
final de 10 minutos a 72°C. Los productos de las reacciones de PCR 1 y 2 se
purificaron desde el gel luego de corrida la electroforesis empleando Agarose
Gel DNA Extraction Kit (Roche, Cat. No. 11696505001) de acuerdo con las
instrucciones del fabricante. La tercer reacciéon de PCR (PCR 3) se llevé a
cabo con Velocity DNA polimerasa (Bioline, Cat. No. BIO-21098) siguiendo
las instrucciones del fabricante. Se emplearon los productos de PCR 1y 2 pu-
rificados como molde y los cebadores 1_for y 2_rev. El programa de PCR fue
de 5 minutos a 95°C, seguido de 30 ciclos de 1 minuto a 95°C, 30 segundos
a 65°C y 1 minuto a 72°C, con una extension final de 10 minutos a 72°C. El
fragmento obtenido en el PCR 3 se cloné en el vector pK18mobsacB (Scha-
fer et al. 1994, Anexo A.2), previamente digerido con Smal (Bioron, Cat. No.
250135S). Con estas mezclas de ligacién se transformaron células competentes
de E. coli TOP10 (ver Anexo A.6) y se seleccionaron las colonias blancas en
placas de Petri conteniendo LB-Kanamicina (Km)®’-5-bromo-4-cloro-3-indolil-
B-D-galactopirandsido (X-gal)?®. La presencia de inserto se verificé mediante
PCR usando Mango Mix (Bioline, Cat. No. 450030) y los cebadores M13 (Invi-
trogen, Cat. No. 450030). EL. ADN molde provino de 1L de lisado preparado

a partir de las colonias blancas.

22



Tabla 1.1: Cebadores utilizados para la construccién de mutantes dirigidos apolares
empleando la técnica de mutagénesis por delecién-insercién mediada por cross-over-
PCR

Enzima/Gen Cebador Secuencia (5°- 37)
4499_1 for TCTTCGATGGTTCGGACGAC
4499 1 rev GCCGTCCACCAGCGACAGGCACGTTGGCATGCGCACTTCAC
G5B88 22815 44992 for TGCCTGTCGCTGGTGGACGGCCGGCTTTGTCCCAGTGACCAG
44992 rev GTCTGATGGGCCGTGAAGAA
38771 for GCTCAAGCTGGCGACCAATA
3877_1rev GCCGTCCACCAGCGACAGGCAATGCGCCTGGAGCGAAAA
G5B88-19620 3877_2_for TGOCTGTCGCTGGTGGACGGCACGGTCAACTTCAGCGATCAGA
3877_2rev. AAGTCCCAGGCCTTGTCATC
0147_1_for ATCGCCTTCAACGAAAGTGC
01471 rev GCCGTCCACCAGCGACAGGCAGCCGCCGATGTAGTTGTGTC
G5B88.00735 0147_2_for TGCCTGTCGCTGGTGGACGGCCAAAACGCCAATCCGCTGG
0147_2_rev CCATCGCGGTCAAACCATTC
mhpD_1_for GGACTGGGTCAGTTTCTCGG
mhpD_1_rev GCCGTCCACCAGCGACAGGCAACCATTCGTCTGGGCATCGAC
G5B88.06410 mhpD_2_for TGCCTGTCGCTGGTGGACGGCGTCCTTGATATGCGCCGACAG
mhpD_2_rev TGTCGTGCAGAAGACGTCAA
ADH_1_for ACATGGTGCGTATCTCGGAC
ADH_1 rev GCCGTCCACCAGCGACAGGCATTCTGGGGAGTGTTGCTCAT
G5B88.05250 ADH_2_for TGCCTGTCGCTGGTGGACGGCATCGTCGATGCCGGTTGG
ADH_2_rev TTGCAGCAGACCGACTTCAT
galM_1 for GOGCAGTTTTTCCAGCAAAG
galM_1_rev GCCGTCCACCAGCGACAGGCACGGCAGACCACCGCTTATC
G5B88.22780 galM_2 for TGCCTGTCGCTGGTGGACGGCGCCGAGGTTGCTGATGGTCAC
galM_2_rev GCATCAATGTGCTGGCCTC
xylB1_1_for CGTACGACTACGTGACCCAG
xylB1_1_rev GCCGTCCACCAGCGACAGGCAGACCACGGCCTTGACCTC
xylB-1 xylB1.2_for TGCCTGTCGCTGGTGGACGGCCTATACCAGCCCGACCCT
xylB1.2_rev GTGATGTAGACCTGCTCCCG
xylB2_1_for ATGTCTTCCACGCTGAACCA
xylB2_1_rev GCCGTCCACCAGCGACAGGCACAGGACGAGCTTGACTTCG
xylB.2 xylB2_2_for TGCCTGTCGCTGGTGGACGGCGAATTCATCGCGTTCTCGC
xylB2.2_rev GCATAGCGCACCGGATAGAT

D-xilonolactonase

D-KDP deshidratasa

aKGSA deshidrogenasa

HDOP hidrolasa

L-arabinosa deshidrogenasa

Aldosa 1-epimerasa

D-xilulosa quinasa

D-xilulosa quinasa

Luego, estos plasmidos se movilizaron a H. seropedicae 769 y Z69AzxylB
por conjugacién triparental empleando E. coli TOP10 (pK18mobsacB::PCR3)
como cepa donadora y E. coli TOP10 (pRK2013) (Ditta et al. 1980) como cepa
ayudante (ver Anexo A.2). Los transconjugantes se seleccionaron en placas de
Petri conteniendo TY-Km?°-Acido Nalidixico (Nal)?". Para inducir el doble

evento de recombinacion, se sembrd una de las colonias transconjugantes en

23



un tubo conteniendo HmL de medio T'Y y se incubé durante toda la noche. Este
cultivo fue diluido 1/50 en medio TY y 100pL de esta suspensién celular fue
rastrillada en placas de Petri conteniendo TY agar-sacarosa 15% (p/v). Las
colonias que crecieron se repicaron a placas de Petri conteniendo TY sélido y
se verificé que las mismas hubiesen perdido la capacidad de crecer en TY-Km®°
solido. La presencia de la mutacién se determiné mediante PCR, siguiendo las
condiciones del PCR 3 a partir de lisados de estas colonias y empleando Mango
Mix (Bioline, Cat. No. 450030). Aquellos clones a partir de los cuales se logré
amplificar un fragmento del tamano esperado (menor que el obtenido a partir
de la cepa salvaje) se secuenciaron en Macrogen (Corea) empleando el cebador
1_for. La identidad de los genes mutados se confirmé mediante blastn usando
el genoma de H. seropedicae SmR1 como referencia.

Se estudié la capacidad de crecimiento de estos mutantes en medio LGI
con diferentes fuentes de carbono (D-xilosa, L-arabinosa, D-glucosa o xilitol).
Los cultivos se realizaron en placas estériles de 96 pocillos conteniendo 200pL
de medio LGI-Nal®® suplementado con la fuente de carbono indicada en cada
caso. Cada pocillo se inocul6 con 20pL de un cultivo crecido durante toda la

130, el cual se centrifugé y suspendié en igual volumen

noche en medio TY-Na
de agua previo a la inoculacion. En cada placa y para cada condicién, siempre
se incluyé el control con la cepa salvaje. Cada placa de 96 pocillos se incubd
a 30°C en el equipo Varioskan Flash 4.00.51 (Thermo Scientific) y se midié
la DOgoonm cada 2 horas. En los casos en los que se observaron diferencias
interesantes, los cultivos se repitieron en tubos de ensayo conteniendo S5mL de
medio LGI suplementado con la fuente de carbono indicada en cada caso y se
midio la DOgagrm, en el colorimetro fotoeléctrico ERMA Optical Works Modelo
AE-22. En cada lote y para cada condicién, se incluyod la cepa salvaje como
control. En todos los casos, los cultivos se realizaron por triplicado y las barras

de error corresponden al desvio estandar de las tres réplicas biolégicas.

1.1.6. Ensayos de complementacion

Se amplificé por PCR el gen araB usando las condiciones del PCR 3 y
ADN genémico de H. seropedicae 769 como molde. El amplicon obtenido se
ligd al vector pPBBR1IMSC-2 (Kovach et al. 1995, Anexo A.2), previamente di-
gerido con Smal (Bioron, Cat. No. 250135S), empleando la ligasa T4 de ADN
(ThermoFisher Scientific, Cat. No. EL0011) y siguiendo las recomendaciones
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del fabricante. Con esta mezcla de ligacion se transformaron células quimica-
mente competentes de E. coli TOP10 (segin Anexo A.6). Se seleccionaron las
colonias blancas que crecieron en LB-Km?®’-X-gal?’. Para determinar si el gen
quedé clonado en el mismo sentido que el promotor plac contenido en el vector,
se analizé el perfil de restriccién del ADN plasmidico de las colonias selecciona-
das luego de ser digerido con la enzima EcoRI (ThermoFisher Scientific, Cat.
No. ER0275).

El pldsmido pPBBRIMSC-2::araB (con el gen clonado en el mismo sentido
que el promotor plac) se transfirié a Z69AzylB y Z69AzylB/AaraB por con-
jugacién triparental como se explicd previamente. Ademas, se transfirieron los
vectores pPBBRIMSC-2 y pBBRIMSC-2::2ylB (Maldn et al. 2021) a la cepa
769N zylBAaraB. Para confirmar la presencia del vector en los clones resul-
tantes se purifico el ADN plasmidico segiin Anexo A.5 y el mismo se digiri6 con
EcoRI (ThermoFisher Scientific, Cat. No. ER0275); el resultado se visualizé
en electroforesis en gel de agarosa segin el Anexo A 4.

El perfil de crecimiento en diferentes fuentes carbonadas de estos mutantes
se analizé como se describié en el punto anterior (1.1.5).

Ademas, se determiné la actividad deshidrogenasa en extractos libres de
células de las cepas complementadas crecidas en LGI-Km®® suplementado con
30g/L de D-xilosa. Para ello, se crecié un pre-inéculo de caldo TY-Km® por
24 horas, con el cual se inoculé un matraz Erlenmeyer de 250mL contenien-
do 30mL de LGI-Km® suplementado con 10g/L de D-xilosa. Este matraz se
incub6 durante toda la noche. Con este cultivo se inocul6 otro matraz Erlen-
meyer de 2L con buffles conteniendo LGI-Km®® suplementado con 30g/L de
D-xilosa, el cual se incub6 por 22 horas. Las células se colectaron por centrifu-
gacién (5.000g por 8 minutos). Cada pellet se lavé una vez con buffer fosfato
de sodio 50mM a pH=7,6. Finalmente, aproximadamente 6g de pellet htimedo
se suspendi6 en 5ml del mismo buffer.

Los extractos celulares se obtuvieron al romper las células con una prensa
de French (Aminco) a una presién de 13.000psi. La suspensién obtenida se
centrifugé en frio a 14.000rpm por 30 minutos (Cataldn et al. 2007). El sobre-
nadante se fraccioné en varios tubos con 500uL aproximadamente y se guardo
a -20°C hasta su utilizacion .

La actividad deshidrogenasa se estim6 midiendo la aparicion de NADH por
aumento de la absorbancia a 340nm cada 0,2 segundos en la parte lineal; por

lo tanto la actividad deshidrogenasa determinada corresponde a la actividad
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de todas las enzimas presentes en el extracto que sean capaces de oxidar el
sustrato ensayado (D-xilosa, L-arabinosa o D-glucosa). Los ensayos se llevaron
a cabo en cubetas de cuarzo, con un volumen final de 1mL, en donde se adicioné
895uL de buffer fosfato de sodio 100mM a pH=7.6, 20uL. de extracto celular
(diluido 1/10 en en el mismo buffer), 80pL, NADT 50mM y 5pL de D-xilosa
o L-arabinosa o D-glucosa 1M (Stephens, Christen, Fuchs et al. 2007). La
reaccién comenzd a monitorearse luego del agregado del carbohidrato. Todas
las medidas se corrigieron descontando el NADH producido sin la presencia
del azuicar (blanco). La actividad enzimadtica se estimé a partir de la curva de
absorbancia en funcién del tiempo calculando la pendiente en la parte lineal de
la misma. Una Unidad de actividad enzimética (U) se difinié como la cantidad
de enzima que se requiere para reducir Ipmol de NAD™' en 1 minuto. Cada
medida se realizé por triplicado y los errores corresponden a la desviacién
estandar de los valores de actividad obtenidos en medidas independientes. La
determinacion de proteinas en cada extracto celular se realizé empleando el
reactivo de Bradford (Sigma, Cat. No. B6916), siguiendo las instrucciones del

fabricante y utilizando seroalbuimina bovina para la curva de calibracion.

1.1.7. RT-qPCR

La extraccién de ARN se realizé a partir de células de H. seropedicae 769
crecidas en matraces Erlenmeyer de 250mL conteniendo 25mL de medio de
cultivo LGI suplementado con 30g/L de D-xilosa o 30g/L de L-arabinosa y
buffer MES 50mM a pH=7,0. Estos matraces se inocularon con el respectivo
cultivo crecido en tubos conteniendo 5mL de LGI suplementado con 10g/L de
D-xilosa o L-arabinosa por 24hs, de modo tal que la DOgag,yr, inicial fuera de
aproximadamente 0,065. Estos tubos de ensayo fueron originalmente inocula-
dos con cultivos crecidos durante toda la noche en tubos de ensayo conteniendo
S5mL de medio rico TY. La extraccién de ARN se realizé cuando la DOgaym
del cultivo llegé a aproximadamente 0,8.

Para aislar el ARN se utilizé el kit Quick-RNA Miniprep (Zymo Research,
Cat. No. R1054) siguiendo las instrucciones del fabricante, salvo las modifica-
ciones que se detallan a continuacion. Se partié de 500uL de cultivo, las células
se colectaron por centrifugacién y se pretrataron con lizosima 0,4mg/mL en
buffer TE (Tris-HC1 10mM; EDTA 1mM; pH=8) por 5 minutos a temperatu-

ra ambiente. En el paso final, se realizaron 2 eluciones de la misma columna,
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de 50pL cada una. Se verificé la presencia de ADN contaminante por qPCR
para el gen xylF utilizando 1pLL de ARN como templado en las muestras de
ARN eluidas. Por este motivo, se procedié a efectuar una segunda hidrolisis
con DNAsal suplementada en el kit. Para ello, se juntaron las dos eluciones de
ARN (aproximadamente 88uL) en un tubo de 1,5uL libre de DNAsa/RNAsa
y se adicion6 5ul. de DNAsal y 11pL. de DNA Digestion Buffer. Se incubd
15 minutos a temperatura ambiente. Luego se continud con el protocolo de
purificacion empleando el kit de extraccion de ARN mencionado. Para ello se
agregd 208pL de buffer de lisis y 312pL de etanol 100 %. Esta mezcla se trans-
firié a la columna Zymo-SpinllIG (verde) y se continué con las instrucciones
del fabricante hasta el final, en donde se realizaron 2 eluciones separadas de
50pL cada una. La calidad del ARN se analiz6 mediante electroforesis en gel de
agarosa 1% (p/v) con hipoclorito de sodio 1% (Aranda et al. 2012) y 3pL de
Good View (SBS, Cat. No. HGV-2). La concentracién de ARN se determiné
por Nanodrop. La ausencia de ADN contaminante se verificé por gPCR para el
gen zylF empleando 1pL de cada extraccién de ARN diluida 1/30 en agua. La
retrotrascripcion reversa se realizd con el kit SensiFAST ¢cDNA Synthesis Kit
(Bioline, Cat. No. BIO-65053) siguiendo las instrucciones del fabricante. En
cada reaccién se agreg6 un volumen de muestra conteniendo 800ng de ARN. Se

realizaron, ademads, los controles sin templado y sin retrotranscriptasa reversa.

Las qPCR se efectuaron en el Termociclador RotorGene 6000 (Corbett Re-
search) empleando el kit SensiFAST SYBR no-ROX kit (Meridian Bioscience,
Cat. No. BIO-98005). Se utilizaron las tiras de tubos de 0,1mL con tapa (SSI-
bio, Cat. No. 3188-00), salvo para las curvas de eficiencia de los genes rpoA,
recA, zylF, mhpD y araB, en donde se utilizaron las tiras de tubos de 0,1mL con
tapa (Axigen, Cat. No. PCR-~0104-C). El programa de qPCR consistié en un
primer paso de 5 minutos a 95°C y 40 ciclos de 30 segundos a 95°C y 30 segun-
dos a 60°C. Al final de cada ciclo se determiné la fluorescencia en el canal verde.
Luego se realizo6 la curva de desnaturalizacién subiendo de 60°C a 99°C a 1°C
por paso. Las reacciones se realizaron en un volumen final de 10pL conteniendo
SuLi de la mix SensiFAST SYBR no-ROX, 0,3pL de cada cebador (stock:10mM)
y 4,4pL de ADNec diluido 1/30 en agua. Se realizaron tres réplicas biol6gicas y
dos réplicas técnicas de cada una. En todas las qPCR se realizaron controles
sin templado. Se evaluaron dos genes de referencia: recA y rpoA previamen-
te validados por Pessoa et al. 2016. Se usé el gen recA como referencia por

presentar menor dispersién entre las muestras (ver B.5). En la Tabla 1.2 se

27



detallan los cebadores utilizados para cada gen. Los mismos fueron disenados
con el programa Primer-BLAST (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-
blast/) y se sintetizaron en Macrogen (Corea). Para cada juego de cebadores
se realizaron las curvas de eficiencia con siete puntos por duplicado empleando
4.4pL, de ADN gendémico de H. seropedicae 769 en diluciones seriadas 1/10.
Para la cuantificacion se emplearon los cebadores cuya eficiencia estaba entre
90 y 105 %, con una linealidad determinada por R?>0,980; de acuerdo a lo
recomendado por las guias MIQE (Bustin et al. 2009). Algunos de estos pro-
ductos de qPCR se corrieron en electroforesis de agarosa (segiin Anexo A.4)
para verificar la presencia de un tnico amplicon. En todos los casos se analizd
la curva de desnaturalizacion para verificar la presencia de un tnico amplicén
y la ausencia de dimeros de cebadores. En los casos que no se cumplieron estos
controles de calidad, se disenaron y sintetizaron nuevos cebadores y se repi-
ti6 el procedimiento hasta encontrar un par que cumpliera con los requisitos
(Bustin et al. 2009). Los resultados de las qPCR, las curvas de eficiencia y las
curvas de desnaturalizacién se analizaron con el software Rotor-Gene Q) - Pure
Detection 2.3.1 (Qiagen).

El valor de cambio en la expresion de genes o ” fold change”se calculd de la

siguiente manera:

2 - ((Ctgen —Cltreca ) - (Ctpromedit)g en 7Ctp'romedio,,‘ecA )) ( 1 i 1 )

Siendo:

Ctgen, = Promedio de los dos Ct obtenidos para el gen analizado en cada réplica
biolégica de Z69 crecida en L-arabinosa

Ctreesa = Promedio de los dos Ct obtenidos para el gen de referencia recA en
cada réplica bioldgica de Z69 crecida en L-arabinosa

Ctpromediogen = Promedio todos los Ct obtenidos para el gen analizado en el
control: Z69 crecida en D-xilosa

Ctpromedio,.., = Promedio todos los Ct obtenidos para el gen de referencia recA

en el control: Z69 crecida en D-xilosa

Sobre los valores de dCt, calculados como (Ctgep, - Chreca), se realizd el
unpaired t test con un « de 0,05, empleando el programa GraphPad Prism

6.01.
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Tabla 1.2: Cebadores utilizados para RT-qPCR

Gen Nombre del cebador Secuencia (5’->3’)
recA_for AATGCCCTGAAGTTCTACGC
recA recA_tev TGTTCTTGACGACCTTGACC
rpoA rpoA _for GCCGAATACTCGTCCCTGG
rpoA _rev CCTTCGCCTTCCTTCTTCAG
wulR xylR_for_qPCR GCATCGCTGGCCATATCTAC
Y xylR_rev_qPCR GGTCACTGCAATGATGCCTA
wlC xylC_for_.qPCR GTCACAAGTTGCTGGGACTG
Y xylCrev_qPCR GCCAGTACATCCAGCGTATAG
xylA xylA _for_qPCR TTGGACACAACTACATCGGC

xylA_rev_qPCR GAAAGGGGTTTCGAAGAGCG
mhpD_qPCR._for TGTGGGCAATATCGGCAAGT
mhpD_qPCR_rev CCACTTCCCAGTCGGTCTTC
ADH_qPCR._for TGGAATACTGGAACGACCGC
ADH_qPCR_rev TGCCAGCTGATCGAACTGAA

mhpD

araB

1.2. Resultados

1.2.1. Secuenciacién y anotacion del genoma de H. se-

ropedicae 7,69

El genoma de H. seropedicae 769 se subié al GenBank y se encuentra
disponible con el nimero de acceso CP049334. El genoma de Z69 presenta
99,99 % de ANI con el genoma de la cepa de referencia SmR1 y 86,99 % con el
genoma de H. huttiense.

La anotacion automatica realizada por PGAP identificé los genes que co-
difican para el transportador de D-xilosa del tipo ABC: xylF, zylG vy xylH
y el gen xylR que codificaria para un regulador transcripcional con motivos
de unién al ADN. Sin embargo, no fue capaz de identificar ningtin gen que
codificara para las enzimas involucradas en las rutas no fosforilativas del ca-
tabolismo de D-xilosa. En la Figura 1.1 se muestran varios grupos de genes
posiblemente involucrados en el catabolismo de D-xilosa y/o L-arabinosa. Los
mismos fueron identificados por tblastn como se describi6 en 1.1.3 y estudiados

de forma experimental en esta tesis.
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Figura 1.1: Grupos de genes involucrados en el catabolismo de D-xilosa
identificados en el genoma de H. seropedicae 7Z69. En gris se muestran los
genes que codifican para transportadores de diversos sustratos, en negro los que
codifican para reguladores transcripcionales. En amarillo se destacan los genes que
codifican para enzimas de la ruta no fosforilativa superior, en violeta y celeste los
genes de las rutas no fosforilativas inferiores de Weimberg y Watanabe respecti-
vamente, en azul se muestran otras enzimas aparentemente no relacionadas con el
catabolismo de D-xilosa. La asignacién de funcién de estos genes se realizé en base
a los resultados experimentales obtenidos més adelante en la tesis. En el cluster
IV se encuentran los genes involucrados del catabolismo de L-arabinosa (ruta no
fosforilativa superior), mientras que los clusters V y VI estarian involucrados en el
metabolismo del xilitol y/o ruta oxo-reductiva.

1.2.2. Transcriptomica

Al analizar los resultados obtenidos en los experimentos de RNA-seq de H.
seropedicae 769, se encontré que, cuando se cultivd la cepa en D-xilosa, ésta
sobre-expreso6 254 genes y disminuyé la expresion de 145 genes, en comparacion

con la misma cepa cultivada en glicerol como tnica fuente carbonada. Cuando
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la cepa mutante Z69AzylB crecié en presencia de D-xilosa (comparado con los
resultados obtenidos con la cepa salvaje cultivada en D-xilosa), se detectd la
sobre-expresion diferencial de 127 genes y la disminucién en la expresion de 220
genes. En la Tabla 1.3 se muestran los resultados de los genes involucrados en el
catabolismo de D-xilosa discutidos en esta tesis. En el Apéndice A se muestran

los resultados de los controles de calidad realizados en este experimento.
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1.2.3. Analisis del fenotipo de las cepas mutantes en
genes presuntamente involucrados en el catabo-

lismo de D-xilosa

En la Tabla 1.4 se listan todas las cepas mutantes apolares dirigidas, cons-

truidas en este trabajo.

Tabla 1.4: Lista de mutantes generados en esta tesis

Nombre de la cepa Genes eliminados Enzima

D-xilosa deshidrogenasa y

2690aylB A araB G5B88 22805 L-arabinosa deshidrogenasa

269N xylC G5B88_22815 D-xilonolactonasa

D-xilosa deshidrogenasa y
D-xilonolactonasa

269AzylBAxylC GHB88_22805 y GHB88_22815

269N xylX G5B88_19620 D-KDP deshidratasa

D-xilosa deshidrogenasa y
D-KDP deshidratasa

769N zylA G5B88_00735 aKGSAdeshidrogenasa

269AzylB AzylX G5HB88-22805 y G5HB88_19620

D-xilosa deshidrogenasa y
aKGSA deshidrogenasa

769\ mhpD G5B88.06410 HDOP hidrolasa

D-xilosa deshidrogenasa y
HDOP hidrolasa

769/ galM G5B88_22780 aldosa l-epimerasa

D-xilosa deshidrogenasa y
aldosa 1-epimerasa

259 AzylB AzxylA G5B88_22805 y G5B88_00735

269 A xylB AmhpD G5HB88-22805 y GHB88_06410

269 A zylB A galM G5HB88-22805 y GHB88_22780

769Azk1 xylB_1 D-xilulosa quinasa
769N xylB Akl G5B88.22805 v aylB._1 D-xilosa deshidrogenasa y

D-xilulosa quinasa

769Azk2 zylB_2 D-xilulosa quinasa
769AzylB Aak2 G5B88 22805 v 2ylB_2 D-xilosa deshidrogenasa y

D-xilulosa quinasa

D-xilosa deshidrogenasa y

269 A zylBAzk2 Azk1  G5B88_22805, zylB_2 y zylB_1 D-xilulosa quinasa
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1.2.3.1. Rutas no fosforilativas

1.2.3.1.1. Primer paso de las rutas no fosforilativas

El primer paso de las rutas no fosforilativas esté catalizado por la D-xilosa
deshidrogenasa codificada por el gen zylB o por la L-arabinosa deshidrogenasa
codificada por el gen araB para el catabolismo de D-xilosa o L-arabinosa res-
pectivamente. Los mutantes Z69AzylB y Z69A araB fueron capaces de crecer
en D-xilosa o L-arabinosa (Ver Figura 1.2). El doble mutante Z69AzylBA araB
no fue capaz de crecer en D-xilosa o L-arabinosa como tnica fuente carbonada
(Figura 1.2). Las cepas complementadas del mutante Z69AzylB A araB, expre-
sando los genes zylB o araB bajo el control del promotor constitutivo plac,
recuperaron su capacidad de crecer en D-xilosa y L-arabinosa como tnicas
fuentes carbonadas, tal como se observa en la Figura 1.2. A su vez, las enzi-
mas codificadas por los genes zylB o araB son capaces de utilizar D-xilosa,
L-arabinosa o D-glucosa como sustratos, tal como se observa en las determi-
naciones enzimaticas efectuadas en los extractos libres de células de la Figura
1.3.

(©)
(A) (B)
2.0 20 2.0
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—~ 769 —= Z69AxylB ~ Z69AaraB ~- Z69AxylBAaraB
Z69AxylBAaraB (pBBR1MCS-2) - Z69AxylBAaraB (pBBR1MCS-2::xyIB)

- Z69AxylBAaraB (pBBR1MCS-2::araB)

Figura 1.2: Perfiles de crecimiento de H. seropedicae 769, de los mutantes
en los genes zylB y/o araB y las cepas complementadas crecidas en medio
LGI suplementado con (A) 30g/L de D-xilosa, (B) 10g/L de D-xilosa y (C) 10g/L
de L-arabinosa.
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Figura 1.3: Actividad deshidrogenasa empleando NAD™ como cofactor,
determinada en extractos libres de células de las cepas complementadas crecidas
en LGI suplementado con 30 g/L de D-xilosa empleando D-xilosa (magenta), L-
arabinosa (amarillo) o D-glucosa (verde) como sustrato.

1.2.3.1.2. Segundo paso de las rutas no fosforilativas

Segun la anotacion del KEGG, la D-xilonolactonasa estaria codificada
por el gen Hsero_3879 (HSERO_RS19370) en H. seropedicae SmR1. Este ORF
es idéntico a G5B88_19630 en Z69.

El andlisis de tblastn usando XylC de C. crescentus como query mostrd
que, en 769, el ORF con mayor identidad proteica es G5B88.19630 (36 %),
seguido de G5B88_05265 con 35 % de identidad. Este tltimo ORF es idéntico
a HSERO_RS05225 en SmR1, recientemente re-anotado por Price et al. 2018
como el codificante de la L-arabinolactonasa. Sin embargo, G5B88_19630, lo-
calizado en el cluster II (Figura 1.1), no fue inducido por D-xilosa en Z69 de
acuerdo a los resultados de RNA-seq (Tabla 1.3).

Por otro lado se encuentra el ORF G5B88_22815 en Z69 (zylC, ubicado en el
cluster 1 de la Figura 1.1), el cual sélo tiene un 15 % de identidad proteica con
XylC de C. crescentus. La anotacion automatica de este gen por PGAP indica
que codificaria para una proteina de la familia amidohidrolasas, perteneciente a
la superfamilia de hidrolasas dependientes de metales. El ensayo por RNA-seq
mostré que este ORF estaba sobre-expresado en Z69 cultivada en presencia de
D-xilosa comparado con la expresion determinada en la misma cepa cultivada

en glicerol, incluido como condicién control. Estos datos sugieren que el ORF
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GHB88_22815 estarfa involucrado en el catabolismo de D-xilosa. Para verificar
esta hipdtesis se construyo el mutante Z69AzylC, el cual presenté un perfil
de crecimiento similar al de la cepa salvaje al ser cultivado en presencia de
las distintas fuentes de carbono ensayadas (Figura 1.4). Sin embargo, el doble
mutante Z69AxylB AxylC' fue capaz de crecer en D-xilosa luego de una extensa
fase lag (40-50 horas) (Figura 1.4 A y B). Estos cultivos se repitieron en tubos
de ensayo conteniendo 5mL de medio de cultivo, en dénde se observé que luego
de la extensa fase lag el doble mutante Z69AzylBAzylC era capaz de crecer
y llegar a valores de DOgag,s, similares a los obtenidos en la cepa salvaje en
las mismas condiciones. Los perfiles de crecimiento del doble mutante en L-
arabinosa, xilitol o D-glucosa no se vieron afectados respecto a la cepa salvaje

crecida en las mismas condiciones (Figura 1.4 C, D y E).
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Figura 1.4: Perfiles de crecimiento de H. seropedicae Z69 y de los mutan-
tes en los genes zylB y/o zylC en medio LGI suplementado con (A) 30g/L de
D-xilosa, (B) 10g/L de D-xilosa, (C) 10g/L de L-arabinosa, (D) 10g/L de xilitol o
(E) 10 g/L de D-glucosa.

36



1.2.3.1.3. Cuarto paso de la ruta de Weimberg

Segun Price et al. 2018, la enzima D-KDP deshidratasa estaria codificada
por el gen HSERO_RS19360 en H. seropedicae SmR1 (idéntico a G5B88_19620
(zylX) en Z69). Recientemente, Sutiono et al. 2020 verificaron que este gen
efectivamente codifica la enzima D-KDP deshidratasa mediante la caracteriza-
cién bioquimica in vitro de la proteina recombinante purificada. Ademas, este
gen presenta 98 % de identidad proteica con C785_RS13680 de H. huttiense,
cuya enzima tiene actividad D-KDP deshidratasa, verificada por ensayos bio-
quimicos realizados sobre la proteina recombinante purificada (Watanabe et
al. 2019). De acuerdo a los resultados obtenidos por RNA-seq, el gen zylX se
expresa en 769 crecida en D-xilosa, pero su expresiéon es menor en compara-
cién a Z69 crecida en glicerol (ver Tabla 1.3). A su vez, el mutante Z69AzylX
exhibié un crecimiento reducido en D-xilosa en comparacion a 769 como se

muestra en la Figura 1.5.
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Figura 1.5: Perfiles de crecimiento de H. seropedicae 769, y de los mu-
tantes en los genes zylB y/o zylX en medio LGI suplementado con (A) 30g/L
de D-xilosa, (B) 10g/L de D-xilosa, (C) 10g/L de L-arabinosa, (D) 10g/L de xilitol
o (E) 10 g/L de D-glucosa.
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1.2.3.1.4. Quinto paso de la ruta de Weimberg

El dltimo paso de la ruta de Weimberg es compartido con la ruta del
catabolismo de L-arabinosa. En el esta involucrada una aKGSA deshidroge-
nasa codificada por el gen HSERO_RS00735 en H. seropedicae SmR1 (Price
et al. 2018) idéntico a G5B88.00735 (zyld) en Z69. Los resultados obtenidos
en los experimentos de RNA-seq mostraron que este gen esta sobre-expresado
en 769 crecida en D-xilosa comparado con el control que incluye a la misma
cepa cultivada con glicerol como fuente de carbono (Tabla 1.3). Por otro lado,
el mutante Z69AzylA presenté un crecimiento reducido en LGI suplementa-

do con 30g/L de D-xilosa o 10g/L de L-arabinosa, tal como se muestra en la

Figura 1.6.
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Figura 1.6: Perfiles de crecimiento de H. seropedicae 769, y de los mu-
tantes en los genes zylB y/o xylA en medio LGI suplementado con (A) 30g/L
de D-xilosa, (B) 10g/L de D-xilosa, (C) 10g/L de L-arabinosa, (D) 10g/L de xilitol
o (E) 10 g/L de D-glucosa.
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1.2.3.1.5. Cuarto paso de la nueva ruta no fosforilativa inferior

Watanabe et al. 2019 describieron una nueva ruta no fosforilativa pa-
ra el catabolismo de D-xilosa y L-arabinosa en H huttiense (Figura 1). La
D-KDP deshidrogenasa identificada por estos autores tiene 96 % de similitud
aminoacidica con la proteina codificada por el gen GHB88_ 19625 de H. se-
ropedicae 769, mientras que la L-2-ceto-3-deoxi-pentonato (L-KDP) presenta
96 % de identidad aminoacidica con G5B88_06405. Ambos genes no fueron
significativamente sobre-expresados en Z69 al crecer en presencia de D-xilosa
comparada con el control en glicerol (Tabla 1.3). Ademés, la expresién del
gen GHB88_19625 fue reprimida respecto al control en glicerol, indicando que
la expresion de este gen no es inducida por D-xilosa o sus metabolitos. Sin
embargo, se detectd la presencia de transciptos en las tres condiciones estu-
diadas, indicando que el gen G5B88_19625 estd expresado en Z69 al crecer en
presencia de D-xilosa, por lo que podria estar implicado en el catabolismo de

esta pentosa.
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1.2.3.1.6. Quinto paso de la nueva ruta no fosforilativa inferior

El ultimo paso de esta ruta esta catalizado por la HDOP hidrolasa. La
enzima involucrada en este paso en H. huttiense presenta 95% de identidad
proteica con G5B88.06410 (mhpD) de Z69. En los experimentos de RNA-seq,
este gen fue diferencialmente expresado en Z69 al crecer en D-xilosa comparado
con el control en glicerol (Tabla 1.3). El mutante Z69AmhpD fue capaz de
crecer en D-xilosa como tnica fuente carbonada luego de una extensa fase lag
(40-50 horas) (1.7 (A y B)). Estos cultivos se repitieron en tubos de ensayo
conteniendo 5mL de medio de cultivo, en dénde se observé que luego de la
extensa fase lag el mutante Z69AmhpD fue capaz de crecer y llegar a valores de
DOg20nm similares a los obtenidos en la cepa salvaje en las mismas condiciones.
Los perfiles de crecimiento de esta mutante son similares a los de la cepa salvaje

en las otras fuentes de carbono ensayadas (Figura 1.7 C, D y E).
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Figura 1.7: Perfiles de crecimiento de H. seropedicae 769, y de los mu-
tantes en los genes xylB y/o mhpD en medio LGI suplementado con (A) 30g/L
de D-xilosa, (B) 10g/L de D-xilosa, (C) 10g/L de L-arabinosa, (D) 10g/L de xilitol
o (E) 10 g/L de D-glucosa.
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1.2.3.2. Otras alternativas

1.2.3.2.1. Aldosa 1-epimerasa

Como el mutante Z69AzylB es capaz de crecer en D-xilosa, se evalué la
posibilidad de que utilizara un camino alternativo, involucrado en la conversion
de D-xilosa en L-arabinosa. En los experimentos de RNA-seq se detect6 que el
gen galM, que codifica para una aldosa 1-epimerasa, estaba sobre-expresado en
Z69AzylB con respecto a la cepa salvaje, ambas crecidas en D-xilosa (ver Tabla
1.3). Sin embargo, el doble mutante Z69AzylBA galM no presenté diferencias
de crecimiento con respecto al mutante Z69AzylB cuando fueron cultivados

en D-xilosa o D-glucosa tal como se observa en la Figura 1.8.
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Figura 1.8: Perfiles de crecimiento de H. seropedicae 769, y de los mu-
tantes en los genes zylB y/o galM en medio LGI suplementado con (A) 30g/L
de D-xilosa, (B) 10g/L de D-xilosa, (C) 10g/L de L-arabinosa, (D) 10g/L de xilitol
o (E) 10 g/L de D-glucosa.
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1.2.3.3. Rutas fosforilativas

1.2.3.3.1. D-xilulosa quinasa

El tdltimo paso de las rutas fosforilativas (oxo-reductiva y D-xilosa iso-
merasa) involucra la enzima D-xilulosa quinasa (Figura 2). H. seropedicae 769
contiene dos genes anotados como zylB (zylB_1 y zylB_2, renombrados como
zk1l y zk2 en este trabajo) que codificarian para la D-xilulosa quinasa segin
la anotacién automadtica realizada por PGAP. Estos genes presentan 66 % de
identidad nucleotidica y 54 % de identidad proteica entre ellos.

Cuando H. seropedicae 769 se cultivo en presencia de D-xilosa, la expre-
sion de estos genes no se vié modificada comparado con los niveles de expresion
determinados en la condicién control: Z69 cultivada en presencia de glicerol
como unica fuente carbonada (ver Tabla 1.3). Por otro lado, el gen zk2 fue
sobre-expresado en el mutante Z69AxzylB con respecto a la cepa salvaje, am-
bas crecidas en D-xilosa, mientras que el gen zk! no modificé su expresién
en este ultimo experimento segiin se muestra en la Tabla 1.3. El crecimiento
de los mutantes Z69Azk! y Z69AzylBAzkl en las diferentes fuentes de car-
bono ensayadas no se vié afectado con respecto a sus cepas parentales (Figura
1.9). Sin embargo, el doble mutante Z69AxylBAxk2 exhibi6 un crecimiento
reducido en D-xilosa respecto a Z69AxzylB (Figura 1.9 A y B). A su vez, el
crecimiento en D-xilosa o xilitol del triple mutante Z69AxylBAxk2 Azk1 fue
reducido comparado con Z69AzylB o Z69AxylBAzk2, como se observa en la
Figura 1.9.
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Figura 1.9: Perfiles de crecimiento de H. seropedicae 769, y de los mu-
tantes en los genes zylB y/o zk en medio LGI suplementado con (A) 30g/L de
D-xilosa, (B) 10g/L de D-xilosa, (C) 10g/L de L-arabinosa, (D) 10g/L de xilitol o

(E) 10 g/L de D-glucosa.
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1.2.4. Cuantificacion de la expresién relativa de algu-
nos genes de las rutas no fosforilativas, y el gen
regulador zylR, mediante RT-qPCR

Se cuantificé mediante RT-qPCR, el cambio en los niveles de expresién
de algunos de los genes involucrados en el metabolismo de D-xilosa y/o L-
arabinosa. En el Apéndice B se muestran los controles de calidad de los ce-
badores y del ARN empleado en este trabajo. Los resultados, mostrados en
la Figura 1.10, indican que en H. seropedicae 769 crecida en D-xilosa, la ex-
presion de los genes zylC'y mhpD es significativamente mayor, respecto a la
misma cepa crecida en L-arabinosa. Por otro lado, la expresion del gen araB,
involucrado en el catabolismo de L-arabinosa, es significativamente mayor en
769 crecida en presencia de L-arabinosa, que en la misma cepa crecida en pre-
sencia de D-xilosa. Finalmente, no se detectaron diferencias significativas en
los niveles de expresién de los genes xzylR y xylA cuando Z69 crecié empleando

D-xilosa o L-arabinosa como unica fuente carbonada.
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Figura 1.10: Cambio relativo de la expresiéon (fold change) de genes in-
volucrados en el catabolismo de D-xilosa y/o L-arabinosa, determinado
mediante RT-qPCR. En negro se muestran los valores para la cepa salvaje crecida
en presencia de D-xilosa y en gris la misma cepa crecida en presencia de L-arabinosa.
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1.3. Discusion

1.3.1. Identificacién de los genes involucrados en el ca-

tabolismo de D-xilosa en H. seropedicae 769

El estudio de las rutas no fosforilativas para el catabolismo de D-xilosa en
bacterias, como las que se describen en la Figura 1, ha sido bastante reducido.
El primer caso reportado fue el de la a-proteobacteria oligotréfica C. cres-
centus (Stephens, Christen, Fuchs et al. 2007). Recientemente, Watanabe et
al. 2019 caracterizaron una coleccién de proteinas purificadas de H. huttiense
producidas de forma recombinante, ademés de confirmar su expresién en el ca-
tabolismo de D-xilosa mediante RT-qPCR. La cepa de H. huttiense utilizada
en el mencionado trabajo fue aislada a partir de agua de pozo en Japdén, no es
capaz de fijar nitrégeno atmosférico, y no hay reportes de su interaccién con
plantas como endéfito (de Souza et al. 2013). Por otro lado, algunos de los
genes involucrados en el catabolismo de D-xilosa y L-arabinosa en H. serope-
dicae SmR1 fueron recientemente re-anotados por Price et al. 2018, teniendo

en cuenta los resultados obtenidos en sus experimentos de Tn-seq.

Este es el primer trabajo en donde se emplean los datos obtenidos mediante
RNA-seq y el analisis del fenotipo de mutantes apolares dirigidos, disenado
para estudiar la expresién de las rutas no fosforilativas en H. seropedicae al

crecer el D-xilosa como tnica fuente carbonada.

La organizacién de los genes involucrados en el metabolismo de D-xilosa en
H. seropedicae es diferente a la descrita en C. crescentus. El cluster 1 (Figura
1.1), involucrado en la parte superior de las rutas no fosforilativas en las cepas
SmR1 y Z69, es muy similar al identificado en H. huttiense, con un 90 % de
identidad nucleotidica. En arqueas, los genes de la ruta de Weimberg estan
organizados de diversas maneras (Valdehuesa et al. 2018), todas diferentes a
las encontradas en H. seropediace. Estudios comparativos de los genes involu-
crados en el metabolismo de D-xilosa en arqueas y en bacterias sugieren que
las enzimas involucradas evolucionaron independientemente, ya que las secuen-
cias proteicas son diversas e incluso la preferencia por el uso de cofactores es

diferente (Valdehuesa et al. 2018).
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1.3.1.1. Ruta no fosforilativa superior

De acuerdo a los resultados obtenidos en mi tesis de Maestria, el gen
G5B88_22805 (renombrado como zylB en este trabajo), codifica para una D-
xilosa deshidrogenasa dependiente de NAD™. El mutante Z69AxylB es capaz
de crecer en D-xilosa, aunque con menor velocidad de crecimiento (ver Fi-
gura 1.2). Los resultados obtenidos en esta tesis indican que el crecimiento
remanente de este mutante en D-xilosa es debido a la expresién de la enzima
L-arabinosa deshidrogenasa codificada por el gen G5B88.05250 (renombrado
como araB en este trabajo). Este gen se encuentra expresado en el mutante
769AzylB, aunque su expresion no se encuentra inducida con respecto a la
cepa salvaje al crecer en D-xilosa (Tabla 1.3). Pareceria ser que la expresion
del gen araB es inducida por D-xilosa (ver Z69 crecida en D-xilosa vs 769
crecida en glicerol en Tabla 1.3) y por la presencia de L-arabinosa (segin los
resultados de RT-qPCR, ver Figura 1.10). Los genes zylB y araB presentan
una identidad nucleotidica del 63 % y una identidad aminoacidica del 46 % en-
tre ellos. Cuando ambas deshidrogenasas son mutadas, el mutante resultante
269 AzylBAaraB, no es capaz de crecer en D-xilosa o L-arabinosa como tnicas
fuentes carbonadas. Los ensayos de complementacién, mostrados en las Figu-
ras 1.2 y 1.3 confirman los resultados obtenidos por RNA-seq, indicando que
ambas enzimas son capaces de reconocer ambas pentosas, aunque presuntiva-
mente con diferentes afinidades. De acuerdo con otros trabajos, XylB tendria
mayor afinidad por la D-xilosa, mientras que la deshidrogenasa codificada por
el gen araB tendria mayor afinidad por L-arabinosa (Watanabe et al. 2019).
Esta promiscuidad y comportamiento dual que lleva a las enzimas a estar in-
volucradas en el catabolismo de D-xilosa y L-arabinosa al mismo tiempo, ya
habfa sido descrita en bacterias y arqueas (Lamble et al. 2003; Milburn et al.
2006; Nunn et al. 2010; Stephens, Christen, Fuchs et al. 2007; Watanabe et al.
2019).

Basdndonos en las secuencias y en los datos de expresién (RNA-seq y RT-
qPCR), las enzimas D-xilonolactonasa y D-xilonato dehidratasa estarian codi-
ficadas por los genes zylC' (G5B88_22815) y zylD (G5B88_22810) respectiva-
mente (cluster 1, Figura 1.1). Sin embargo, el crecimiento en D-xilosa de los
mutantes en estos genes no se vio afectado (Figura 1.4 y Malan et al. 2021),
indicando que en su ausencia habria otros genes/enzimas que serian capaces de

cumplir esa funcion sin alterar el fenotipo. En otras bacterias se ha observado
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que las enzimas involucradas en el catabolismo de L-arabinosa son capaces de
utilizar como sustrato los metabolitos correspondientes sintetizados durante el
catabolismo de D-xilosa a través de las rutas no fosforilativas (Watanabe et
al. 2006, 2019). De acuerdo con esta hipétesis, en nuestros experimentos de
transcriptémica encontramos una mayor expresion del gen G5B88.05245 (que
codificaria para la L-arabinonato deshidratasa de la via del catabolismo de L-
arabinosa, Figura 5), al comparar H. seropedicae 769 crecida en D-xilosa con

el control crecido en glicerol.

Por otro lado, los resultados obtenidos en este trabajo mediante RNA-seq
indican que el gen G5B88.19615 (que codificaria para la D-arabinonato des-
hidrogenasa, cluster 11, Figura 1.1) esté sobre-expresado en Z69 al crecer en
D-xilosa con respecto al control crecido en glicerol (Tabla 1.3); sugiriendo que
podria estar implicado en el catabolismo de D-xilosa. Este gen, anotado como
altronato deshidrogenasa, presenta 99 % de identidad aminoacidica con la D-
arabinonato deshidratasa de H. huttiense. Sin embargo la enzima codificada
por este gen de H. huttiense es incapaz de utilizar D-xilonato o L-arabinonato
como sustratos, aunque el gen se encuentra expresado cuando la bacteria crece
en D-xilosa o L-arabinosa (Watanabe et al. 2019). Por otro lado, Price et al.
2018 obtuvieron un valor de fitness<2 para el gen HSERO_RS19355 (idénti-
co a G5B88_19615) en D-xilosa o L-arabinosa en los experimentos de Tn-seq
realizados en H. seropedicae SmR1, indicando que la mutacién en este gen
no afectaria el crecimiento en estas fuentes de carbono. Esto podria indicar
que el gen GHB88_19615 no estaria involucrado en el catabolismo de D-xilosa
o L-arabinosa, aunque su expresion estd inducida con respecto al control en
glicerol. En los experimentos de Price et al. 2018 no se evalud el crecimiento en
D-arabinosa. Dado que H. seropedicae 769 es capaz de crecer en D-arabinosa
como unica fuente carbonada luego de una extensa fase lag (50-60 horas, datos
no mostrado), no descartaria la implicancia de este gen en el catabolismo del

azucar raro D-arabinosa.

1.3.1.2. Rutas no fosforilativas inferiores

Los genes involucrados en las rutas no fosforilativas inferiores se encuentran
dispersos en los genomas de las cepas Z69 y SmR1, sin formar clusters u ope-

rones con otros genes implicados en el catabolismo de D-xilosa o L-arabinosa.

La nueva ruta descrita por Watanabe et al. 2019 pareceria ser la preferida

47



por H. seropedicae 769 al crecer en D-xilosa, ya que el mutante Z69AmhpD
presenta una extensa fase lag (de 40-50 horas, Figura 1.7) antes de su creci-
miento en esta pentosa.

En H. seropedicae 769, la ruta de Weimberg también se encuentra expresa-
da e involucrada en el catabolismo de D-xilosa. Sin embargo, no pareceria ser
esencial para el catabolismo de esta pentosa, ya que, los mutantes Z69AxylX
y Z69AxylA fueron capaces de crecer empleando D-xilosa como unica fuente
carbonada, aunque a una velocidad menor que la de la cepa salvaje (Figuras
1.5y 1.6). Segun estos resultados, creemos que la ruta de Weimberg se expresa
simultaneamente con la nueva ruta no fosforilativa inferior descrita por Wata-
nabe et al. 2019. Esta hipdtesis deberia ser confirmada por analisis de flujos
metabdlicos empleando *C-D-xilosa, en donde, de acuerdo a la distribucién

isotépica, se podria determinar la contribucién de cada ruta.

1.3.2. Catabolismo de L-arabinosa

H. seropedicae emplea una ruta andloga a la de Weimberg para el catabo-
lismo de L-arabinosa, tal como se muestra en la Figura 5 (Mathias et al. 1989;
Price et al. 2018). El primer paso de esta ruta esta catalizado por la enzima
L-arabinosa deshidrogenasa codificada por el gen araB. De acuerdo a los re-
sultados obtenidos en esta tesis, el gen araB estaria inducido por la presencia
de L-arabinosa en el medio de cultivo (Figura 1.10) y la deshidrogenasa que
codifica podria tener mayor afinidad por L-arabinosa que la deshidrogenasa
codificada por el gen zylB (Figura 1.3). Sin embargo, el mutante Z69A araB
creci6 en L-arabinosa (Figura 1.2), indicando que este gen no es esencial para
el crecimiento en L-arabinosa. Los resultados obtenidos en este trabajo indi-
can que la deshidrogenasa codificada por el gen zylB seria capaz de catalizar
este paso sin alterar el fenotipo del mutante. Cuando se anulan ambas des-
hidrogenasas en el mutante Z69AxylB/AaraB, éste ya no es capaz de crecer
en L-arabinosa o D-xilosa, indicando que, en estas condiciones, no hay mas
enzimas con actividad D-xilosa o L-arabinosa deshidrogenasa.

El ultimo paso de la ruta de Weimberg, catalizado por la enzima aKGSA
deshidrogenasa y codificada por el gen zylA, es comun en ambas rutas, para
la degradacion de D-xilosa y L-arabinosa. En esta tesis se confirmd, mediante
RT-gqPCR (Figura 1.10), que el gen zylA estd expresado cuando Z69 crece en

L-arabinosa, y que estaria involucrado en el catabolismo de L-arabinosa. Sin
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embargo, este gen no serfa esencial, ya que el mutante Z69AxylA fue capaz de

crecer en L-arabinosa, aunque con un perfil diferente al de la cepa salvaje.

Por otro lado, en H. huttiense (Watanabe et al. 2019), el gen mhpD pa-
receria estar involucrado en el catabolismo de L-arabinosa. Sin embargo, en
H. seropedicae 769, el gen mhpD no fue esencial para el crecimiento en L-
arabinosa (Figura 1.7 C), y su expresion se encuentra disminuida cuando H.
seropedicae 769 crece en L-arabinosa respecto a la misma crecida en D-xilosa
(Figura 1.10), confirmando que el gen mhpD y esta nueva ruta no estarian
involucrados en el catabolismo de L-arabinosa, tal como habia descrito origi-

nalmente por Mathias et al. 1989.

1.3.3. Otros comentarios sobre el mutante Z69AxylB

Las D-xilosa y L-arabinosa deshidrogenasas modifican el grupo hidroxilo lo-
calizado en la posicién C1 en estas pentosas. Cuando la D-xilosa se encuentra
disuelta en agua, el equilibrio se desplaza hacia la forma -D-xilopiranosa (Mik-
kola et al. 1999), mientras que en el caso de la L-arabinosa se desplaza hacia
a-L-arabinopiranosa (Brimacombe, 1973). En H. seropedicae 769, el gen galM
codificaria para la galactosa mutarotasa con actividad aldosa 1-epimerasa, que
podria estar involucrada en la conversién de las a-aldosas en su correspondiente
anémero (. Los resultados obtenidos al analizar los datos de RNA-seq mostra-
ron que el gen galM esta sobre-expresado en el mutante Z69A xylB comparado
con la cepa salvaje al crecer ambas en D-xilosa como tinica fuente carbonada.
Este resultado podria esta relacionado con la expresion de la L-arabinosa des-
hidrogensa, requerida para el primer paso de la ruta no fosforilativa utilizada
por Z69A zylB. Quizas la L-arabinosa deshidrogenasa reconoceria las a-aldosas
y la mutarotasa transformaria la S-D-xilopiranosa hacia su conformacién a. A
su vez, la XDH reconoceria los anémeros 3, de modo que la expresiéon de la
aldosa 1-epimerasa no seria necesaria para el crecimiento de Z69 en D-xilosa.
Mediante el andlisis del fenotipo del mutante Z69AzylBAgalM (Figura 1.8),
no logramos confirmar esta hipotesis, ya que el doble mutante no presenté dife-
rencias en el crecimiento en D-xilosa o L-arabinosa respecto a su cepa parental
7269 A zylB. Hasta el momento no sabemos cudl es el rol del gen galM en H.
seropedicae 769 y en el mutante Z69AzylB.

49



1.3.4. Expresion de las rutas fosforilativas

La ruta de la D-xilosa isomerasa, encontrada clasicamente en bacterias
(Figura 2), no estaria presente en H. seropedicae ya que no se pudo determinar
dicha actividad enzimdtica en extractos libres de células (Maldn et al. 2021).
A su vez, la expresion del gen G5B88_19045 (idéntico a HSERO_RS18790 en
la cepa SmR1, anotado como XI en la base de datos MetaCyc), no se vio
inducida al crecer Z69 en presencia de D-xilosa respecto al control cultivado

en presencia de glicerol (Tabla 1.3).

Por otro lado, la ruta oxo-reductiva (Figura 2), cldsica de hongos y leva-
duras, podria estar involucrada en el catabolismo de D-xilosa en el mutan-
te Z69AzylB, ya que algunos de sus genes presuntivos se encuentran sobre-
expresados en los experimentos de RNA-seq (Tabla 1.3) y se indujo la acti-
vidad XOLDH en Z69AxzylB comparado con Z69, ambas crecidas en D-xilosa
(Malén et al. 2021). Sin embargo, no se puede afirmar la expresién de la ruta
completa, ya que no se pudo determinar la actividad XR ni se logré identificar
ningtin gen candidato a codificar para esta enzima (Maldn et al. 2021). Hasta
el momento no hay reportes de la expresion de la enzima XR o de la ruta oxo-
reductiva completa en bacterias. Si bien existe un trabajo donde se reporta
que Gluconobacter oxydans emplearia la ruta oxo-reductiva como alternativa
a la ruta no fosforilativa utilizada principalmente, en este trabajo los autores
no discuten la presencia de un gen que codifique para XR (Zhang et al. 2013).
De todos modos no podemos descartar la expresion de una nueva XR en H.

seropedicae que utilice otros cofactores o mecanismos.

El dltimo paso de ambas rutas esta catalizado por la enzima XK. De acuer-
do alos datos de expresién determinados por RNA-seq (Tabla 1.3) y el fenotipo
de los mutantes (Figura 1.9), podemos concluir que el gen zk! no estd involu-
crado en el catabolismo de D-xilosa en H. seropedicae 769, mientras que el gen
zk2 podria estar involucrado, especialmente en el mutante Z69AzylB, en don-
de se vio inducida su expresion en comparacioén con la cepa salvaje empleada
como control, ambas crecidas en D-xilosa. A su vez, el mutante Z69AzylB A xk2
redujo su crecimiento en D-xilosa respecto a Z69AxzylB, mientras que el creci-
miento de Z69Azk2 no disminuyd en comparacion a 7Z69, ambas crecidas en
D-xilosa. Estas enzimas también estarian involucradas en la degradacion del
xilitol cuando se utiliza como fuente de carbono. Ambas XK podrian tener

una funcién redundante, ya que cuando se muta uno u otro gen no se observan
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diferencias en el crecimiento en xilitol respecto a la cepa salvaje, mientras que
si se mutan ambos genes (Z69AzylBAzk2Azkl) el crecimiento se ve reduci-
do. De todos modos, estos genes no serian esenciales, habiendo otro(s) genes

capaces de cumplir esta funcién.
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Capitulo 2

Regulacion del metabolismo de

D-xilosa en H. seropedicae

En la Figura 1.1 se muestra la organizacion de los genes involucrados en
el catabolismo de D-xilosa. El andlisis del genoma permiti6 identificar el clus-
ter I, en donde se encuentran los genes xzylF, zylG y zylH, que codificarian
para un transportador de D-xilosa del tipo ABC. Ademds, en este cluster se
encuentran los genes xylB, zylD y xylC' que codifican para las enzimas de la
ruta no fosforilativa superior implicada en el catabolismo de D-xilosa segin
los resultados obtenidos en el capitulo anterior. Aguas arriba a estos genes se
encuentra el gen zylR, que codifica para un regulador de la transcripcion con

motivos de unién al ADN.

Para estudiar el rol regulatorio de XylR y su implicancia en el metabolismo
de D-xilosa, se construyo el mutante apolar dirigido Z69AzylR, se analizd su
capacidad de crecer en diferentes fuentes carbonadas (D-xilosa, D-glucosa, L-
arabinosa y xilitol) y se determiné la actividad XDH y XOLDH en extractos

libres de células.

Para identificar si los genes presentes en el cluster I se encuentran dentro
de una tnica unidad transcripcional (operén) o mas de una, se realizaron
experimentos de RT-PCR. Para ello, se extrajo el ARN de células de Z69
crecidas en D-xilosa como unica fuente carbonada. Este ARN se utilizé para
la sintesis de ADN copia (ADNc), y a partir del mismo se amplificaron por
PCR las regiones intergénicas. Para ello se utilizaron cebadores especificamente
disenados para que, cada par de ellos, hibriden al final de un ORF y al principio

del siguiente. En los casos en que se obtiene un amplicén puede decirse que
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ambos genes se encuentran dentro del mismo ARNm y, por lo tanto forman
parte de una misma unidad transcripcional u operon.

Para identificar algunos genes regulados por XylR se cuantificé la expresion
relativa de varios genes implicados en el metabolismo de D-xilosa por RT-
gPCR, usando el ARN extraido de Z69 y Z69AxylR, ambas crecidas en D-
xilosa.

Para identificar las regiones promotoras de los genes/operones zylR, zylFGH
y zylBD y estudiar cémo responden éstos ante la ausencia de XylR, en pre-
sencia de D-xilosa en el medio de cultivo, se construyeron vectores donde se
fusionaron los posibles promotores con el gen reportero lacZ, el cual codifica
para la enzima f(-galactosidasa. Estas construcciones se transformaron a célu-
las de Z69 y Z69AzylR y, se determind la actividad (§-galactosidasa al crecer
las cepas en D-xilosa.

Por 1ltimo, para identificar algunas de las regiones del genoma a las que se
uniria XylR, se realizé un ensayo de retardo en gel, del inglés Electrophoretic
Mobility Shift Assay (EMSA). Para ello, se produjo de forma recombinante
y purificé (sin éxito) la proteina rXylR. Finalmente, los EMSA se realizaron
empleando el extracto total de la cepa recombinante de FE. coli expresando
rXylR y fragmentos de ADN conteniendo los potenciales promotores de los

genes zylR y zylFGH o xylB.

2.1. DMateriales y Métodos

2.1.1. Construccién del mutante Z69A zylR y analisis de

su fenotipo

El mutante Z69AxylR se construyé empleando los cebadores mostrados en
la Tabla 2.1 y la metodologia descrita en 1.1.5, con algunas modificaciones que
se describen a continuacién. Para el PCR 3 se utiliz6 la mezcla para PCR Man-
go Mix (Bioline, Cat. No. BIO-25034), que contiene Taq Polimerasa, buffer de
reaccién y dANTPs. El amplicén obtenido se cloné en el vector pCR2.1-TOPO
(Anexo A.2) con el kit TOPO TA Cloning (Invitrogen, Cat. No. 450030). Para
verificar la presencia del inserto en los clones seleccionados, el ADN plasmidi-
co purificado (segin Anexo A.5) se digirié con EcoRI (TermoFisher Scientific,
Cat No. ER0275), y los fragmentos producidos se analizaron por electroforesis

(segiin Anexo A.4). De esta forma se identificaron los clones con el inserto del
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tamano esperado. Luego, el fragmento correspondiente al inserto se purifico
desde el gel, empleando el kit Agarose Gel DNA Extraction (Roche, Cat. No.
11696505001) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Este inserto se
subcloné en el sitio EcoRI del vector pK18mobsacB (Schafer et al. 1994, Ane-
x0 A.2). Con esta mezcla de ligacion se transformaron células quimicamente
competentes de E. coli TOP10 (ver anexo A.6) y se seleccionaron las colonias
blancas en placas de Petri con LB-Km®’-X-gal?’. La presencia de inserto se
verificé por PCR, usando MangoMix (Bioline, Cat. No. BIO-25034), lisados
celulares obtenidos a partir de las colonias blancas y los cebadores M13; pa-
ra la PCR se siguié las condiciones especificadas en el kit Topo TA Cloning
(Invitrogen, Cat. No. 450030). Finalmente, la construccién se transfirié a H.
seropedicae 769 por conjugacién triparental y se indujo el doble evento de
recombinacion como se describié en 1.1.5. La presencia de la mutacion en los
clones seleccionados se determiné por PCR y andlisis de secuencia del amplicén

como se detallé previamente en 1.1.5.

Tabla 2.1: Cebadores utilizados para la construcciéon del mutante
769 N\ zylR

Nombre Secuencia (5°- 37)

xylR2_lower GCCGTCCACCAGCGACAGGCAACCCTACTAGAACCGACACGA
xylR2 _upper_EcoRI GAATTCCCAGCCGGCGAGACCAG

xylR1_upper TGCCTGTCGCTGGTGGACGGCTGCTTTTGCCACGCTCTGT
xylR1 lower EcoRlT GAATTCGTTGAAGGGGACGATGACGAT

Se analiz6 el perfil de crecimiento de las cepas salvaje y mutante en dife-
rentes fuentes carbonadas. El ensayo se realizé tal como se describié en 1.1.5.
La velocidad de crecimiento corresponde a la pendiente calculada a partir de
la regresién lineal que surge al graficar el tiempo en funcién del Ln(DOgs0,m )-
La misma se calculé en la parte lineal del grafico. La duracién de la fase lag es
el tiempo que transcurrié desde el inicio del cultivo hasta que el mismo ingresé
en fase exponencial de crecimiento (la parte lineal mencionada).

También se determinaron las actividades XDH y XOLDH en 769 y
769 AzylR. La actividad XDH se determiné en extractos libres de células como
se describié en 1.1.6 (en este caso los extractos no se diluyeron y no se empled
Km en el medio de cultivo). En los mismos extractos celulares se determiné
la actividad XOLDH. Para esto se estimo la aparicion de NADH, por medidas
de absorbancia a 340nm cada 0,2 segundos en la parte lineal de la curva (con-

diciones de velocidad inicial). Se utiliz6 un volumen final de 1mL, en donde se
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adicion6 850uL de buffer Tris-HCI 50mM a pH=8.5, 20puL de extracto celular,
20pL de NAD* 50mM, 10pL de xilitol 1M y agua en cantidades necesarias
(Jin y Jeffries, 2004). La reaccién comenzé a cuantificarse luego del agregado
del xilitol. Todas las medidas se corrigieron descontando el NADH producido
independientemente del agregado de xilitol (actividad basal del extracto celu-
lar). El calculo de Unidad de actividad enzimética (U) y la determinacién de

proteinas se realizé como se describi6 en 1.1.6.

2.1.2. Identificacién de los operones xzyl por RT-PCR

Se amplificé por PCR las regiones intergénicas de los genes presentes en el
cluster I (Figura 1.1), empleando como templado el ADNc obtenido a partir del
ARN de H. seropedicae 769 crecida en D-xilosa (tal como se describié en 1.1.7).
Para ello, se emple6 MangoMix (Bioline, Cat. No. 450030) y las condiciones
de PCR estandar. Se utilizaron los cebadores mostrados en la Tabla 2.2. El
volumen final de cada reaccion fue de 20pL y se utilizé6 1pL de ADNc como
molde (este ADNc provenia de una retrotranscripcién realizada, segin 1.1.7, a
partir 500ng de ARN). Ademas, se realizé un control positivo para cada juego
de cebadores empleando aproximadamente 20ng de ADN gendémico de Z69 vy,
como control negativo se utilizé aproximadamente 40ng de ARN. También se
realizaron los controles sin templado. Se realizaron tres réplicas bioldgicas. Los
amplicones se visualizaron en electroforesis de agarosa 1% y tincién con Good
View (SBS, Cat. No. HGV-2) (segin anexo A.4).

Tabla 2.2: Cebadores utilizados para la RT-PCR

Regidn intergénica Nombre Secuencia (5->3)
galM 2 for TGCCTGTCGCTGGTGGACGGCGCCGAGGTTGCTGATGGTCAC

I-galM-aylft M2 rev GCATCAATGTGCTGGCCTC
2 oylR - ayiF pxylRfor GCTAGAAGCTTGTCATCAGCGCCAATACGGT
pxylRorev  CGTGCATCGATGAAGAGCAACGCAATCCGGT
P xylF_for ~ CCTACAACGCCCAGTATGACA
xylFrev  GATAGACGCCGGAGAGGATCT
JR— xylG_for  ACTTCGTCAACGACAACCTGA
A xylGrev  CACCGACAGGTCGATTTCAC
5 - oylH - ayiB fabGlfor ~GCCGGCAACATGGGCGAACTGGA
fabGlrev  GCCGTCCACCAGCGACAGGCAGCCGGCGAGGCTGCGATAGAGG
6 - B - oyl fabG2for TGCCTGTCGCTGGTGGACGGCCCCCCGAAGAAGAGGCGAAATCC
TYS - Ty fabG2rev  GCGGTGGGGCGGCGGCAGTT
7 ayiD - 2ylC 44982 for TGCCTGTCGCTGGTGGACGGCATGCTGGTCAGCGAGGAAGAG

4498.2 rev. - GAGCAGGGTGTTGGCGTCATCGT
44992 for TGCCTGTCGCTGGTGGACGGCCGGCTTTGTCCCAGTGACCAG

8- oyl - GIBSS22820 1409 9 vey  GTCTGATGGGOCGTGAAGAA
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2.1.3. Cuantificacién de la expresion relativa de algunos
genes presuntamente regulados por XylR, me-
diante RT-qPCR

La extraccion de ARN se realizo a partir de células de H. seropedicae 769 y
del mutante Z69AzylR crecidas en LGI suplementado con 30g/L de D-xilosa,
tal como se detalla en 1.1.7. La retrotranscripcion y las qPCR se realizaron
tal como se describié previamente en 1.1.7. Se emplearon los cebadores de las
Tablas 1.2 y 2.3. La calidad de los cebadores se determind como se detalla en
1.1.7.

Tabla 2.3: Cebadores utilizados para RT-qPCR

Gen Nombre del cebador Secuencia (5’->3’)

XylF_gqPCR for TCCTATGACCGCCTGATCCT
XylF _qPCR_rev GGGCTTCAAGGCCTTCATCT

xylF

El valor de cambio en la expresion de genes o ” fold change”se calculé de la

siguiente manera:

2_ ((Ctgen _CtrccA)_(Ctpromediog en _Ctpromedio,recA )) (2 1)

Siendo:

Ctgen, = Promedio de los dos Ct obtenidos para el gen analizado en cada réplica
biologica de Z69 crecida en D-xilosa

Ctreesr = Promedio de los dos Ct obtenidos para el gen de referencia recA en
cada réplica biolégica de Z69 crecida en D-xilosa

Ctpromediogen = Promedio todos los Ct obtenidos para el gen analizado en el
mutante Z69AzylR crecido en D-xilosa

Ctpromedio,,,, = Promedio todos los Ct obtenidos para el gen de referencia recA

en el mutante Z69AxylR crecido en D-xilosa

Sobre los valores de dCt, calculados como (Ctgep, - Ctreca), se realizd el
unpaired t test con un « de 0,05, empleando el programa GraphPad Prism

6.01.
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2.1.4. Determinacion de la expresién de los promotores

xyl empleando fusiones génicas

Las potenciales regiones promotoras de los genes zylR, xylF' y xylB se am-
plificaron por PCR empleando Mango Mix (Bioline, Cat. No. 450030) y ADN
genoémico de H. seropedicae 769 como molde. Se utilizaron los cebadores que
se muestran en la Tabla 2.4 para obtener los amplicones detallados en la Figu-
ra 2.5 (A). Estos amplicones se clonaron en el vector pCR2.1-TOPO (Anexo
A.2) con el kit TOPO TA Cloning (Invitrogen, Cat. No. 450030). La presencia
del inserto se verificé por digestién con EcoRI (TermoFisher Scientific, Cat
No. ER0275) del ADN plasmidico previamente purificado segin se describe
en el Anexo A.5. Luego, las regiones promotoras se purificaron desde el gel
de agarosa empleando el kit Agarose Gel DNA Extraction (Roche, Cat. No.
11696505001) de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Las mismas se
ligaron con el vector pMP220 (Spaink et al. 1987, Anexo A.2), el cual contiene
el gen lacZ que codifica para la enzima [-galactosidasa sin promotor propio.
Para ello, el vector se digirié previamente con EcoRI. La ligacién se realizé
empleando la ligasa T4 de ADN (ThermoFisher Scientific, Cat. No. EL0011)
siguiendo las instrucciones del fabricante. Con esta mezcla de ligacion se trans-
formaron células quimicamente competentes de E. coli TOP10 (segin Anexo
A.6). Para verificar la presencia del vector conteniendo el inserto en las colonias
de E. coli TOP10 seleccionadas, se extrajo su ADN plasmidico (segin A.5),
se digiri6 con EcoRI y se realizé una electroforesis en gel de agarosa (segin
A.4) para visualizar los fragmentos obtenidos. El sentido de la insercién se ve-
rificé por secuenciacion del ADN plasmidico, en el servicio de secuenciaciéon de

Macrogen, empleando los cebadores xylR _for, xylFGH for o fabG1_Clal _rev.

Con las construcciones seleccionadas se transformé, por electroporacion,
células electrocompetentes de H. seropedicae 769 y Z69 A zylR. Las preparacion
de células electrocompetentes se realizé segin Mostafa et al. 2002 (ver Anexo
A.7). Las mismas se electroporaron con el equipo MicroPulser (Bio-Rad, usan-
do el programa Ecl y siguiendo las instrucciones del fabricante). Luego de la
electroporacién, las células se suspendieron en 1mL de medio TY y se incuba-
ron a 30°C y 180rpm por 3 horas. Se sembré en superficie rastrillando 100pL de
la suspensién celular en placas de Petri conteniendo TY-Tetraciclina (Tc)!°-
X-gal?’. Para verificar la presencia del pldsmido en las colonias resultantes se

analizé el perfil de restricciéon con EcoRI (ThermoFisher Scientific, Cat No.
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ER0275) del ADN plasmidico (Anexo A.5) previamente extraido de las mis-
mas. En el caso de la construccién pMP220::pxylB, la presencia del plasmido
se verifico por PCR, realizado con lisados de las colonias empleando MangoMix
(Bioline, Cat. No. 450030) y los cebadores tetA (GCTACATCCTGCTTGC-
CTTC y CATAGATCGCCGTGAAGAGG) que amplifican un fragmento del

gen de resistencia a Tc.

Tabla 2.4: Cebadores utilizados para amplificar las presuntas regiones
promotoras de algunos genes implicados en el catabolismo de D-xilosa

Nombre Secuencia (57 - 37)

pxylR_for GCTAGAAGCTTGTCATCAGCGCCAATACGGT
pxylR_rev CGTGCATCGATGAAGAGCAACGCAATCCGGT
pxylFGH _for GCTAGAAGCTTGAAGCGAATGCCCCAAAAGG
pxylFGH _rev CGTGCATCGATTCTTGGGATTCTTGGCGTCG
fabGlfor_HindIII GCTTTCCGTTAAGCTTGGGCAACATGGGCGAACTGGA
fabGlrev_Clal ~TAAACATTCCATCGATGCCGGCGAGGCTGCGATAGAGG

Para las determinaciones de actividad (-galactosidasa, las cepas salvaje
y mutante Z69AzylR transformadas con las construcciones arriba descritas,
se incubaron durante 24 horas en tubos conteniendo 5mL de medio TY-Tc!®
(pre-cultivo). Con 100-200pL de pre-cultivo, se inocularon tubos conteniendo
5mL de medio LGI-Tc! suplementado con la fuente de carbono indicada en
cada caso. Estos cultivos se incubaron entre 16 y 22 horas de modo que la
DOgoonm final alcanzara un valor entre 0,5-1,2. La actividad (-galactosidasa se
determiné segin el protocolo descrito por Miller, 1972, con las modificaciones

de Poole et al. 1994, segtin se describe en el Anexo A.8.

2.1.5. Identificaciéon de algunas de las regiones de ADN
que reconoce XylR, mediante EMSA

2.1.5.1. Produccién y purificacion de XylR recombinante

El gen xylR, con el uso de codones optimizado para su expresién en
E. coli, se envié a sintetizar, clonado en el vector pET14b(+4) (Anexo
A.2), en GenScript (www.genscript.com). El vector sintetizado se denominé
pET14b(+4)::rXylR. Con el mismo se transformaron células quimicamente com-
petentes de E. coli BL21 (DE3) pLysS (Studier, 1991) y E. coli BL21 (DE3).

Las transformaciones se sembraron en superficie rastrillando diferentes volime-

o8



nes de la suspensién celular en placas de Petri conteniendo LB-Ampicilina
(Amp)'. Las cepas transformadas se almacenaron con glicerol al 20% y a

-80°C.
2.1.5.1.1. Eleccién de las condiciones de expresion

Eleccién del medio de cultivo para la expresion. En una primera
instancia, se evaluaron distintos medios de cultivo que aseguraran una buena
expresion de la proteina XylR recombinante (rXylR). Ademaés, se trabajé con el
vector recombinante transformado en dos cepas de expresion. Para ello, varias
colonias de E. coli BL21 (DE3) pLysS y E. coli BL21 (DE3), recientemen-
te transformadas con pET14b(+):rXylR, se cultivaron en 5mL de LB-Amp'®
durante toda la noche (pre-cultivos). Con 50pL de estos pre-cultivos se inocu-
laron tubos de centrifuga de base conica estériles conteniendo bmL de medio
ZYM5052-Amp'® (composicién en Anexo A.1.4). Se tomaron muestras a dos
tiempos de incubacion.

Por otro lado, se ensayd el medio de cultivo Terrific Broth (TB) (Am-
resco, Cat. No. J869-500G) conteniendo isopropil-S-D-1-tiogalactopiranésido
(IPTG) como inductor de la expresion de rXylR. Con 100uL del pre-cultivo
en LB-Amp'? se inocularon tubos de centrifuga de base cénica estériles conte-
niendo 5mL de medio TB-Amp!?. Cuando el cultivo alcanzé una DOgoonm=1
(aproximadamente 3-4 horas), se agregdé IPTG a diferentes concentraciones fi-
nales: 100pM o 200pM. Se tomaron muestras en el momento previo al agregado
de IPTG, y a diferentes tiempos luego de la induccion. A todas las muestras
de cultivo se le determiné la DOggopnm, ¥ cada alicuota (de 200pL) se centrifugd
a temperatura ambiente a 12.000g por 1 minuto; el pellet se guardé a -20°C.
Estos pellets celulares se analizaron por SDS-PAGE. Para ello, cada pellet se
suspendié en agua, de modo que la DOgyop,n fuera de 5Unidades de Absor-
bancia (UA)/pL, intentando tener aproximadamente la misma concentracién
de proteinas en cada muestra. Las muestras se trataron como se describe en
el Anexo A.9 y se sembro6 5L de cada suspension en los geles de SDS-PAGE

para determinar la apariciéon de la proteina recombinante.

Eleccion de la temperatura de expresiéon. También se evaluaron di-
ferentes temperaturas de incubacion para asegurar una buena expresién de
rXylR. Pare ello, se trabajé con el medio ZYM5052, el cudl fue elegido de
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acuerdo a los resultados obtenidos en el punto anterior (ver 2.2.5.1). Se ensa-
yaron dos temperaturas de crecimiento (15°C y 37°C). Para realizar el cultivo
a 37°C se tomaron aproximadamente 20 colonias de una transformacion reali-
zada el dia anterior y se inocul6 un matraz Erlenmeyer de 250mL conteniendo
25mL de LB-Amp'® suplementado con 4g/L de glucosa. Este matraz se incubé
por 8 horas aproximadamente y el cultivo se utilizé para inocular un matraz
Erlenmeyer de 2L conteniendo 200mL de ZYM5052-Amp'® (DOgoopn, inicial
de 0,4). Este ultimo se incub6 por 21-22 horas a 37°C y 200rpm.

Para la expresion de rXylR a baja temperatura, 20 colonias de una trans-
formacion del dia anterior se inocularon en un matraz Erlenmeyer de 2L conte-
niendo 200mL de ZYM5052-Amp!®. El mismo se incubé 2,5 horas con agita-
cién orbital a 37°C y 200rpm, luego se bajoé la temperatura a 15°C y se incubd
a 200rpm durante cuatro dias.

Los diferentes cultivos para la expresion de rXylR, se procesaron tal como
se describe a continuacién. Cada cultivo se centrifugé a 5.000g por 10 minutos
a 4°C. Las células se suspendieron en buffer Tris-HCl 20mM, pH 7.4 suplemen-
tado con NaCl 500mM. En cada caso se agregd 5mL de buffer por cada gramo
de pellet. Las células se lisaron por sonicacion en bano de hielo empleando pul-
sos de 2 segundos (con 50 % de potencia) y 3 segundos de espera, durante un
tiempo total de 15 minutos; el procedimiento se repitié (total 30 minutos). Los
extractos celulares se centrifugaron a 4°C por 5 minutos a 5.000rpm. Con este
procedimiento el pellet resultante contiene los restos celulares y los cuerpos de
inclusién (como se verific posteriormente en 2.2.5.1), mientras que el sobre-
nadante contiene la fraccion total. Este sobrenadante se volvié a centrifugar a
14.000rpm por 30 minutos a 4°C, obteniéndose en el pellet la fraccién insoluble
y en el sobrenadante a la fraccién soluble. Todas las fracciones se analizaron
por SDS-PAGE segiun Anexo A.9. Las fracciones insolubles presentes en los
pellets se solubilizaron con agitaciéon en urea 8M.

Como la proteina rXylR se obtuvo en forma insoluble (ver 2.2.5.1), a con-
tinuacion se describen las diferentes estrategias de solubilizacién y replegado

empleadas en esta tesis.
2.1.5.1.2. Ensayos de solubilizacién de rXylR

Solubilizaciéon por cambio de pH. Con un tip, se tomé una alicuota

pequena del pellet, conteniendo los cuerpos de inclusion, y se mezclé con 4mL
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de buffer TBS (composicién en Anexo A.12) y Tween20 al 1%. Se adicion6
160uL. de NaOH 1IN (pH final 12). Luego, el pH se baj6 lentamente a 8,5-9,
con agitacion suave, mediante el agregado de 40uL. de HCI 6N gota a gota.

Solubilizacién con SDS. Con un tip, se tomé una alicuota pequena del
pellet, contiendo los cuerpos de inclusion, y se colocé con 1mL de buffer TBS-

SDS 0,2 %. Se incubé con agitacién 1,5 horas a temperatura ambiente.

Solubilizacién con urea 8M. Con un tip se tomé una alicuota pequena
del pellet, contiendo los cuerpos de inclusién y se suspendié en 1mL de buffer
TBS-urea 8M. Se incubé en frio con agitacién por 3 dias.

En todos los casos la mezcla resultante se centrifugd a 14.000rpm por 30
minutos a 4°C; el pellet contendria las proteinas insolubles y el sobrenadante
las proteinas solubilizadas. Ambas fracciones se guardaron a -20°C. Todas las
fracciones se analizaron en SDS-PAGE segin Anexo A.9. Previo a su anélisis,

los pellet se suspendieron en urea 8M con agitacion.

2.1.5.1.3. Replegado de rXylR

En los experimentos descritos mas arriba se determiné que rXylR se
encuentra insoluble en los cuerpos de inclusion. Para la produccién de rXylR
se optd por usar la cepa de E. coli BL21 (DE3) pLysS en medio auto-inductor
ZYMbH052 a 37°C. Luego de elegir la mejor condicion de solubilizacién de rXylR
(ver 2.2.5.2), se trabajé en su replegado siguiendo dos estrategias: el replegado
en columna (que ademads incluye la purificacién de la proteina) y el replegado

por el método de goteo. Ambas estrategias se describen a continuacion.

Replegado y purificacion en columna. Los restos celulares y los cuer-
pos de inclusion conteniendo a rXylR, provenientes de 200mL de cultivo, se
incubaron en 25mL de TBS suplementado con urea 8M por 20 horas, a 4°C
y con agitacion. Luego, esta suspension se centrifugd a 14.000rpm por 30 mi-
nutos a 4°C. El sobrenadante se filtré6 por membrana de 0,45pm. Al mismo,
se le adicion6 imidazol 1M hasta llegar a una concentracion final de 20mM
y, se procedié a purificar rXylR por cromatografia de afinidad a metales in-
movilizados (IMAC). Para ello, se utilizé 3mL de resina de Ni-NTA Agarose
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(Invitrogen, Cat. No. R901-01). La misma se equilibré con 10mL de H50 y lue-
go con 15mL de Tris-HCI 20mM (pH=7,4) suplementado con NaCl 500mM,
imidazol 20mM y urea 8M. La resina escurrida se mezcl6 con la muestra y se
permitio la adsorcion de rXylR a la resina incubando en lote, con agitacién
por 1,5 horas a 4°C. La resina incubada con la muestra se escurri6 y, luego se
procedio a lavar con buffer Tris-HCI 20mM a pH=7.4 suplementado con NaCl
500mM, imidazol 20mM y concentraciones decrecientes de urea hasta llegar
a 0mM de urea. Finalmente, rXylR se eluyé con 15mL de Tris-HCl 20mM
a pH=7,4, suplementado con NaCl 500mM e imidazol 500mM. El eluato se
concentrd utilizando un centricon de corte 30kDa y se cambié el buffer por
Tris-HC1 10mM, pH=7,3. Luego de la purificacién, la resina se regener6 con
15mL de buffer MES 20mM a pH=5,0, suplementado con NaCl 100mM. Las
alicuotas de todos los pasos de purificacion se analizaron por SDS-PAGE segin
Anexo A.9.

Replegado por el método de goteo. Aproximadamente 0,68g del pe-
llet, conteniendo los cuerpos de inclusion, se incubaron con 3,4mlL de TBS
suplementado con urea 8M por 22 horas a 4°C y con agitacién. Luego, esta
suspensién se centrifugd a 14.000rpm por 30 minutos a 4°C. Se tomé 200pL de
sobrenadante, se colocd en un vaso de bohemia con agitacién, se mantuvo en
hielo, y se agregd lentamente, y de a gotitas, SmL de buffer Tris-HCI 10mM a
pH=7.3, hasta llegar a una concentracién final de urea de 0,2M. Luego, esta
suspension se centrifugd a 14.000rpm por 30 minutos a 4°C. Es de esperar que
en el pellet se encuentren las proteinas insolubles que se agregaron y en el
sobrenadante las proteinas replegadas solubles. El sobrenadante se filtré por
membrana de 0,45pm y se concentré empleando un centricon de 30kDa de
corte. La fraccién obtenida se guardé a -20°C con glicerol 50 %. Todas las frac-
ciones se guardaron a -20°C hasta su analisis por SDS-PAGE segtin Anexo A.9.
Los pellets se suspendieron en urea 8M previo a la electroforesis.

Con las proteinas purificadas y replegadas por goteo (ver Resultados en
2.2.5.3) se realizé un EMSA segiin Anexo A.10. La obtencién de los fragmentos
de ADN para el EMSA se describe a continuacién.

2.1.5.2. Produccién de las regiones promotoras

El ADN conteniendo las regiones promotoras del gen zylR y del operén

zylFGH se amplificé por PCR usando los cebadores pxylR_rev y pxylFGH -
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rev; los mismos se muestran en la Tabla 2.4. La regién promotora de los
genes zylBD se amplific6 por PCR con los cebadores fabGlfor (GCCGG-
CAACATGGGCGAACTGGA) y fabGlrev (GCCGTCCACCAGCGACAGG-
CAGCCGGCGAGGCTGCGATAGAGG) (Malan et al. 2021). En ambos ca-
sos, para la amplificacién se utilizé la mezcla MangoMix (Bioline, Cat. No.
450030), bajo condiciones de PCR estandar. La correcta amplificacién de los

productos de PCR se verificé por electroforesis en gel de agarosa (segin Anexo
A4).

2.1.5.3. Ensayos de EMSA

Las reacciones de unién ADN-proteina se realizaron en un volumen final de
10pL conteniendo 2pL de buffer de unién 5x (Tris-HCl 50mM, a pH 7,4, su-
plementado con KC1 750mM, DTT 0,5mM y EDTA 0,5mM), 2pL. de producto
de PCR (aproximadamente 1,4ug de ADN), 1uL de extracto total (o rXylR
replegada por el método de goteo), 1uL. de D-xilosa 1M y agua en cantida-
des necesarias. Las reacciones se incubaron a 22°C por 30 minutos. Luego, se
agregd, a cada tubo de reaccion, 10nL de HoO y 4ull de Purple Loading Dye
6x (New England Biolabs, Cat. No. B7025). Finalmente, los componentes de
las mezclas de unién se separaron mediante electroforesis nativas con geles de
acrilamida 6 %, empleando TAE 0,5x como buffer de corrida (ver Anexo A.10
para mds detalles).

Se realizé un Western Blot para identificar la cola de histidinas de la pro-
teina recombinante rXylR, y asi verificar la co-localizacién de rXylR con el
ADN (segtiin Anexo A.11). Para el mismo, se sembré 4L, de la dilucién men-
cionada en el parrafo anterior, por pocillo. Los 20pnL restantes se utilizaron
para realizar la separacion en el gel nativo, que luego, se tiné con Good View
y posteriormente con Azul Brillante de Coomassie R250, segiin Anexo A.10.
La tincién con Good View se emple6 para visualizar el ADN, y la tincién con

Coomassie para visualizar las proteinas.

63



2.2. Resultados

2.2.1. Construccion del mutante Z69 A xylR y analisis de

su fenotipo

Segun el analisis del genoma de H. seropedicae 769, el gen zylR se encuentra
en el cluster I (Figura 1.1) y estd anotado como un regulador de la transcripcién
por uniéon a regiones especificas del ADN. La secuencia proteica deducida de
XylR presenta 70 % de identidad con XutR de P. fluorescens SBW25 y 46 %
con XylR de E. coli K12. Ambas proteinas activan la transcripcion de los genes
zyl (Liu et al. 2015; Song y Park, 1997).

Para determinar el rol de XylR en H. seropedicae 769, se construyé la cepa
mutante Z69AzylR y se analizd su perfil de crecimiento. La misma crecié en
LGI suplementado con D-xilosa o D-glucosa, aunque presenté menor velocidad
de crecimiento que la cepa salvaje (Figura 2.1 y en la Tabla 2.5). En algunos
casos, Z69AxylR presenté una fase lag més extensa, tal como se muestra en
la Figura 2.1 y en la Tabla 2.5. El crecimiento del mutante no se vio afectado
al crecer en L-arabinosa o xilitol como tinicas fuentes carbonadas, comparado

con la cepa Z69.
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Figura 2.1: Perfiles de crecimiento de H. seropedicae Z69 y del mutante
Z69 A zylR. Los ensayos se realizaron en medio LGI suplementado con (A) 30g/L
de D-xilosa, (B) 10g/L de D-xilosa, (C) 10g/L de L-arabinosa, (D) 10g/L de xilitol
o (E) 10g/L de D-glucosa.

Tabla 2.5: Velocidad de crecimiento y duracion de la fase lag en H. se-
ropedicae 769 y el mutante Z69 A xzylR al crecer en placa de 96 pocillos con
diferentes fuentes de carbono.

H. seropedicae 7,69 769 A xylR
Velocidad de Duracién de Velocidad de Duracion de
crecimiento (h™!) la fase lag (h) crecimiento (h™!) la fase lag (h)

Medio de cultivo

LGI-D-xilosa 30g/L 0,15 6 0,072 8
LGL-D-xilosa 10g/L 0,21 6 0,063 6
LGI-D-glucosa 10g/L 0,18 4 0,12 8

A su vez, se determiné la actividad XDH y XOLDH en extractos libres
de células de las cepas mutante y salvaje. En la Figura 2.2 se observa que la
actividad XDH disminuy6 drésticamente en el mutante Z69AzylR con respecto
a la salvaje, mientras que la actividad XOLDH aumenté considerablemente en
extractos libres de células obtenidos a partir de las cepas crecidas en presencia

de D-xilosa como unica fuente carbonada.
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Figura 2.2: Actividad XDH (magenta) y XOLDH (azul). Las actividades se
determinaron en extractos libres de células de Z69 y Z69AzylR, crecidas en medio
LGI suplementado con 30 g/L de D-xilosa como tnica fuente carbonada.

2.2.2. Identificacién de los operones xzyl por RT-PCR

Con la intencién de determinar si los genes zyl del cluster I (Figura 1.1) se
encuentran todos dentro del mismo operdén o unidad transcripcional, se realizo
el experimento de RT-PCR descrito en 2.1.2. En la Figura 2.3 B se muestran
los amplicones obtenidos, separados mediante electroforesis en gel de agarosa.
En este experimento se emplearon cebadores de avance que hibridan al final de
un ORF y de retraso que hibridan al comienzo del siguiente, de modo que se
amplifico la region intergénica. En los casos en los que se obtuvo amplificacion
a partir del ADNc se puede decir que esos genes estan co-transcriptos en un
s6lo ARNm, mientras que si no se obtiene amplificacién es porque esos genes
no estaban co-transcriptos en un mismo ARNm. Segtn los resultados de ampli-
ficacion (Figura 2.3 B) y tal como se esquematiza en la Figura 2.3 A, los genes
xyl se encontrarian formando parte de varios operones. Por un lado estaria el
operén xylFFGH que contiene los genes que codifican para el transportador de
D-xilosa del tipo ABC, luego identificamos el operén zylBD con algunos de
los genes involucrados en la ruta no-fosforilativa superior, y finalmente, el gen

zylC se encontraria en forma independiente, sin formar parte de este operén.
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Figura 2.3: Identificacién de los operones zyl mediante RT-PCR. (A) Se
muestra la organizacién de los genes y las posibles regiones promotoras (flechas
azules). También se indica donde hibridan los cebadores (en violeta) utilizados para
las reacciones de PCR mostradas en la parte B. (B) Electroforesis en gel de agarosa de
las amplificaciones por PCR de las regiones intergénicas marcadas con los niimeros
del 1 al 8 en la parte A. Se utiliz6 el ADNc obtenido a partir del ARN de H.
seropedicae 769 crecida en LGI suplementado con 30g/L de D-xilosa. Para el control
positivo se utiliz6 ADN de Z69 como molde y para el control negativo el ARN.
Ademds, se incluyeron algunos control (de PCR o ¢PCR) sin molde (NTC). Sobre
cada carril se indica qué se utilizé como molde para la PCR y los nimeros indican

la regién intergénica analizada.
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2.2.3. Cuantificacién de la expresion relativa de algunos
genes presuntamente regulados por XylR, me-
diante RT-qPCR

Se cuantificd, mediante RT-qPCR, el cambio en los niveles de expresion
de algunos de los genes involucrados en el metabolismo de D-xilosa y/o L-
arabinosa. En el Apéndice B se muestran los controles de calidad de los ceba-
dores y del ARN empleado en este trabajo. Los resultados, mostrados en la
Figura 2.4, indican que en el mutante Z69AzylR la expresion de los genes zylF
y zylC disminuyd, respecto a la cepa salvaje en las mismas condiciones. Por
otro lado, la expresion de los genes involucrados en las rutas no-fosforilativas
bajas (zylA y mhpD) y en el metabolismo de L-arabinosa (araB) de las cepas

mutante y salvaje no presentaron diferencias significativas.
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Figura 2.4: Cambio relativo de la expresién (fold change) calculado a
partir de las RT-qPCR, para algunos de los genes implicados en el cata-
bolismo de D-xilosa y/o de L-arabinosa. Las barras negras y grises representan
los valores determinados para las cepa salvaje y mutante Z69AzylR, respectivamen-
te; ambas crecidas en D-xilosa.

2.2.4. Determinacion de la expresiéon de los promotores
xyl empleando fusiones génicas

Se estudio la capacidad de dirigir la expresién de los promotores zyl clo-

nando las diferentes regiones presuntamente promotoras del gen zylR y el

operén zylFGH (mostradas en la Figura 2.5 A) y determinando la actividad
[-galactosidasa en H. seropedicae 769 y Z69AzylR, tal como se describié en
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2.1.4. Los resultados se muestran en la Figura 2.5 B y C.
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Figura 2.5: Actividad de los promotores zyl. (A) En violeta se muestran las
presuntas regiones promotoras clonadas, en rojo se indica donde se encuentra la
secuencia Kozak. (B y C) Actividad S-galactosidasa determinada en células de H.
seropedicae 769 (en azul) y Z69AzylR (en rojo) transformadas con el vector pMP220
conteniendo las presuntas regiones promotoras en el sentido de los genes zylR (B)
o zylFGH (C). Las células se crecieron en medio LGI suplementado con 30g/L de
D-xilosa. En el eje de las X se indica cual fragmento, de los mostrados en la parte
A, fue clonado como potencial promotor.

Las regiones 1 y 3 clonadas en el sentido de pxylR (pxylR1 y pxylR3)
generaron expresion del gen lacZ en 769 y en Z69AxylR crecidas en D-xilosa,
aunque la expresion del promotor 1 fue menor en el caso de la cepa mutante
(Figura 2.5 B).

De acuerdo a los resultados mostrados en la Figura 2.5 C, las regiones
promotoras 1 y 3, clonadas en el sentido del operén zylFGH (pxylFGH1 y

pxylFGH3), indujeron la expresién de la enzima [-galactosidasa en la cepa

69



salvaje crecida en D-xilosa y la misma no fue detectada en Z69AzylR, en las
mismas condiciones. Con la regiéon promotora 4 (pxylFGH4) no se detecté
expresion del gen reportero en ninguna de las cepas ensayadas, mientras que la
regién 2 (pxylFGH2) gener6 una expresién muy alta, tanto en la cepa salvaje
como en el mutante Z69AzylR, ambos crecidos en D-xilosa.

Para estudiar bajo qué condiciones se expresan los genes zylR y el operon
xylFGH, y verificar que esta expresion es dependiente de XylR, se determiné
la actividad (-galactosidasa en H. seropedicae 769 y Z69AzylR transformadas
con pMP220 conteniendo la regién promotora 3 en ambos sentidos. Se eligié
esta regién promotora por ser la mas amplia e inducir la expresiéon del gen
reportero, aunque se podria haber elegido la region 1.

La expresion de pxylR-lacZ fue mayor que la del control sin promotor en to-
das las condiciones ensayadas, tanto en la cepa salvaje como mutante (Figura
2.6 A). Ademas, la expresion fue claramente inducida cuando se empleé D-
xilosa o D-glucosa como tnica fuente carbonada en la cepa salvaje, comparada
con la misma, crecida en las otras fuentes de carbono ensayadas (L-arabinosa,
xilitol o glicerol). Esta induccién no se observé en el mutante Z69AzylR, in-
dicando que el aumento de la expresion, detectada en presencia de D-xilosa o

D-glucosa, pareceria ser dependiente de XylIR.

(A) (B)
20000 3000

15000

2000

galactosidasa

(Unidades Miller)

10000

1000
5000

Actividad B-galactosidasa
(Unidades Miller)

Actividad B

v v v v v S v v v 4 4 v v
& 5 & ) ) O & ¢ & ¢ ¢ &
o~ S Q KN N A oS R oS S o
2 & I\ o & e &2 & & & R
N <§9 pr & « & 4 IS & & &
DAY SR ¢ o DAY R AN
vV & v &
O oo

Fuentes de carbono ensayadas Fuentes de carbono ensayadas

Figura 2.6: Niveles de expresiéon (determinado por actividad (-
galactosidasa) de los promotores de los genes zylR (A) y zylFGH (B),
determinadas en células de H. seropedicae 269 (azul) y Z69AzylR (rojo), trans-
formadas con el vector pMP220 conteniendo la regién promotora 3 (clonada en el
sentido de los genes estudiados), crecidas en LGI suplementado con las diferentes
fuentes de carbono indicadas en el eje de las X. El control corresponde a la expresion
basal del plasmido sin promotor en la fuente de carbono indicada en el eje de las X.
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Por otro lado, se analiz6 la expresién de la fusién pxylFGH-lacZ (Figura
2.6 B). En este caso, se indujo la expresion -galactosidasa en la cepa salvaje
crecida en D-xilosa o D-glucosa comparado con la misma, crecida en las otras
fuentes de carbono ensayadas (L-arabinosa, xilitol o glicerol). La expresion
del gen reportero fue claramente menor en el mutante Z69AzylR cultivado
en las mismas condiciones (D-xilosa o D-glucosa), indicando que la expresion

detectada en presencia de D-xilosa o D-glucosa seria dependiente de XylR.

También, se clond la presunta regién promotora del gen xylB, pero no se
logré detectar expresion del gen reportero lacZ, determinada en los ensayos
de actividad [-galactosidasa en H. seropedicae 769, ni en Z69AzylR, ambas

crecidas en D-xilosa como tnica fuente carbonada.

2.2.5. Identificaciéon de algunas de las regiones de ADN
que reconoce XylR, mediante EMSA

2.2.5.1. Produccién recombinante de XylIR y elecciéon de las condi-

ciones de expresion de la proteina recombinante

En primera instancia se estudié la expresion de rXylR en dos cepas. Se
utiliz6 la cepa de expresién E. coli BL21 (DE3) por ser la més utilizada en la
bibliografia para la produccién de XylR recombinante (Liu et al. 2015; Ni et
al. 2013). Ademas, se estudi6 la expresion en E. coli BL21 (DE3) pLysS, que
expresa la lizosima T7 permitiendo reducir la expresion basal de la proteina

recombinante.

Estas cepas se ensayaron en dos medios de cultivo: ZYM5052 y TB su-
plementado con IPTG, a 37°C. Como se observa en la Figura 2.7 se obtuvo
una expresion visible de rXylR en E. coli BL21 (DE3) pLysS en medio auto-
inductor ZYM5052, a las 21 horas de cultivo (A carril 2). También se detectd
la produccién de rXylR en TB conteniendo 200pM de IPTG (A carriles 4, 5
y 6), resultando mayor la expresién a las 2,5 horas luego de la induccién con

IPTG.
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Figura 2.7: SDS-PAGE de las cepas recombinantes crecidas en diferentes
medios de cultivo a 37°C. (A) E. coli BL21 (DE3) pLysS en medio auto-inductor
ZYM5052 (carril 1: a 4 horas de iniciado el cultivo y, carril 2: a 21 horas de iniciado
el cultivo) y, en medio TB con 200pM de IPTG (carril 3: previo a la induccién
con IPTG; carriles 4, 5y 6 con 1, 2,5 y 21 horas luego de la induccién). Carril 7:
Marcador de tamano molecular. (B) E. coli BL21 (DE3) en medio auto-inductor
ZYM5052 (carril 1: a 3 horas de iniciado el cultivo y, carril 2: a 24 horas de iniciado
el cultivo), en medio TB con 200pM de IPTG (carril 3: previo a la induccién con
IPTG; carriles 4, 5y 6 con 1, 2,5 y 24 horas luego de la induccién) y, en medio TB
con 100pM de IPTG (carril 7: previo a la induccién con IPTG vy, carriles 8 y 9 con
1y 2,5 horas luego de la induccién). Carril 10: Marcador de tamano molecular. La
flecha indica dénde deberia estar rXylIR.

En E. coli BL21 (DE3) parece no haber una gran expresién de rXylR de
acuerdo a lo que se observa en la parte B de la Figura 2.7. De acuerdo a estos
resultados se eligié a E. coli BL21 (DE3) pLysS y el medio ZYM5052 para

seguir trabajando.
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Una vez establecida la cepa de expresion y el medio de cultivo, se ensayaron
dos temperaturas de crecimiento y producciéon. Como se muestra en la Figura
2.8, rXylR se produce como proteina insoluble en las condiciones ensayadas.
Los resultados sugieren que se obtiene una mayor expresiéon de la proteina a
alta temperatura (37°C vs 15°C). Ademds, como se observa en la SDS-PAGE
de la fraccién que contiene los restos celulares (Figura 2.8 B, carril 2), se ve que
rXylR se colecta junto a los mismos. Por otro lado, visualmente, se aprecia que
el pellet de esta fraccién tiene un color y una textura diferente a la esperada.
Se observan los restos celulares que sedimentaron primero en la centrifugacién
y luego, més arriba, los cuerpos de inclusién (datos no mostrados). Por todo lo
anteriormente expuesto, se continud trabajando con esta fraccion que incluye

los restos celulares y los cuerpos de inclusion.
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Figura 2.8: Control por SDS-PAGE de las diferentes fracciones proteicas
obtenidas a partir de E. coli BL21 (DE3) pLysS crecida en medio auto-
inductor ZYM5052 a 15°C (A) o 37°C (B). (A) Carril 1: Restos celulares y
cuerpos de inclusién. Carril 2: Fraccion insoluble. Carril 3: Fraccién soluble. Carril 4:
Marcador de peso molecular. (B) Carril 1: Extracto total obtenido luego de sonicar.
Carril 2: Restos celulares y cuerpos de inclusién. Carril 3: Fraccién insoluble. Carril
4: Fraccion soluble. Carril 5: Marcador de tamano molecular. La flecha senala a
rXylR.

73



2.2.5.2. Eleccién de las condiciones de solubilizacion de rXylR

Debido a que no fue posible producir rXylR de forma soluble, se ensayaron
diferentes condiciones para solubilizarla a partir de los cuerpos de inclusién ob-
tenidos de E. coli BL21 (DE3) pLysS crecida en medio auto-inductor ZYM5052
a 37°C. Como se observa en la Figura 2.9 sélo el SDS 0,2% y la urea 8M lo-
graron solubilizar a rXylR. La solubilizacién con cambio de pH no fue efectiva,
ya que la mayoria de rXylR persistié en la fraccién insoluble (carril 1, Figura
2.9).

Cabe mencionar que no se logré solubilizar rXylR con concentraciones de

urea menores a 8M (datos no mostrados).

1T 2 3 4 5 6

-— -

— - o S

Figura 2.9: Control por SDS-PAGE del proceso de solubilizacion de
rXylR. Las diferentes fracciones solubilizadas se centrifugaron y se analiz6 el perfil
proteico de las fracciones (soluble e insoluble) obtenidas luego de esa centrifugacién.
Carriles 1 y 2: proteinas insolubles y solubilizadas por cambio de pH. Carriles 3 y 4:
proteinas insolubles y solubilizadas con SDS 0,2 %. Carriles 5 y 6: proteinas insolu-
bles y solubilizadas con urea 8M. La flecha senala a rXylR.
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2.2.5.3. Replegado y purificacion de rXylR

En funcién de los resultados obtenidos en el punto anterior, se decidio
solubilizar rXylR con urea 8M a partir de la fraccién que contiene los restos
celulares y los cuerpos de inclusion. Luego se trabajé en su replegado siguiendo
dos estrategias: el replegado en columna (que ademés incluye la purificacion
de la proteina) y el replegado por el método de goteo. Los resultados de ambas

estrategias se muestran a continuacion.
2.2.5.3.1. Replegado y purificacion en columna

Como se describio en 2.1.5.1, las proteinas contenidas en la fraccion que
contiene los restos celulares y cuerpos de inclusion se solubilizaron con urea
8M. A partir de ahi se intent6 purificar rXylR por IMAC. En el proceso de
purificacion se realizé el replegado en columna al ir disminuyendo la concentra-
cion de urea, hasta 0M, en el proceso de lavado. En la Figura 2.10 se muestra
el perfil electroforético de SDS-PAGE de cada alicuota colectada durante el
proceso de purificacién, incluyendo el replegado en columna. Como se puede
observar, una gran proporcién de rXylR se solubilizé con urea 8M (carril 2).
Sin embargo, no fue posible purificarla por IMAC, ya que la misma no se adsor-
bi6 a la columna y se eluy6 en el percolado y en el primer lavado conteniendo
urea 8M (carriles 3 y 4). Como esta estrategia de replegado y purificacién no
fue exitosa, se procedié a replegar rXylR empleando otro método.
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Figura 2.10: Control por SDS-PAGE del proceso de purificacién de rXylR
por IMAC. Carriles 1 y 2: proteinas insolubles y solubilizadas con urea 8M. Carril
3: percolado. Carriles 4, 5 y 6: Lavados con diferentes concentracién de urea: 8M, 6M
y OM. Carril 7: eluato de la regeneracién de la columna con MES 20mM a pH=5,0;
NaCl 100mM, realizado luego de la elucion de rXylR. Carril 8: rXylR concentrada
con centricéon de 30kDa de corte. Carril 9: Eluato del centricén. Carril 10: Marcador
de tamano molecular. La flecha seniala a rXylR.

75



2.2.5.3.2. Replegado por el método de goteo

La proteina rXylR, solubilizada con urea 8M a partir de los restos celu-
lares y cuerpos de inclusion, se replegd por el método de goteo, tal como se
describe en 2.1.5.1. Como se observa en la Figura 2.11 A, luego de bajar la
concentracion de urea a 0,2M por adicion de buffer por goteo, rXylR se obtuvo
tanto en la fraccién insoluble como soluble (carriles 5y 6). En la parte B de la
misma Figura se observan las proteinas recuperadas al finalizar esta estrategia
de replegado y concentracion de la proteina utilizando un centricén, en dénde
se observa que rXylR es la proteina predominante. Con esta alicuota de rXylR
replegada y soluble se procedié a realizar el EMSA que se muestra en la Figura
2.12, en el cual no se pudo observar la formacion del complejo ADN-proteina

retardado.
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Figura 2.11: Control por SDS-PAGE del proceso de replegado de rXylR
por el método de goteo. (A) Carril 1: Cuerpos de inclusién y restos celulares
utilizados en este ensayo. Carril 2: Libre. Carril 3: proteinas solubilizadas con urea
8M. Carriles 4 y 5: proteinas insolubles y solubles luego de bajar la concentracién
de urea a 0,2M por el método de goteo. Carril 6: libre. Carril 7: Marcador de ta-
mano molecular. (B) Carril 1: rXylR luego de replegada por el método de goteo y
concentrada con un centricén de 30kDa de corte. La flecha senala a rXylR.
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Figura 2.12: EMSA, empleando rXylR replegada por el método de goteo
y el fragmento de ADN (amplificado por PCR) que contiene las regiones
promotoras pxylR y pxylFGH, (A) tenido con GoodView y (B) con Azul Bri-
llante de Coomassie R250 . Carril 1: Marcador de tamafio molecular DNA Hypper
Ladder 100pb. Carriles 2 al 4: Producto de PCR con concentraciones crecientes de
rXylR (0; 6 y 15ug respectivamente). Carril 5: Control negativo: 15ng de rXylR.
Carriles 6 y 7: Producto de PCR con concentraciones crecientes de rXylR (6 y 15pg
respectivamente) con D-xilosa 100mM. Carril 8: Control negativo: 15pg de rXylR
con D-xilosa 100mM. Carril 9: Control positivo: Producto de PCR con extracto total
(2.1.5.1). Carril 10: Marcador de tamano molecular de proteinas. La flecha indica
donde deberia encontrarse el complejo ADN-rXylR.

2.2.5.4. EMSA

En este trabajo, rXylR no se pudo producir de forma soluble en E. coli,
ni se logré purificar por IMAC. Ademsds, en el EMSA realizado empleando
rXylR solubilizada y replegada por el método de goteo (Figura 2.12) no se
pudo observar la formacion del complejo ADN-proteina retardado. Por todos
estos motivos, el EMSA se realizé empleando el extracto total de E. coli BL21
(DE3) pLysS expresando rXylR. Como control negativo se emple6 un extracto
de E. coli BL21 (DE3) pLysS que no expresa rXylR.
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Segun los resultados (carriles 5 y 9 de la Figura 2.13), no se observa la
formacion del complejo retrasado ADN-proteina, ni la senal de la cola de his-
tidinas presente en rXylR en el Western Blot cuando se us6 el extracto celular
producido como control negativo. Segun la Figura 2.13 A, en donde el gel se
tiné con Good View, se observan los productos de PCR, indicados con una
flecha, conteniendo las regiones promotoras. Ademas, en los carriles donde se
incluy¢ el extracto total de E. coli se puede observar una banda de alto tamano
molecular que podria corresponder al ADN genémico y un smear propio de la
degradacion del ADN de las células luego de sonicadas. Si bien se incluy6 la
misma cantidad de producto de PCR en cada carril, en los casos en los que
hay extracto celular se observa una disminucién de la senal, tal vez, debido a
la degradacion del ADN por las propias DNAsas del extracto. En ninguno de
los casos se logra observar un retraso en la migracion de bandas, por lo que
esta tincion no serfa lo suficientemente sensible o efectiva para ver la pequena
cantidad de ADN unido a rXylR. En la parte B de la Figura 2.13, las proteinas
presentes en el mismo gel se tineron con Azul Brillante de Coomassie R250. En
este caso no se observan diferencias entre los tratamientos, y como es de espe-
rar, no hay proteinas en los carriles 1 y 6 en lo que sélo se incluyé el producto de
PCR como control. En la parte C de la Figura 2.13 se muestra el resultado del
Western Blot, en dénde se emplearon anticuerpos contra la cola de histidinas
presente en rXylR. En este caso, segin lo previsto, no se observa senal en los
controles (extracto de E. coli sin la expresion de rXylR) (carriles 5y 9) y en las
reacciones conteniendo los productos de PCR sin extracto total (carriles 1y 6).
En los carriles 2, 3, 4, 7 y 8, conteniendo extracto total de E. coli expresando
rXylR, se pueden observar varias bandas, dos de ellas (indicadas en la Figura)
podrian corresponder al monémero y dimero de rXylR. Ademads, en los carriles
3 v 4 se observa el retraso en la migracion de bandas cuando rXylR se unié a
los fragmentos de ADN conteniendo las regiones promotoras de los genes zylR
y zylF'GH. En este caso la D-xilosa, presente en la reaccién (carril 4) pareceria
favorecer la formacién del complejo, ya que la banda retrasada aparece mas
fuerte y, hay menor senal en las bandas que corresponderian a rXylR libre,
tanto del monémero como del dimero. En los carriles 7 y 8 también se observa
el retraso en la migracién de bandas de rXylR unida al fragmento de ADN que
contiene el promotor de los genes zylBD. En este caso la D-xilosa, presente en
la reaccién (carril 8) también pareceria favorecer la formacién del complejo,

aunque en menor medida que en el caso anterior. Finalmente en el carril 10
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se observa un control conteniendo la proteina DyP con cola de histidinas pu-
rificada por Célica Cagide en la Secciéon de Bioquimica y Biologia Molecular
de Facultad de Ciencias. Como era de esperar, este control generd senal en
el Western Blot (C) y con la tincién con Azul Brillante de Coomassie R250
(B), pero no generé senal con la tincién para ADN empleando Good View (A).
Ademas, al tratarse de un gel nativo pueden verse la diferentes isoformas de

la misma como ya habia sido observado previamente.

2.3. Discusion

2.3.1. Regulacién del catabolismo de D-xilosa

En esta tesis se estudié como estan regulados los genes implicados en el
catabolismo de D-xilosa en H. seropedicae 769. En primera instancia, de acuer-
do a la anotacion automatica del genoma por PGAP, se identificé el gen zylR
(cluster 1, Figura 1.1) que codificaria para un regulador de la transcripcién. La
proteina predicha, codificada por este gen, posee 419 aminoacidos, un dominio
de unién al ADN del tipo AraC en el extremo C-terminal, con un hélice-giro-
hélice, y un dominio de unién a D-xilosa en el extremo N-terminal. General-
mente, en estas proteinas la unién del ligando (D-xilosa) genera un cambio
conformacional que lleva a un cambio de afinidad en la unién del regulador al
ADN (Ni et al. 2013).

Segun la bibliografia disponible, XylR puede actuar como activador o re-
presor de la transcripcién de los genes involucrados en el metabolismo de la
D-xilosa. En E. coli y P. fluorescens, XylR actiia como un activador (Liu et al.
2015; Song y Park, 1997; ver ), mientras que en otros reportes XylR acttia como
un represor (Gartner et al. 1992; Heo et al. 2008; Tkawa et al. 2018; Stephens,
Christen, Watanabe et al. 2007), con mecanismos y secuencia proteica bien
diferentes a las de H. seropedicae. La proteina codificada por el gen zylR de H.
seropedicae 769 presenta 70 % de identidad aminoacidica con XutR de P. fluo-
rescens SBW25 vy 46 % con XylR de E. coli K12. En estas bacterias, la D-xilosa
se cataboliza por la ruta de la D-xilosa isomerasa y los genes zyl, regulados
por zutR o xzylR, se encuentran formando uno o dos operones, respectivamente
(Liu et al. 2015; Song y Park, 1997). En H. seropedicae 769, la D-xilosa se
cataboliza por una ruta diferente, y los genes que codifican para las enzimas

de la via estdn dispersos en el genoma, formando varios clusters (Figura 1.1).
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En el cluster 1, contiguo al gen zylR, encontramos agrupados los genes zylFGH
que codifican para un transportador del tipo ABC y los genes xylBD y zylC,
que codifican para enzimas de la ruta no fosforilativa superior. Segun los resul-
tados de RT-PCR (Figura 2.3), los genes zylFGH y xylBD, estarian formando
parte de operones independientes, posiblemente regulados por promotores di-
ferentes. Estos dos operones estan separados por 263 pares de bases en donde
perfectamente podria localizarse una region promotora para los genes zylBD.
Sin embargo, cuando se clond esta region en el vector pMP220, conteniendo el
gen reportero lacZ, no se obtuvo expresién de la enzima [-galactosidasa (datos
no mostrados). Por otro lado, luego de realizado el EMSA (Figura 2.13), se
observo la formacion del complejo retrasado, sugiriendo que rXylR se une a
esa region promotora, lo que indicaria que alli podria, efectivamente, haber
una regién promotora con un sitio de unién a XylR. Que no se haya obte-
nido expresién en los ensayos de fusion con [-galactosidasa puede deberse a
que la secuencia clonada no fue la correcta, ya que se incluyeron 57 pares de
base del gen zylB. Para tener idea de dénde se encuentra la regién promoto-
ra, habria que identificar el inicio de la transcripcién del gen zylB mediante
5’RACE. Luego se podria clonar en pMP220 y realizar nuevamente el ensayo

de expresion.

El gen zylC| que codificaria para la D-xilonolactonasa, no parecia estar
co-transcripto con los genes zylBD (Figura 2.1.2), sugiriendo que este gen no
se encontraria dentro del mismo operdén. Esto nos sorprendié ya que las tres
enzimas codificadas estarian involucradas en la misma ruta metabdlica. Los
genes zylD y zylC' se encuentran contiguos, separados sélo por un nucledtido,
en donde no habria una regién promotora, aunque la misma podria encontrarse
superpuesta con la regién codificante del gen zylD. Ademads, la expresion del
gen xylC, al igual que los otros genes del cluster 1 esta regulada por XylR,
tal como se observa en la Figura 2.4. Cabe mencionar que la hidrélisis de la
D-xilonolactona puede ocurrir espontdaneamente (Buchert y Viikari, 1988) y/o
mediante otras enzimas, diferentes a XylC. Analizando el mutante Z69AzylC
encontramos que no se alterd su crecimiento en D-xilosa (Figura 1.4), indican-
do que la expresiéon de zylC' no seria esencial para el catabolismo de D-xilosa.
En este caso, también seria interesante determinar dénde se encuentra el ini-
cio de la transcripcion del gen zylC' mediante 5’RACE, para confirmar los
resultados obtenidos por RT-PCR y determinar dénde podria encontrase la

regiéon promotora de este gen; esta region promotora podia estar superpuesta
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con el gen zylD. Luego de identificada esta region, seria interesante clonarla
en pMP220 y analizar la expresién del gen reportero lacZ en 769 y Z69AzylR
al crecer en D-xilosa y otras fuentes carbonadas. También seria importante
realizar un EMSA para determinar si XylR se une a esta region promotora
y si efectivamente la expresion de zylC' estd directamente regulada por XylR
0, si la misma estd regulada por la accién de algin metabolito intermediario
del catabolismo de D-xilosa producido luego de que XylR activara los genes
2ylFGH y xylBD.

Para estudiar el rol regulatorio del gen zylR se construyo el mutante
769AzylR, el cual crecié6 en LGI-D-xilosa, aunque con menor velocidad de
crecimiento que la cepa salvaje (Figuras 2.1 y Tabla 2.5), indicando que zylR
intervendria en la regulacién de los genes implicados en el catabolismo de D-
xilosa.

En el capitulo anterior, (ver punto 1.2.3.1.1), se logré establecer que la
oxidacién de la D-xilosa, determinada en extractos libres de células de H. se-
ropedicae 769 cultivada en presencia de D-xilosa, proviene de la accién de dos
enzimas: XylB y en menor proporcién AraB. Entonces se intenté cuantificar
los niveles de expresién, mediante RT-qPCR, de los genes zylB y araB (que co-
difica para una L-arabinosa deshidrogenasa capaz de utilizar también D-xilosa
como sustrato), en las cepas salvaje y mutante Z69AzylR, ambas crecidas en
D-xilosa. La expresién de zylB no se pudo determinar ya que no se encontrd
ningun juego de cebadores con la eficiencia y especificidad adecuada (se ensa-
yaron siete pares, datos no mostrados). Por otro lado, se logré determinar que
los niveles de expresion del gen araB no se alteraron en Z69AzylR, con respec-
to a Z69 (Figura 2.4). Segun estos resultados, el gen araB no estarfa regulado
por XylR. En la Figura 2.2 se puede observar que la actividad de oxidacion
de la D-xilosa disminuyé drasticamente en el mutante Z69AzylR con respecto
a la cepa salvaje. Todos estos datos sugieren que la reduccién de la actividad
en Z69AxylR seria consecuencia de una baja expresion de xylB. Asi, podemos
proponer que XylR seria un activador de la transcripciéon del gen zylB.

Como se observa en la Figura 2.4, XylR activa la expresion de los genes
wlFGH y zylC, dado que en ausencia de XylR se reduce drasticamente la
expresion de estos genes. La baja expresion de los genes que codifican para
el transportador de D-xilosa y la ruta no fosforilativa superior explicarian la
reduccion del crecimiento en el mutante Z69AzylR en D-xilosa.

Por otro lado, XylR no regula la expresion de las rutas no fosforilativas
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inferiores, ya que la expresién de los genes xylA y mhpD no cambié en el
mutante Z69AzylR con respecto a la cepa salvaje, ambas crecidas en D-xilosa
(Figura 2.4). Los metabolitos procesados por las enzimas codificadas por estos
genes provienen de varias rutas metabolicas, entre ellas del catabolismo de la L-
arabinosa, lo que explicaria la ausencia de control de las rutas no fosforilativas

inferiores por XylR.

Para estudiar la capacidad de dirigir la expresion de los promotores zyl,
se clonaron diferentes regiones promotoras del gen zylR y del operén zylFGH
(ver Figura 2.5 A), y se estudié la expresién del gen reportero lacZ, median-
te la determinacion de la actividad (-galactosidasa, en H. seropedicae 769 y
769 AzylR crecidas en D-xilosa. Para el gen zylR, se clonaron dos fragmentos
de ADN que, como era de esperar, generaron resultados similares, ya que se
clonaron regiones lo suficientemente amplias que probablemente albergaban la
region promotora. Los fragmentos 1 y 3 poseen 425pb y 484pb respectivamen-

te, y para amplificarlos se utilizé el mismo cebador de retraso, que incorpora
43pb del ORF de zylR.

Para el operén zylFGH se ensayaron cuatro regiones promotoras de dife-
rentes tamanos. Las regiones 1 y 3 dirigieron la expresién de la enzima (-
galactosidasa en la cepa salvaje y no dirigieron la expresion en Z69AzylR,
ambas crecidas en D-xilosa. Esta misma respuesta se observé al cuantificar la
expresion del gen zylF por RT-qPCR (Figura 2.4), por lo que podriamos decir
que en estas regiones se encuentra la region promotora completa y el sitio de
union de XylR, y que es necesaria la presencia de XylR para que se exprese
el operén zylFGH. La regiéon promotora 4, que posee 110pb ubicadas aguas
arribas del inicio del ORF y 41pb del mismo, no generd expresién del gen re-
portero, indicando que en este fragmento de ADN la regién promotora no esta
completa y/o no se encuentra el sitio de unién de XylR, necesario para activar
la transcripcion del operéon xylF'GH. En cambio, cuando se estudié la region
2, que posee la misma region aguas arribas del ORF, mas 100pb del ORF, se
determiné una actividad fg-galactosidasa mas alta que en los otros casos, tanto
en la cepa salvaje, como en el mutante Z69AxylR, ambas crecidas en D-xilosa.
En esta regién del ORF se detectd la presencia de una secuencia Kozak, una
secuencia consenso en vertebrados, para un fuerte inicio de la transcripcién
(Kozak, 1987). Quizas esta regién no tenga ninguna funcién dentro del gen
xylF, pero al estar clonada de esta manera, como promotora del gen reportero,

podria ser la responsable de la fuerte induccion observada, que no corresponde
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con la expresién del gen zylF' cuantificada por RT-qPCR.

Para estudiar como responden los genes zylR v xylFGH a la presencia de
diferentes fuentes carbonadas en el medio, en presencia o ausencia de XylR, se
ensayo la actividad [-galactosidasa en las cepas Z69 y Z69AzylR transforma-
das con las construcciones mencionadas anteriormente, conteniendo la regién
promotora 3, en ambos sentidos, fusionada con el gen lacZ.

Segun los resultados mostrados en la Figura 2.6 A, la expresion de pxylR-
lacZ en H. seropedicae 769 esta claramente inducida por la presencia de D-
xilosa o D-glucosa en el medio, respecto a la misma cepa crecida en L-arabinosa,
xilitol o glicerol, o al mutante Z69AzylR crecido con las diferentes fuentes de
carbono ensayadas. Esto sugiere que el gen zylR se autorregularia en presencia
de D-xilosa o D-glucosa en el medio. Estos resultados son contradictorios a los
resultados obtenidos por RNA-seq (ver capitulo anterior, Tabla 1.3), en don-
de no se observo diferencias significativas en los niveles de expresion del gen
zylR cuando H. seropedicae 7,69 crecio en presencia de D-xilosa o glicerol. Cabe
mencionar que en estos experimentos no se emplearon exactamente las mismas
condiciones, ya que el experimento de RNA-seq se realizé a partir del ARN
extraido de células crecidas con LGI suplementado con 30g/L de D-xilosa y
DOgoonm final de 0,5; mientras que, las actividades [-galactosidasa se determi-
naron en células crecidas con LGI suplementado 10g/L de D-xilosa y DOgoonm
final entre 1 y 1,4 (ademds las DOgoonm de cada experimento se midieron en
equipos diferentes). Por otro lado, en los ensayos de RNA-seq (Tabla 1.3), se
observé un sobre-expresion del gen zylR en el mutante Z69AzylB respecto a
la cepa salvaje, ambos crecidos en D-xilosa. Esta sobre-expresion va en linea
con el aumento en la expresion de pxylR-lacZ por D-xilosa respecto a glicerol
observado en la Figura 2.6 A. Es de esperar que en el mutante Z69AzylB,
deficiente en XDH, la D-xilosa se acumule en el interior celular debido a una
reduccion en el flujo catabdlico por las rutas no fosforilativas. Este incremento
en la concentracion de D-xilosa en el interior celular podria aumentar la ex-
presion del gen xylR, indicando que la expresion de zylR estaria activada por
la presencia de D-xilosa.

Por otro lado, el promotor de los genes zylFFGH indujo la expresion del gen
reportero en Z69 crecida en D-xilosa o D-glucosa, comparado con la misma cepa
crecida en L-arabinosa, xilitol o glicerol (Figura 2.6 B). Estos datos concuerdan
con lo observado en los experimentos de RNA-seq (Tabla 1.3), en dénde la

expresion de los genes xylF, zylG y zylH fue significativamente mayor en Z69
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crecida con D-xilosa, comparada con la misma crecida en glicerol. Ademas, la
expresion de los genes dirigida por el promotor de zylFGH fue dependiente
de la presencia de XylR, ya que en el mutante Z69AzylR transformado con
la construccion pxylFGH-lacZ, la expresion del gen reportero no se indujo por
D-xilosa o D-glucosa, respecto al control sin promotor (2.6 B). Estos resultados
concuerdan con lo observado en los experimentos de RT-qPCR (Figura 2.4),
en donde la expresion de gen zylF' se redujo drasticamente en el mutante

769 A xylR respecto a la cepa salvaje, ambos crecidos en D-xilosa.

2.3.2. Regulacion del catabolismo de D-glucosa

Los resultados hasta acd discutidos también sugieren que XylR estd im-
plicada en la regulacién del metabolismo de la D-glucosa. Como se observd
en la Figura 2.1, el mutante Z69AzylR presentd una reduccion en el creci-
miento en D-glucosa, con respecto a la cepa salvaje en las mismas condicio-
nes. No sabemos si XylR regula en la expresién de las enzimas de la ruta de
Entner-Doudoroff, implicada en el catabolismo de D-glucosa, o si las enzimas
del metabolismo de D-xilosa, reguladas por XylR, intervienen también en la
degradacion de D-glucosa. De este modo, si los niveles de produccion de estas
enzimas bajan, afectaria negativamente el crecimiento de Z69 en presencia de
D-glucosa. Para estudiar esta hipotesis, deberiamos comparar los niveles de
expresion de los genes zylBD y zylC' en células de Z69 crecidas en D-glucosa
o D-xilosa, por RT-qPCR. Ademas, seria interesante cuantificar la expresién
relativa de estos genes en Z69AxylR crecida en D-glucosa comparada con la
cepa salvaje en las mismas condiciones, asi como la expresion relativa de los
genes que codifican para las enzimas de la ruta de Entner-Doudoroff en Z69 y
769 AxylR, ambas crecidas en D-glucosa. Esta informacién podria ayudarnos
a determinar si XylR interviene en la regulacion de la expresion de los genes
del catabolismo de D-glucosa.

Por otro lado, cuando se analiz6 la expresion de los promotores de zylR y
2ylFGH en H. seropedicae 769 crecida en D-glucosa, se observé un aumento
de la actividad (-galactosidasa, comparada con la misma cepa crecida en L-
arabinosa, xilitol o glicerol (Figura 2.6). Ademads, esta expresién en D-glucosa
no presenté grandes diferencias con los valores obtenidos al crecer Z69 en D-
xilosa, dando indicios de la importancia de estos genes en el catabolismo de

D-glucosa. A la luz de estos resultados, pareceria ser que la D-glucosa, en
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ausencia de D-xilosa, activa la expresion de los genes zylR y xylFFGH. Esta
expresion seria dependiente de XylR, ya que no se detecté un aumento de
la actividad [-galactosidasa, como gen reportero, cuando se estudiaron las
fusiones génicas en el contexto de la cepa mutante Z69AzylR. Estos resultados
sugieren que la D-glucosa también podria unirse a XylR y fomentar la unién
de XylR a los promotores zyl para inducir la expresion de los genes del cluster
I. Esta hipdtesis deberia ser confirmada por EMSA, analizando la afinidad de
la unién rXylR-ADN en presencia y ausencia de D-glucosa.

Lo que resulta interesante destacar en este trabajo es que no se observa
una represion de la expresion de los genes xyl por D-glucosa como ocurre en E.
coli (Desai y Rao, 2010), sugiriendo que H. seropedicae seria capaz de meta-
bolizar D-xilosa y D-glucosa al mismo tiempo. En este marco seria interesante
realizar los ensayos de co-consumo de las fuentes carbonadas mencionadas. Si
fuera asi, seria de gran interés industrial porque tendriamos una cepa capaz de
metabolizar eficientemente, y sin represion, los principales azicares presentes
en la biomasa lignocelulésica, y la misma podria emplearse para la produc-
cion de PHB teniendo en cuenta que esta cepa acumula altos niveles de este

bioplastico en presencia de cada uno de estos azucares (Malan, 2011).

2.3.3. Regulacion del catabolismo de xilitol

El crecimiento del mutante Z69AzylR no se afecté en presencia xilitol res-
pecto a la cepa salvaje en las mismas condiciones (Figura 2.1), lo que podria
indicar que XylR no regula la expresion de los genes involucradas en el cata-
bolismo del xilitol. Sin embargo, la actividad XOLDH, determinada en extrac-
tos libres de células del mutante Z69/AxylR crecido en presencia de D-xilosa,
aumento considerablemente con respecto a la cepa salvaje en las mismas con-
diciones (Figura 2.2). Este mismo comportamiento se habia observado en el
mutante Z69AzylB (Malan et al. 2021). Hasta el momento, no hemos podido
identificar el gen responsable de codificar para la/s enzima/s con actividad
XOLDH (Malén et al. 2021). Con el objetivo de identificar la enzima con ac-
tividad XOLDH, y estudiar qué otros genes estarian regulados por XylR, se
podrian realizar estudios de transcriptomica, por RNA-seq, a partir del ARNm
de Z69AzylR crecida en D-xilosa, comparando con Z69 crecida en las mismas
condiciones. Estos datos, a su vez, se podrian comparar con los obtenidos para

el mutante Z69AzylB (en el capitulo anterior), lo que podria darnos una idea
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de qué genes estan efectivamente regulados por XylR y qué genes experimen-
tan un cambio en su expresién debido al cambio en la expresiéon de otros genes

y/o en la concentracién de metabolitos que regulan su expresion.

2.3.4. Regulaciéon del catabolismo de L-arabinosa

El crecimiento del mutante Z69AxylR no se afectd al crecer en L-arabinosa
como Uunica fuente carbonada, comparado con la cepa salvaje en las mismas
condiciones (Figura 2.1), lo que indicaria que XylR no interviene en la regu-
lacion de los genes implicados en el catabolismo de L-arabinosa. Ademas, y
como era de esperar, la expresién relativa del gen araB (L-arabinosa deshidro-
genasa) no mostro diferencia en células del mutante Z69AzylR y 769, crecidas
en D-xilosa (Figura 2.4). Los genes ara (cluster IV, Figura 1.1) se encuentran
en una region del genoma alejada del cluster 1. Los genes para las enzimas de
la ruta no fosforilativa superior del catabolismo de la L-arabinosa y un trans-
portador del tipo ABC se encuentran en el cluster IV. Estos genes podrian
estar regulados por una proteina (codificada por el ORF G5B88_05255) anota-
da como un regulador de la transcripcion de la familia LysR, que se encuentra
en el mismo cluster. Pero esta es otra hipdtesis que deberia ser abordada en el

futuro.

2.3.5. Identificaciéon de algunas de las regiones de ADN
que reconoce XylR, mediante EMSA

Para analizar a qué regiones del genoma se une XylR, se decidi6 realizar
un EMSA. Este ensayo permite estudiar la interaccién ADN-proteina in wvitro.
Para ello, es deseable contar con la proteina pura para evaluar la interaccion de
la proteina de interés, sin la presencia de otras que pueden interferir, afectando
la interaccién ADN-proteina o interviniendo en el revelado del EMSA. En esta
tesis se trabajo para obtener la proteina XylR recombinante, y se estudié su
interaccién con posibles regiones promotoras, obtenidas por PCR, en geles de

retardo.

2.3.5.1. Produccién de rXylR

Existen pocos reportes donde se informe que XylR actia como proteina

activadora de la transcripcion. Ni et al. 2013 y Koirala et al. 2016 produjeron
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XylR recombinante de E. coli usando el vector pET28a, conteniendo la etiqueta
de histidinas en el extremo C-terminal y la cepa de expresion E. coli BL21
(DE); en ambos casos indujeron la expresién con IPTG, usando diferentes
temperaturas de expresion; y obtuvieron la proteina en las fracciones solubles e
insolubles. Por otro lado, XutR de P. fluorescens, se cloné en el vector pTrc99A,
en donde se incluyé la etiqueta de histidinas en el extremo N-terminal y la
expresion se realizé en F. coli BL21(DE3) por el agregado de IPTG, a 25°C
(Liu et al. 2015). En esta tesis, en primera instancia se estudié la expresion de
rXylR en dos cepas de E. coli (2.2.5.1). En BL21 (DE3) practicamente no hubo
expresion (Figura 2.7) a pesar de ser la cepa utilizada en la bibliografia para
la produccion de XylR recombinante (Koirala et al. 2016; Liu et al. 2015; Ni et
al. 2013). En cambio, se obtuvo una buena expresion de rXylR en la cepa de E.
coli BL21 (DE3) pLysS. Esta cepa expresa la lizosima T7, permitiendo reducir
la expresién basal de la proteina recombinante (Studier, 1991). Esta cepa de
expresion se disend para la expresion de proteinas que pueden resultar toxicas
(Bhatwa et al. 2021). En este caso, rXylR es un regulador transcripcional
que se une al ADN, que podria reconocer el ADN de E. coli y alterar la
expresion de sus genes, resultandole téxica. Por eso, la cepa FE. coli BL21
(DE3) pLysS parecerfa ser mas adecuada para la expresiéon produccién de

XylR recombinante.

En nuestro caso, se ensayaron dos medios de cultivo: ZYM5052 y TB con
IPTG como agente inductor, y se uso el vector de expresion pET14b(+), donde
la proteina recombinante se expresa bajo el promotor T7, reconocido por la
ARN polimerasa del fago T7. El gen que codifica para esta polimerasa se induce
por la presencia de lactosa o IPTG (Bhatwa et al. 2021). Con ambos medios
de cultivo la estrategia es la misma, obtener una buena cantidad de biomasa
de E. coli y luego inducir la expresion de rXylR, ya sea por el agregado del
IPTG en el medio TB o, por el consumo de la glucosa del medio ZYM5052
y la posterior induccion de la produccion de la proteina recombinante por la
lactosa. De acuerdo a los resultados mostrados en la Figura 2.7 A, se eligio el
medio de cultivo ZYMb5052 para seguir trabajando, ya que se obtuvo mayor
expresion de rXylR y porque este medio es mas econémico, y mas practico. En
ZYM5052, el cultivo se inicia un dia y se cosecha al dia siguiente, cuando el
cultivo llegd a su méximo crecimiento (a 37°C). En este caso, la induccién por
lactosa ocurre de forma natural, luego de que E. coli consumié la D-glucosa

y el glicerol presente en el medio. Ademas, la D-glucosa previene la induccion
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temprana por lactosa. Por otro lado, los aminoécidos inhiben la induccién por
lactosa durante la fase exponencial de crecimiento, y una alta tasa de aireacién
inhibe la induccién, aun a bajos niveles de lactosa (Studier, 2005).

Como se observa en la Figura 2.8, rXylR se produjo de forma insoluble,
en cuerpos de inclusion. Segun la bibliografia, la formacion de los cuerpos de
inclusion puede ser desencadenada por una alta tasa de produccién de la pro-
teina recombinante. Esto ocurre por el uso de promotores fuertes (promotores
T7 y lac), plasmidos con alto nimero de copias, optimizacion del uso de codo-
nes, o cepas de F. coli modificadas para presentar una alta tasa de crecimiento
(Bhatwa et al. 2021). También, cuando la tasa de sintesis de la proteina excede
la habilidad de las células hospederas para manejar el correcto plegado, o la
proteina le resulta téxica, los niveles de proteina recombinante incorrectamente
plegada aumentardn, y se agregaran en los cuerpos de inclusién (Bhatwa et al.
2021). Una estrategia ampliamente utilizada para aumentar la produccién de
la proteina soluble consiste en bajar la velocidad de crecimiento de E. coli y la
tasa de produccién de la proteina recombinante, disminuyendo la temperatura
de crecimiento; esto ademas implica que la proteina se plegarda mas lento, y
con ello se aumenta la probabilidad de tener un plegado correcto (Bhatwa et
al. 2021). En nuestro caso, esta estrategia no fue 1til, ya que rXylR se continué
produciendo en los cuerpos de inclusién (Figura 2.8 A). Como se obtuvo mayor
cantidad de proteina recombinante a 37°C, y en menor tiempo de produccion,
se decidi6 seguir trabajando con esta condicion.

Para obtener rXylR soluble, se podria intentar expresarla en otro vector,
de diferente niimero de copias, o con la etiqueta de histidinas en el extremo
C-terminal, o probando otras cepas de expresion. Ademas, se podrian ensayar
otras etiquetas. A modo de ejemplo, se ha observado que, en algunos casos, la
etiqueta de unién a maltosa (MBP) ayuda a un correcto plegado y solubiliza-
ci6én de la proteina de interés (Paraskevopoulou y Falcone, 2018).

Siguiendo algunas de las posibles estrategias, se logré producir una gran
cantidad de rXylR, pero siempre insoluble. Se procedié a solubilizar y replegar
la proteina, intentando generar una proteina soluble que conserve las propie-
dades de interés. La produccion de las proteinas recombinantes en cuerpos de
inclusién, y su subsecuente solubilizacion es una estrategia viable e interesante,
que permite generar un mayor volumen de producto, ademas, algunas veces el
cuerpo de inclusiéon presenta casi exclusivamente la proteina de interés (Mital

et al. 2021). Generalmente las proteinas recombinantes solubles representan un
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30-40 % de las proteinas totales, mientras que los cuerpos de inclusién pueden

contener hasta un 90 % de la proteina recombinante (Mital et al. 2021).

rXylR se solubilizé con urea y para el replegado se ensayaron dos estra-
tegias: replegado en columna y por goteo. Para el replegado y purificacion
en columna se realizé una IMAC, en dénde se disminuy6 la concentracion de
urea hasta OM en el proceso de lavado. El objetivo de este procedimiento era
purificar rXylR mediante IMAC, y replegarla progresivamente en la columna
mediante la disminuciéon de la concentracién de urea. En este caso, como se
observé en la Figura 2.10, rXylR no se adsorbié a la resina de la IMAC y
eluyé en el percolado y en los primeros pasos de lavado. Podriamos pensar que
la etiqueta de histidinas quedd escondida en el interior de la proteina y, que
la cantidad de residuos histidinicos expuestos no alcanzé para interactuar con
la resina. Pero al tratarse de la proteina desplegada por el uso de la urea, los
residuos de histidinas estarian expuestos como para interactuar con la resina y,
asi necesariamente adsorberse a la misma. Otra hipdtesis seria que rXylR, por
algin problema en la construccion del vector recombinante, se estaria sinteti-
zando sin la etiqueta de histidinas, pero segun los resultados del Western Blot
(Figura 2.13 C), rXylR posee la etiqueta de histidinas, ya que fue reconocida

por los anticuerpos empleados en esta técnica.

También se buscé replegar la proteina por el método de goteo, donde se
disminuye la concentracién de urea lentamente, para permitir que rXylR se
pliegue lentamente, favoreciendo asi su correcto replegamiento. Como se ob-
servo en la Figura 2.11, una parte de rXylR se agregd y permanecié insoluble,
pero fue posible recuperar una fraccién de la proteina soluble y concentrarla
de forma soluble. Con esta proteina se realizé6 el EMSA mostrado en la Fi-
gura 2.12, en dénde no se observo la formacion del complejo ADN-proteina
retrasado. Estos resultados indicarian que rXylR no se replegd correctamente,
o que no hay interaccién entre la misma y el ADN analizado. Cabe mencio-
nar que rXylR pareceria ser una proteina dimérica, segin lo observado en el
Western Blot (Figura 2.13 C), y tal como ocurre en otras bacterias (Liu et al.
2015; Song y Park, 1997). Asi que, existe la posibilidad de que en el proceso
de solubilizacion y replegado de la proteina, no hubiéramos logrado obtener el

dimero.
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2.3.5.2. EMSA

Debido a que no fue posible solubilizar y purificar rXylR en forma soluble,
se realiz6 el EMSA empleando el extracto total de E. coli BL21 (DE3) pLysS
expresando rXylR. En el extracto total, rXylR se encuentra en los cuerpos
de inclusién y probablemente también haya una fraccién de proteina soluble,
y es de esperar que esta proteina sea capaz de interactuar con el ADN y de
formar el complejo ADN-proteina. Esta cantidad pequena de rXylR si podria
ser detectada en el Western Blot ya que los anticuerpos presentan una al-
ta sensibilidad, ademas de que son especificos para la etiqueta de histidinas.
Utilizando el extracto total de proteinas se logré observar la formacion del
complejo ADN-proteina; en este caso se utilizé anticuerpos contra la etiqueta
de histidinas en un Western Blot para identificar a la proteina recombinante

en el gel de retardo.

Segun los resultados obtenidos en el EMSA (Figura 2.13), XylR se uniria a
las regiones promotoras de los genes zylR y/o zylFGH y a la regiéon promotora
de los genes zylBD. En ambos casos esta union seria favorecida o reforzada
con la presencia de D-xilosa. En el caso de los promotores de los genes zylR
y xylFFGH no sabemos a cual de ellos se esta uniendo ya que en el estudio se
empled un unico fragmento de ADN conteniendo las dos regiones promotoras.
Es de esperar que rXylR se esté uniendo a ambos promotores, ya que la expre-
sion de estos genes se induce por XylR en H. seropedicae, como se demostrd
por RT-qPCR (Figura 2.4) y con los ensayos de expresién (Figura 2.6). Con
estos resultados, podriamos sugerir que XylR, en ausencia de D-xilosa, se une
débilmente a los promotores de los genes del cluster 1 y que en presencia de
D-xilosa esta unién es mas fuerte, activando la expresion de estos genes. Algo
similar ocurre en E. coli y P. fluorescens (Liu et al. 2015; Song y Park, 1997).
En estos casos, XylR (o XutR) se expresa de forma basal y se une débilmente
a las regiones promotoras, no siendo capaz de activar la transcripcion de los
genes zyl. En presencia de D-xilosa, esta molécula refuerza la union del activa-
dor transcripcional al ADN favoreciendo asi la expresion de los genes zyl. Por
otro lado, en estas bacterias, zylR es de expresion constitutiva, y el promotor
de este gen no es sensible a D-xilosa o D-glucosa (Liu et al. 2015; Song y Park,
1997).

En nuestro caso, al trabajar con un extracto total de proteinas, no pode-

mos descartar que otras proteinas de E. coli estén interviniendo o ayudando
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a la unién de rXylR al ADN; aunque lo estudios de EMSA realizados con el
extracto total de la E. coli que no expresa rXylR, no muestran el efecto de
retardo. Este experimento deberia realizarse con rXylR pura. Por otro lado,
se deberia estudiar por EMSA, la interaccion de rXylR con diferentes frag-
mentos de ADN conteniendo las regiones promotoras de los genes del cluster
I, de tamanos menores a los empleados en esta tesis, para poder acercarnos a
identificar el sitio de union de XylR. Finalmente, para identificar con exactitud
las secuencias de ADN a las que se une XylR se podrian realizar ensayos de
DNAsal footprinting. Este ensayo habria que realizarlo, con los fragmentos de

ADN empleados en el EMSA en donde se observa la unién de XylR al ADN.
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Capitulo 3
Discusion General

La D-xilosa es un azucar del grupo de las pentosas, y es el segundo car-
bohidrato mas abundante en la naturaleza, luego de la D-glucosa. Se encuen-
tra principalmente en la biomasa lignoceluldsica, la cual, luego de hidrolizada,
puede usarse como materia prima de bajo costo en procesos biolégicos y/o
quimicos, como ser para la produccién de bio-productos con valor agregado.
De los componentes de la biomasa lignoceluldsica, la D-xilosa es poco utilizada
a nivel industrial. En parte, esto se debe a que los microorganismos utiliza-
dos clasicamente en los procesos industriales no la metabolizan eficientemente
o presentan represion catabdlica por sustrato. Por este motivo, es importante
conocer las rutas metabdlicas para el catabolismo de D-xilosa y los mecanismos
regulatorios implicados, para asi contribuir al futuro diseno de microorganis-

mos que la utilicen eficientemente.

En esta tesis, en el Capitulo 1, se determiné que H. seropedicae 769 em-
plea rutas no fosforilativas para el catabolismo de D-xilosa y L-arabinosa. Tal
como se resume en la Figura 3.1, el primer paso de estas rutas esta catalizado
por las enzimas D-xilosa deshidrogenasa y L-arabinosa deshidrogenasa, codi-
ficadas por los genes zylB y araB. Ambas enzimas utilizan la D-xilosa y la
L-arabinosa como sustratos, y estarian implicadas en el catabolismo de ambos
azucares. Algo similar ocurriria las siguientes enzimas de la ruta no fosforila-
tiva superior en donde, al igual que en otras bacterias (Watanabe et al. 2006,
2019), las enzimas del catabolismo de L-arabinosa utilizarian como sustrato
los correspondientes intermediarios del catabolismo de la D-xilosa. Luego, el
intermediario D-KDP se cataboliza siguiendo la ruta de Watanabe (produ-

ciendo piruvato y glicolato), o siguiendo la ruta de Weimberg (produciendo
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a-cetoglutarato) (Figura 3.1). De acuerdo al fenotipo del mutante Z69AmhpD
(Figura 1.7), el catabolismo de la L-arabinosa se darfa a través de la ruta de
Weimberg; mientras que para el catabolismo de la D-xilosa se utilizaria prin-
cipalmente la ruta de Watanabe. Estas afirmaciones deberian ser confirmadas,
por ejemplo, mediante ensayos de andlisis de flujos metabdlicos, empleando
13C-D-xilosa o 3C-L-arabinosa como fuente carbonada. En esos ensayos, de
acuerdo a la distribucién isotépica se podria determinar la contribucion de ca-
da ruta. Ademas, este andlisis se podria realizar con los mutantes Z69AzylA
y Z69AmhpD para verificar si los genes mutados son los tnicos involucrados
en el ultimo paso de cada ruta no fosforilativa inferior, en H. seropedicae 7.69.
Otra alternativa seria generar el doble mutante Z69AzylAAmhpD, el cual no

deberia crecer en D-xilosa o L-arabinosa.

D-Xilosa L-Arabinosa
NAD+ NAD+

Deshidrogenasa

xylB NAD+ dependiente araB
NADH + H NADH + H
D-Xilonolactona L-Arabinolactona
xylC Lactonasa G5B88_05265
D-Xilonato L-Arabinonato
xylD Deshidratasa G5B88 05245
2-ceto-3-deoxi-pentonato 2-ceto-3-deoxi-pentonato
(D-KDP) (L-KDP)
G5B88_19625| Deshidrogenasa Deshidratasa
xyIX
5-hydroxy-2,4-dioxopentanonate Y a-cetoglutarato semialdehido
(HDOP) NAD+
mhpD Hidrolasa Deshidrogenasa
\ xylA
Piruvato NADH +H
+
glicolato a-cetoglutarato

Figura 3.1: Rutas no fosforilativas empleadas para el catabolismo de D-xilosa y L-
arabinosa en H. seropedicae 769. En azul se muestra el nombre del gen que codifica
para la enzima involucrada en ese paso.

En el Capitulo 2 se determiné que XylR es un activador de la transcripcion,
que en presencia de D-xilosa, se uniria a los promotores de los genes del cluster

I (Figura 1.1), activando la expresién de los genes zylFGH (que codifican para
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el transportador de D-xilosa), y los genes zylBD y zylC' (que codifican para las
enzimas de la ruta no fosforilativa superior) (ver Figura 3.2). Ademads, XylR
seria capaz de activar su propia expresion en presencia de D-xilosa o D-glucosa.
En ausencia de D-xilosa, la union de XylR a las regiones promotoras no seria lo
suficientemente fuerte como para activar la expresion de los genes del cluster 1.
Por otro lado, se observé que la D-glucosa también modularia esta interaccién,
activando la expresién de los genes del cluster I, de forma dependiente de XylR,
dando indicios de que no existiria represion catabdlica por D-glucosa, como se
ha descrito en otras bacterias. De este modo, H. seropedicae 769 pareceria ser
una buena candidata para la produccién de bioproductos con valor agregado

a partir de los azicares presentes en la biomasa lignoceluldsica.

000
O OD—xllosa +

pxylC

xylB >1 xylD >1 xylC >—

Figura 3.2: Modelo de regulaciéon propuesto para el metabolismo de D-xilosa en H.
seropedicae.

El objetivo general de esta tesis es profundizar en el conocimiento de H.
seropedicae pensando en que podria ser utilizado como organismo productor de
compuestos con valor agregado, por ejemplo PHB, al consumir D-xilosa como
fuente de carbono. Por este motivo, se utilizé una concentracion relativamente
alta de D-xilosa (30g/L) en los cultivos en medio definido LGI, respetando la
relacion molar C/N=22, establecida como éptima para la produccién de PHB a
partir de D-glucosa como fuente carbonada (datos no publicados; gentileza de
Ana Inés Catalan). Cuando H. seropedicae 769 se cultivé en LGI suplementado
con 30g/L de D-xilosa, el pH del medio disminuyé con la consiguiente muerte
celular. Esta acidificacién no se observé al bajar la concentracién de D-xilosa
a 10g/L, o cuando se utiliz6 30g/L de D-glucosa, o cuando se tampond eficien-
temente el medio de cultivo empleando MES 50mM a pH=7,0 (Malan, 2011).
Esto sugiere que H. seropedicae 769 estaria excretando acidos organicos que
acidifican el medio, posiblemente D-xilénico, como ocurre en otras bacterias
(Raposo et al. 2017; Wang et al. 2016; Zhang et al. 2013). Deberia corroborarse
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la excrecién de este compuesto, u otros, como por ejemplo, por HPLC-UV. La
acumulacion de D-xilénico podria deberse al desequilibro redox producido por
el exceso de fuente carbonada y/o la insuficiente regeneracién de cofactores.
También se ha reportado que la excrecion de acido D-xilonico seria debido a
la sobre-expresion de la enzima XDH, conjuntamente con una expresién in-
suficiente de las enzimas involucradas en la degradacién del acido D-xilonico
(Banares et al. 2021). Esto concuerda con los resultados obtenidos en mi tesis
de Maestria, en donde se observé que el mutante Z69AzylB no acidifica el
medio LGI suplementado con 30g/L de D-xilosa. Ademads, Z69AzylB cultiva-
da con 30g/L de D-xilosa presenté un mayor rendimiento de transformacion
de D-xilosa en PHB, indicando que esta cepa derivé el consumo de D-xilosa
hacia la produccion de PHB, sin generar ”pérdidas” por la excrecion de acidos
organicos (Malan, 2015). El D-xilonato (o dcido D-xil6nico) es un bio-producto
de gran interés, con multiples aplicaciones en las industrias alimenticias, far-
macéutica y de la construccién (He et al. 2021; Trichez et al. 2022). A pesar del
gran interés que existe por el acido D-xilénico, aiin no se ha instalado su pro-
duccién industrial, aunque se estan desarrollando varios procesos microbianos

para producirlo (Trichez et al. 2022).

Por otro lado, existe un gran interés en la industria cosmética por el acido
glicolico o glicolato, producido por la ruta de Watanabe. Este acido también
puede utilizarse para la produccion de polimeros biodegradables, como el poli-
glicolato y el poli(ldctico-co-glicdlico), con miltiples aplicaciones en la medicina
y la industria del empaquetado. Actualmente, el dcido glicdlico se produce a
partir de combustibles fésiles (Cabulong et al. 2021) y serfa interesante tra-
bajar en su produccion por métodos bioldgicos. Si bien no se ha estudiado la
produccién de este compuesto por H. seropedicae, es de esperar que el mismo
se produzca, por las rutas metabdlicas identificadas en este trabajo. Es mas,
H. seropedicae 769 podria excretar acido glicdlico al crecer en presencia de
30g/L de D-xilosa y contribuir a la acidificacién del medio de cultivo obser-
vada previamente. Seria entonces interesante confirmar la excrecién de acido
glicélico (por HPLC-UV, por ejemplo), asi como analizar su rendimiento de
produccion.

Hasta el momento no se ha desarrollado la produccion industrial de bio-
productos a partir de D-xilosa por microorganismos, empleando las rutas no
fosforilativas. C. crescentus, en donde se identificaron originalmente los genes

de la ruta de Weimberg, no parece ser una buena candidata para uso indus-
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trial, ya que no estaria adaptada a crecer en presencia de altas concentraciones
de D-xilosa. En el caso de C. crescentus, la velocidad maxima de crecimiento
en este azicar es de 0,11h™!, su crecimiento se inhibe con 20g/L de D-xilosa y
excreta a-cetoglutarato al crecer en D-xilosa (Almqvist et al. 2018). Por otro
lado, serfan interesante expresar las rutas no fosforilativas en organismos de
uso industrial. Si bien hay varios trabajos al respecto, ain no se han dado
las condiciones para escalar el proceso (Domingues et al. 2021; Trichez et al.
2022). Estos datos demuestran la importancia y necesidad de profundizar en el
conocimiento sobre las rutas involucradas en el catabolismo de D-xilosa, prin-
cipalmente las rutas no fosforilativas, de las cuales hay muy pocos trabajos,
y se conocen los genes involucrados en muy pocas bacterias. Los genes y las
enzimas identificadas, luego, podrian expresarse en forma heteréloga en micro-
organismos de uso industrial. También podria realizarse la bisqueda de nuevos
microorganismos bien adaptados a las altas concentraciones de azucares y de
inhibidores presentes en la biomasa lignocelulésica.

En este sentido, los resultados obtenidos en esta tesis son auspicios y posi-
cionan a H. seropedicae 769, como una buena candidata para la produccién de
bioproductos a partir de los azicares presentes en la biomasa lignoceluldsica.
Esta cepa no es patdgena (Monteiro et al. 2014), es de rapido crecimiento, y
no presenta grandes requerimientos nutricionales, como vitaminas o cofactores
(Baldani et al. 1986). Por otro lado, como quedé demostrado en esta tesis, es
una cepa de facil manejo en el laboratorio y existen herramientas de biologia
molecular disponibles que potencialmente podrian usarse para disenar nuevas
cepas modificadas, con mejores capacidades. Ademas, se conoce su genoma y
las rutas metabdlicas involucradas en la degradaciéon de los principales azica-
res de la biomasa lignoceluldsica; y no presentaria represion catabdlica por
D-glucosa. Por otro lado, ahora que se conocen las rutas metabdlicas implica-
das en la degradacién de D-xilosa, se podrian realizar modelados in silico, como
analisis de balance de flujos, para identificar cudles son las rutas metabdlicas
con mayor rendimiento para la produccion de PHB o glicolato y detectar mo-
dificaciones genéticas que permitan obtener mejores resultados. Ademas, el
conocimiento del metabolismo y los mecanismos de regulacién, seran impor-
tantes a la hora de disenar las estrategias para optimizar la produccién de

bioproductos a partir de la biomasa lignocelulosica.
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Conclusiones

H. seropedicae 769 emplea rutas no fosforilativas para el catabolismo de
D-xilosa y L-arabinosa.

El gen 2ylB (G5B88_22805) codifica para la D-xilosa deshidrogenasa de-
pendiente de NAD™, involucrada en el primer paso de las rutas no fos-
forilativas.

El gen araB (G5B88.05250) codifica para la L-arabinsosa deshidrogenasa
dependiente de NAD™, capaz de utilizar D-xilosa como sustrato.

La ruta de Watanabe, que involucra la expresion del gen mhpD, seria la
preferida por H. seropedicae 769 para el catabolismo de D-xilosa.

Para el catabolismo de L-arabinosa, H. seropedicae emplearia la ruta de
Weimberg.

Los genes zylFGH del cluster 1, que codificarian para el transportador
de D-xilosa, se encuentran formando una tnica unidad transcripcional u
operén, mientras que los genes que codifican para la ruta no fosforilativa
superior se encuentran formando parte de dos unidades transcripcionales:
xylBD y zylC.

El gen zylR, ubicado en el cluster 1, codifica para un regulador de la
transcripcion, capaz de activar la expresion de algunos genes involucrados
en el catabolismo de D-xilosa.

La expresion de los genes xyl del cluster 1, esta activada por la presencia
de D-xilosa y es dependiente XylR.

XylR no regula la expresiéon de los genes zylA y mhpD (rutas no fos-
forilativas inferiores), ni del gen araB involucrado en el catabolismo de
L-arabinosa.

XylR se une a las regiones promotoras de los genes zylR y/o zylFGH vy
xylBD. Esta union es reforzada por la presencia de D-xilosa en el medio.

No se observé represion por D-glucosa en la expresion de los genes in-
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ducidos por los promotores de zylR y zylF'GH, dando indicios de que no

existiria represién catabdlica por D-glucosa en H. seropedicae Z69.
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Perspectivas

» Confirmar si H. seropedicae 769 produce y excreta D-xilonato y/o glico-
lato al crecer en LGI suplementado con 30g/L de D-xilosa.

» Realizar andlisis de flujos metabdlicos empleando 3C-D-xilosa o ¥C-L-
arabinosa, en donde, de acuerdo a la distribucién isotopica, se podria
estimar la contribucién de cada ruta al catabolismo de D-xilosa o
L-arabinosa. Este mismo andlisis se podria realizar en los mutantes
769N zylA y 269/ AmhpD para verificar que no hay otras enzimas capaces
de realizar esa funcion.

= Construir el doble mutante Z69AzylAAmhpD y estudiar su capacidad
de crecer en D-xilosa, L-arabinosa y D-glucosa.

= Realizar modelados in silico, aplicando herramientas de biologia de sis-
temas, por ejemplo andlisis de balance de flujos, para estudiar cudles son
las rutas metabdlicas con mayor rendimiento para la produccién de PHB
o glicolato en H. seropedicae a partir de D-xilosa, e identificar modifica-
ciones genéticas que permitan obtener mejores resultados.

= Realizar ensayos de co-consumo de los diferentes azticares lignoceluldsicos
(D-glucosa, D-xilosa, L-arabinosa).

= Estudiar la capacidad de H. seropedicae de crecer y producir bioproduc-
tos de interés (PHB, D-xilonato o glicolato), empleando biomasa ligno-
celuldsica hidrolizada.

» Estudiar la tolerancia de H. seropedicae a los inhibidores presentes en la
biomasa lignocelulésica.

» Identificar, mediante RNA-seq, todos los genes que cambian sus niveles
de expresion en el mutante Z69AzylR, comparado con la cepa salvaje,
ambos crecidos en D-xilosa como unica fuente carbonada.

» Cuantificar, mediante RT-qPCR, los cambios en los niveles de expresion

de los genes que codifican para las enzimas de la ruta Entner Doudo-
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roff, implicada en el catabolismo de D-glucosa en el mutante Z69AzylR,
comparado con la cepa salvaje, ambos crecidos en D-glucosa.

Identificar el inicio de la transcripcion de los genes xyl del cluster 1
mediante 5’RACE.

Clonar las regiones promotoras de los genes zylBD y zylC' en el vec-
tor pMP220, y transferir estas construcciones a H. seropedicae 769 y
769AzylR, para poder estudiar como estos promotores dirigen la expre-
sion del gen reportero lacZ cuando las cepas se cultivan en presencia de
diferentes fuentes carbonadas (D-xilosa, L-arabinosa, D-glucosa).
Producir rXylR de forma soluble y purificarla para poder realizar los
EMSA con la proteina pura.

Realizar los EMSA empleando fragmentos de ADN de diferentes ta-
manos, conteniendo las regiones promotoras de los genes zylR, xylFGH,
xylBD, y zylC| en presencia y ausencia de D-xilosa o D-glucosa.
Realizar ensayos de DNAsal footprinting, para identificar, in vitro, las
regiones de ADN protegidas por rXylR, de modo de identificar los sitios
de union de XylR al ADN. Este ensayo habria que realizarlo en primera

instancia, con los fragmentos de ADN empleados en el EMSA en donde
se observo la unién de XylR al ADN.
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Apéndice A
Transcriptémica

En la Figura A.1 se muestra la calidad de los ARN empleados en para la
secuenciacién masiva (RNA-seq). En la Tabla A.1 se muestra la calidad de

secuenciacion y del mapeo de los experimentos de RNA-seq.

(A) 1 2 3 4  (B)1 2 3 4 1 2 3 4

Figura A.1: Electroforesis en gel de agarosa 1% (p/v) tenido con bromuro
de etidio para ver la calidad de los ARN empelados para RNA-seq (A)
ARN de Z69 crecida en LGI con 30g/1 de D-xilosa (carriles 1y 2: 0,3uL y 0,1uL de las
submuestras de la réplica biolégica 1. Carriles 3 y 4: 1uL y 0,1uL de las submuestras
de la réplica biolégica 2. Se secuenciaron las muestras de los carriles 2 y 4). (B)
ARN de Z69AzylB crecida el LGI suplementado con 30g/L de D-xilosa (carriles 1
y 2: 0,2pL de las submuestras de la réplica biolégica 3. Carriles 3 y 4: 0,2uLs de las
submuestras de la réplica bioldgica 4. Se secuenciaron las muestras de los carriles 1
y 3) (C) ARN de Z69 crecida en LGI suplementado con 10 g/L de glicerol (carriles
1y 2: 0,5pL de las submuestras de la réplica bioldgica 5. Carriles 3 y 4: 0,5puL de las
submuestras de la réplica biolégica 6. Se secuenciaron las muestras de los carriles 1

y 3).
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Apéndice B

RT-qPCR

En la Figura B.1 se muestra la calidad del ARN obtenido para cada mues-

tra.

En la Tabla B.1 se muestran los valores de eficiencia y ajuste de las curvas
(R) obtenidos para cada juego de cebadores empleados en la RT-qPCR (los
cebadores se muestran en las Tablas 1.2 y 2.3). En las Figuras B.2, B.3 y B4

se muestras las curvas de desnaturalizacién obtenidas en estas qPCR.

235 —>
168 —

ARN
pequefios

Figura B.1: Control de calidad del ARN purificado, mediante electrofo-
resis en gel de agarosa 1%. En todos los casos se sembré 5ul. (A) ARN de
769 y Z69AxylR crecidas en LGI suplementado con 30g/L de D-xilosa (carriles 1
a 6 respectivamente), carril 7: marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Ac-
curis Smart Check). (B) ARN de Z69 crecida el LGI suplementado con 30g/L de
L-arabinosa (carriles 1 a 3).
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Tabla B.1: Control de calidad de los cebadores utilizados para la qPCR.

Gen  Eficiencia R

recA 1,03 0,99606
rpoA 0,95 0,99660
ylR 1,08 0,98774
TylF 1,02 0,99206
xylC 1,10 0,99246
ylA 1,10 0,99473
mhpD 0,89 0,99374
araB 0,98 0,99672
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Figura B.2: Curvas de desnaturalizacién de las qPCR de cada curva de
eficiencia. Gen (A) recA, (B) rpoA y (C) zylR.
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Figura B.3: Curvas de desnaturalizacién de las qPCR de cada curva de
eficiencia. Gen (A) zylF, (B) zylC.
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(A)

Figura B.4: Curvas de desnaturalizacién de las qPCR de cada curva de
eficiencia. Gen (A) zylA, (B) mhpD y (C) araB.
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Se ensayaron dos genes de referencia: recA y rpoA para los ADNc obtenidos
a partir del ARN extraido de Z69 y Z69AzylR crecidas en LGI suplementado
con 30g/L de D-xilosa (B.2). Como se observa en la Figura B.5 el gen recA
presenté menos diferencias entre las muestras y por eso se eligié como gen de

referencia.
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Figura B.5: Ct obtenido para cada réplica (biolégica y técnica) y su pro-
medio para los genes normalizadores ensayados en los ADNc obtenidos a
partir del ARN de Z69 y Z69AxzylR crecidas en LGI suplementado con 30g/L de
D-xilosa

En las Tablas B.2, B.3 y B.4 se muestran los Ct obtenidos para cada reac-
cién realizada en RT-qPCR. Como se observa, en la mayoria de los casos, los
controles sin retrotranscriptasa reversa amplificaron con un Ct cercano a 30.
Esto puede deberse a una pequena contaminacion en los reactivos, ya que el
control de retrotranscripcién realizado con agua también amplifica. Previo a la
retrotranscripcién se realizaron reacciones de qPCR empleando el ARN diluido
1/30 como molde y no se obtuvo amplificacion (datos no mostrados). De todos
modos, estos datos no invalidan los resultados obtenidos, ya que, en la mayoria
de los casos, los Ct de las muestras se encuentran a 10 Ct de distancia de los
controles. Este dato nos indica que la diferencia de expresién entre los genes
podria ser mayor a la reportada, ya que la misma se encuentra opacada por
esta contaminacion. De todos modos, estos resultados permiten cumplir con
nuestros objetivos: ver si XylR afecta o no la expresién de los genes estudiados
y cémo las diferentes fuentes carbonadas (D-xilosa o L-arabinosa) afectan la

expresion de los genes de una u otra ruta metabdlica.
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Tabla B.2: Ct obtenido en las RT-qPCR de los genes recA, rpoA y zylF realizados en
Z69AxylR crecidas en LGI suplementado con 30g/L de D-xilosa. En esta corrida se
incluyeron los controles sin retrotranscriptasa reversa (No RT control) y los controles
sin molde para la reaccién de retrotranscripcién (NTC de RT) y para la reaccién de
qPCR (NTC de qPCR). NA: No hay amplificacién

Condicién Muestra ct
recA rpoA xylF
1 19,07 18,97 16,14 16,08 16,8 16,66
769 D-xilosa 2 18,75 19,56 16 164 16,71 16,91
3 20,25 20,31 17,7 17,65 17,84 17,94
4 20,1 2042 17,904 1837 2522 2529
Zg?ﬁlﬁz? 5 20,74 2045 1849 182 2525 25,1
6 21,59 21,76 19,3 19,48 26,12 26,89
1 NA 26,67 NA
p 28,91 26,19 927,02
3 30,41 28,25 28,86
No RT control A 28.74 2793 NA
5 27,12 27,01 NA
6 30,08 30,13 37,04
NTC de RT 30,11 28,37 28,93
NTC de qPCR NA 30,59 NA
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Tabla B.3: Ct obtenido en las RT-qPCR de los genes recA, araB y mhpD realizados
en los ADNc obtenidos a partir del ARN de Z69 y Z69AzylR crecidas en LGI
suplementado con 30g/L de D-xilosa y Z69 crecida en LGI suplementado con 30g/L
de L-arabinosa. En esta corrida se incluyeron los controles sin retrotranscriptasa
reversa (No RT control) para el ARN de Z69 crecida en LGI suplementado con
30g/L de L-arabinosa y el control sin molde para la reaccion de qPCR (NTC de
qPCR). NA: No hay amplificacién

Condicion Muestra Ct
recA araB mhpD
1 19,64 19,57 23,67 2344 21,07 21,25
769 D-xilosa 2 19,74 19,68 234 2356 20,66 20,74
3 20,82 21,04 24,02 24,03 22,15 22,18
4 20,77 21,12 24,67 248 22,96 22,36
Zg?ﬁlﬁzg% 5 21,31 21,33 24,96 24,22 2248 2254
6 22,46 22,61 26,36 26,15 24,32 24,35
769 7 19,99 19,73 22,55 22,06 23,49 2331
L arabinos 8 19,62 19,63 21,84 2204 23,32 23,53
9 20,34 2026 22,57 22,32 23,82 23,57
7 30,15 31,69 31,21
No RT control 8 30,96 32,73 35,85
9 NA NA 29,71
NTC de gPCR NA NA NA

Tabla B.4: Ct obtenido en las RT-qPCR de los genes recA, zylA y zylC realizados
en los ADNc obtenidos a partir del ARN de Z69 y Z69AzylR crecidas en LGI
suplementado con 30g/L de D-xilosa y Z69 crecida en LGI suplementado con 30g/L
de L-arabinosa. En esta corrida se incluyé el control sin molde para la reacciéon de
qPCR (NTC de qPCR). NA: No hay amplificacién

Condicién Muestra —) J;g(/jltA wiC
1 10,45 10,48 1858 18,66 22,27 22,42
769 D-xilosa p 1927 1951 18,8 18,97 21,04 2241
3 20,21 2025 1946 19,32 23,36 22,86
4 20,63 20,63 20,64 20,89 29,13 28,92
Zg?ﬁlizlf 5 20,66 20,81 21,09 21,22 2864 28,29
6 2241 224 21,82 21,84 2941 29,78
760 7 19,37 19,39 18,88 18,98 26,35 26,03
Lol 8 20,33 20,65 20,75 20,46 27,04 30,84
9 19,69 19,79 19,7 19,85 2598 26,27

NTC de gPCR 34,36 32,61 NA 31,36 34,69
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Anexo A

Técnicas

A.1. Medios de cultivo

Todos los medios de cultivo se esterilizaron en autoclave por 20 minutos a
121°C y 1,1 atm. A los medios sélidos se le adicion6 16g/L de agar previo a la

esterilizacién.

A.l11. TY

(Beringer, 1974)
Triptona - 5g
Extracto de levadura - 3g
CaCl, - 0,1¢g
H50 - c.s.p. 1 litro

A.1.2. LGI modificado

(Cavalcante y Dobereiner, 1988)
KH,PO, - 11,9¢
K,HPO, - 2,13¢
NH,CI - 2,14g
MgSO,4.7TH,0 - 0,2¢g
CaCl,.2H50 - 0,02¢
FeCls.6H,0 - 0,01g
Nay;Mo04.2H50 - 0,002g
H50 - c.s.p. 1 litro
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Se ajustd el pH=7,0 con NaOH

Las fuentes de carbono y el MES a pH=7 se autoclavaron por separado. Se
prepararon a una concentracién 1M y se adicionaron al medio LGI luego de

autoclavado a las concentraciones indicadas en cada caso.

A.1.3. Luria-Bertani (LB)

(Sambrook et al. 1989)
Triptona - 10g
Extracto de levadura - g
NaCl - 10g
H50 - c.s.p. 1 litro

A.1.4. Medio de cultivo auto-inductor ZYM5052

(Studier, 2005)
Triptona - 10g
Extracto de levadura - 5g
MgSO,4 1M - 2mL
Oligoelementos 100x - 200pL
Solucion 5052 25x - 40mL
Solucion M 25x - 40mL
H50 - c.s.p. 1 litro

Las soluciones M y 5052 se prepararon y autoclavaron por separado y se

adicionaron al medio luego de autoclavado.

Solucién 5052 (25x)
125g glicerol
12,5g glucosa
50g lactosa
H50 - c.s.p. 1 litro

Solucién M (25x)
8878g NaQHPO4
85,1g KH2P04
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67g NH4Cl
17,7g NaQSO4
H50 - c.s.p. 1 litro

A.2. Plasmidos

En la Tabla A.1 se muestran las principales caracteristicas de los plasmidos

utilizados en esta tesis.
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A.3. Extraccién de ADN gendémico

1,5mL de cultivo de H. seropedicae 769, crecido durante toda la noche en
medio liquido TY, se centrifugd a 12.000g por 5 minutos. El pellet se lavd con
1,5mL de GET y luego se resuspendi6 en 500pL de GET. Se adicioné 2pL de
lisozima y se incubd en estufa a 30°C por 2 horas. Después se adicion6 50uL de
SDS (10 %) y se incubd 5 minutos a temperatura ambiente. Luego se adiciond
6pL de pronasa y se incubd a 30°C durante toda la noche. Al dia siguiente se
adiciond 200pL de la mezcla fenol:cloroformo:alcohol isoamilico (25:24:1), se
mezclé bien y se centrifugé a 12.000g por 15 minutos. Se retird la fase organica
(la de abajo) y la fase acuosa se extrajo 2 veces mas con cloroformo:alcohol
isoamilico. Luego se pasdé la fase acuosa a un tubo nuevo y se precipité el ADN
con 1 volumen de isopropanol. Se centrifugd a 12.000g por 15 minutos, el pellet
se lavd con etanol 70 % y luego se secé al vacio. El pellet conteniendo el ADN

purificado se resuspendié en 100pL de agua libre de DNAsas.

A.4. Electroforesis en gel de agarosa

(Sambrook et al. 1989) Las electroforesis en geles de agarosa se realizaron
en una cuba de electroforesis horizontal de la marca Sigma-Aldrich. Se prepa-
raron geles de agarosa 1 %(p/v) en buffer TAE 1X. En cada carril se sembré
diferentes volimenes de muestras: 5pl en caso de reacciones de PCR, 3uL en
caso de ADN plasmidico o 7pL en caso de restricciones (en los casos en lo que
luego se deseaba aislar el fragmento de ADN se sembraron 40-50pL de mues-
tra) previamente mezcladas con buffer de carga 1X (ThermoFisher, Cat. No.
R0611). Como buffer de corrida se utiliz6 TAE 1x. Las electroforesis se desa-
rrollaron a 90v por 30-60 minutos. E1 ADN se visualizé bajo luz UV, ya que se
utilizaron como agentes intercalantes GelGreen (Biotium, Cat. No. 41005)
incorporado en el gel a una concentracién final de 0,67X o Good View (SBS,
Cat. No. HGV-2) incorporado en el gel (2uL para 50mL de gel). Se utilizd
el marcador de peso molecular 1Kb DNA Ladder (Accuris SmartCheck, Cat.
No. ACC-PR4100-100) segin las instrucciones del fabricante.

TAE 50X (buffer de electroforesis Tris-acetato/ EDTA)

Tris base - 242g
Acido acético glacial - 57mL
EDTA 0,5M pH=8.,0 - 100mL
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H50 - c.s.p. 1 litro
TBE 5X (buffer de electroforesis Tris-borato/EDTA)
Tris base - H4dg
Acido bérico - 27,5g
EDTA 0,5M pH=8,0 - 20mL
H50 - c.s.p. 1 litro

A.5. Extracciéon de ADN plasmidico

La extraccién de ADN plasmidico se realizé segin Sambrook et al. 1989 y se
empled el mismo protocolo para las diferentes cepas de E. coli y H seropedicae.
Para ello, las células se cultivaron durante toda la noche, en tubos conteniendo
5mL de medio LB o TY y el antibidtico adecuado. Luego, todas las células
se colectaron por centrifugacién a 12.000rpm por 1 minuto. Se descartd el
sobrenadante. Las células presentes en el pellet se suspendieron en 300pL de
solucién Iy 5uli de ARNasa 10mg/mL. Luego se agregé 300uL de solucién 11
y se mezclé invirtiendo el tubo 4 veces. A continuacién se agregé 300pL de
cloroformo y luego 300uL de solucién III. El tubo con la mezcla de reactivos
se mezclé en vortex manteniendo el tubo con la tapa hacia abajo. Luego ,se
centrifugd a 14.000rpm por 10 minutos a 4°C, se transfiri6 la fase acuosa (la de
arriba) a un tubo de 1,5mL limpio y se le agregé 660puL: de isopropanol para
precipitar el ADN. Se continu6 centrifugando durante 30 minutos a 14.000rpm
a 4°C y se descart6 el sobrenadante. El pellet se lavé con etanol 70 % (v/v), se
secé por centrifugacion al vacio en un equipo de la marca Labconco (Inglaterra)
y se resuspendié en 50l de agua milliQQ estéril.

Soluciéon 1
50mM glucosa
25mM Tris.Cl (pH=8,0)
10mM EDTA (pH=8,0)

Esterilizada en autoclave y guardada en heladera.

Solucién IT (solucién de lisis)

Se prepara en el momento de su uso
0,2N NaOH (diluida de un stock 10N)
1% SDS (diluido de un stock 10 % (p/v))

Solucién III (solucién de neutralizacién)

60ml acetato de potasio 5M
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11,5ml acido acético glacial
28,5ml H,O

A.6. Transformacién por shock térmico de F.

colr

Las células quimicamente competentes y la transformacion se realizé segin
Sambrook et al. 1989.

Preparacién de células quimicamente competentes de E. col:

Para preparar las células quimicamente competentes, se inoculé 300mL de
medio LB con 5mL de un cultivo de E. coli TOP10 incubado durante toda la
noche en medio LB a 30°C, a 200rpm. El cultivo se incubé a 30°C y agitacion a
200rpm hasta que llegé a una DOggops, de 0,2- 0,3 (aproximadamente 3 horas).
Se colectaron las células por centrifugacion a 5000rpm por 10 minutos y se
lavaron en frio dos veces con 10mL de CaCly 0,1M bajo las mismas condiciones
de centrifugacion. Finalmente, este pellet se suspendié en 5mlL de CaCly 0,1M
y se incubd 1 hora en hielo. Luego se centrifugd, se descarté el sobrenadante y
el pellet se suspendi6 en 2mL de CaCly 0,1M - glicerol 20 % (v/v). Finalmente,
se transfirieron volimenes de 100pL de esta suspension celular a tubos de
microfuga de 1,5mL y se guardaron a -80°C durante un periodo maximo de 6

meses, hasta su posterior utilizacién.

Transformacién de E. coli TOP10 quimicamente competentes
Se adicioné la mezcla de ligacion a las células quimicamente competentes de
E. coli TOP10 en condiciones asépticas. Se incubd en bano de hielo entre 20
y 40 minutos. Luego se incubd 2 minutos a 42°C y 2 minutos mas en hielo.
Inmediatamente se le agregé 1mL de medio LB a cada tubo de reaccién y se
incub6 1 hora a 37°C y con agitacién a 200rpm. Finalmente, se sembro por
rastrillado en superficie, 100pL de esta suspension celular, en placas de Petri
conteniendo medio LB sélido y el/los antibidticos adecuados. Las placas se
incubaron 20 horas a 37°C. Ademas, se realizé un control negativo siguiendo

el mismo protocolo pero sin la introduccion de ADN foraneo.
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A.7. Preparacion de células electrocompeten-

tes de H. seropedicae

Las células electrocompetentes se prepararon segiin la metodologia descrita
por Mostafa et al. 2002. Para ello, se inoculé un matraz Erlenmeyer de 250mL,
conteniendo 25mL de medio TY, con 1mL de cultivo de H. seropedicae crecida
toda la noche en un tubo conteniendo 5mL de medio TY. Cuando la DOsx59,,,
del cultivo llegd a 0,5-0,8, éste se transfirié a tubos de centrifuga de base cénica
y se incubd en hielo durante 15 minutos. Luego, el cultivo se centrifugd por
4 minutos a 6.000g y 4°C. Se descarté el sobrenadante. El pellet se lavd dos
veces con 10mL de HEPES 1mM a pH=7,0 y una vez més con b5mL de glicerol
10 %. Finalmente, las células se suspendieron en 0,5mL de glicerol 10 %, se
fraccionaron en alicuotas de 651L en tubos de 1,5mL y se guardaron a -80°C
hasta el momento de electroporar. Las soluciones se esterilizaron por autoclave
y se utilizaron frias. Durante todo el protocolo las células se mantuvieron en

frio (hielo o centrifuga refrigerada a 4°C).

A.8. Determinacion de actividad

p-galactosidasa

Se utilizé el protocolo descrito por Miller, 1972 con las modificaciones de
Poole et al. 1994. Para ello, se tomé 1,5mL de cada cultivo y se centrifugd
a 5000g por 5 minutos. Se descarté el sobrenadante y el pellet se suspendid
en 1,5mL de buffer Z. Se tomé 350uL. de esta suspensién (en algunos casos se
realizaron diluciones 1/10), se pasé a un tubo nuevo y se agregé 280nL de buffer
Z. Ademés se adicioné 70uL de lisozima (5mg/mL en buffer Z suplementado
con f-mercaptoetanol al 3,5 %). Se invirti6 el tubo varias veces y se incub6 5
minutos a temperatura ambiente. Luego, se adicioné 15nL. de EDTA 0,05M a
pH=8,0, se invirtié el tubo varias veces y se incubéd 15 minutos. Después, se
agregd 7TuL de SDS 1% y se mezcl6 por inversién del tubo. Se equilibraron las
muestras a 30°C por 15 minutos y luego se agregd 140uL. de Orto-Nitrofenil-3-
Galactésido (ONPG) (4mg/mL en buffer Z conteniendo [-mercaptoetanol al
0,35 %). La muestras se siguieron incubando a 30°C hasta que las reacciones
comenzaron a desarrollar el color amarillo. La reaccién se detuvo mediante el

agregado de 350pLL de NayCO3 1M. Se tomo el tiempo exacto que transcurrié
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desde el agregado del ONPG hasta que se detuvo la reaccién. Finalmente, las
muestras se centrifugaron a 12.000g por 15 minutos y se ley6 la absorbancia a
420nm del sobrenadante. También se ley6 la DOgoopnm del cultivo suspendido
en buffer Z en el primer paso de este protocolo. Con estos datos se calculd la

actividad (-galactosidasa de la siguiente manera:

AbSg00nm.V f.106
Actividad §—galactosidasa(Unidades Miller) = 50— 208 J:e4o17 821
600nm-Y, -VC.t. )

(A.1)

Siendo:
Vf = Volumen final (1,215mL)
Ve = Volumen de cultivo empleado (0,35mL si no se diluy6 el cultivo)

t = tiempo en minutos

La Unidad Miller se define como los nmoles de orto-nitro-fenol generados
por minuto por mg de proteinas.
Este protocolo asume que 1mL de cultivo con DOgggpm=1 contiene 0,22mg

de proteinas.

Buffer Z
0,06M NaoHPO4
0,04M NaH,PO,
0,01M KC1
0,001M MgSO,4.7H,0

A.9. SDS-PAGE

Las electroforesis desnaturalizantes (SDS-PAGE) se realizaron en una cuba
vertical Mini Protean Tetra Cell, (BIORAD) con mini-geles de poliacrilamida
de Imm de espesor y 10 pocillos, conteniendo el gel separador debajo y el
gel concentrador en la parte superior. Las muestras se prepararon con buffer
de carga a una concentracion final de 1x y se incubaron 15 minutos a 95°C
previo al sembrado en el gel. En todos los geles se sembré 3uL del marcador
de peso molecular pre-tefiido AccuRuler RGB PLUS (Maestrogen, Cat. No.
02102-250). Las electroforesis se corrieron con buffer de corrida 1x a 70v por

20 minutos aproximadamente (hasta que las muestras entren en el gel sepa-
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rador) y luego a 180-200v por 30-40 minutos. Los geles se tinieron con Azul
Brillante de Coomassie R250 durante toda la noche con agitaciéon orbital y
luego se decoloraron con solucién decolorante (dcido acético glacial 7 %; etanol

20 %) incubando el tiempo necesario con agitacion orbital.

Gel separador 12 %
1,7mL H,O
2mL Acrilamida/Bis Acrilamida 30 %
1,25mL Tris 1,56M a pH 8,8
0,05mL SDS 10 %
0,03mL APS 10 %
0,0025mL TEMED

Gel concentrador 6 %
2,7mL H,0
ImL Acrilamida/Bis Acrilamida 30 %
1,25mL Tris 0,50M pH 6,8
0,05mL SDS 10 %
0,03mL APS 10 %
0,005mL TEMED

Buffer de corrida (10x)
144g glicina
10g SDS
30,2g Tris base
H50 - c.s.p. 1litro

Buffer de carga (4x)
30mM Tris a pH 6,8
25 % glicerol
0,1lmg/mL Azul de bromofenol

[-mercaptoetanol
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A.10. EMSA

Los ensayos de EMSA se realizaron en una cuba de electroforesis vertical
Mini Protean Tetra Cell, (BIORAD) con geles nativos de poliacrilamida al 6 %
de 1mm de espesor y 10 pocillos. Se utilizo TBE 0,5x como buffer de corrida.
Las electroforesis se corrieron una hora a 200V y se colocé un bloque refri-
gerante dentro de la cuba. Luego de la electroforesis se desmonto el gel y se
colocé en una bano con dcido acético glacial 7,5 % por 5 minutos con agitacion
orbital para fijar el ADN. Luego, el gel se enjuagd dos veces con agua y se
tino con Good View (SBS, Cat. No. HGV-2), colocando 5pL de reactivo en
50mL de HyO. Se incubé 20 minutos con agitacién orbital protegido de la luz.
Finalmente, el gel se enjuagd dos veces con agua y se expuso a luz UV para
visualizar los fragmentos de ADN. Después de fotografiarlo en estas condicio-
nes, el mismo gel se tiné con Azul Brillante de Coomassie R250 y se desting

como se detalla en A.9.

Gel nativo 6 %
4,12mL H5O
1,4mL Acrilamida/Bis Acrilamida 30 %
1,4mL buffer TBE 5x
0,075mL APS 10%
0,0075mL TEMED

Buffer de electroforesis TBE 5x
445mM Tris base
445mM Acido bérico
5mM EDTA pH 8

A.11. Western Blot

Con el gel del EMSA se realiz6 un Western Blot. Para ello se transfirié
a una membrana de nitrocelulosa Hybond”-c extra (Amersham, Cat. No. )
usando el sistema dual de electroforesis en frio DCX-700 (C.B.S Scientific) y el
buffer de corrida de SDS-PAGE 1x con etanol 10 %. La transferencia se realizé
a 180mA por 2 horas siguiendo las instrucciones del fabricante. Luego de la

transferencia, la membrana se lavé con PBS para sacar los restos de acrilamida.
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Posteriormente, se bloqued con leche descremada al 5 % en PBS-Tween20 0,1 %
durante toda la noche con agitacién orbital. El anticuerpo primario THE™M
His Tag Antibody, mAb, Mouse (10pg) GenScript se diluyé 1/5000 en PBS y
se incubé por 1 hora. El anticuerpo secundario HRP se diluy6 1/5000 en PBS
y se incub6 durante 1 hora. La membrana se lavd dos veces con PBS-Tween20
0,1% por 5 minutos con agitacién orbital luego de cada paso de bloqueo o
incubaciéon con anticuerpo. El Western Blot se revelé con el kit de quimiolu-
miniscencia Pierce ECL Western Blotting Substrate (Thermo Fisher, Cat. No.
32106) que contiene cloruro de tetrazolio nitro-blue (NBT) y sal de p-toluidina
de 5-bromo-4-cloro-3’-indolifosfato (BCIP).

PBS apH 7,5
80mM Nay,HPO,4
20mM NaH,POy4
100mM NaCl

A.12. Otros buffers utilizados en este trabajo

TBS a pH 7,6
20mM Tris
137mM NaCl
pH ajustado a 7,6 con HC1 1M
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