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Introduccién

INTRODUCCION

Generalidades de plasticos degradables y biodegradables

La contaminacién por plasticos en el medio ambiente, afectando habitats
como el mar y suelos, es un tema relevante en la actualidad, el impacto
antropogénico en el uso desmedido de productos derivados del petroleo como el
PET (Poli EtilénTereftalato) y la manera incorrecta en la que son eliminados, ha

llevado a niveles alarmantes de deterioro ambiental.

Entre los problemas que presentan los plasticos de un solo uso
encontramos: dependen de un recurso natural no-renovable que es el petroleo,
siendo este una fuente contaminante por los gases que emiten sus derivados en
su degradacion y causar el efecto invernadero; la permanencia que tienen en el
medio incrementa la problematica en el ambiente y su uso asciende de manera
exponencial. La contaminacién por plasticos en el mar, donde la degradacion del
PET se realiza muy lentamente por la estructura quimica del polimero (a pesar de
gue no es nocivo directamente) no puede ser utilizado nuevamente para envases

de alimentos por las impurezas que presenta o altos costos del proceso.

Para la degradacion de algunos polimeros como el PVC (Policloruro de
Vinilo) se han empleado aditivos, por ejemplo con base de almidén, para modificar
sus propiedades con el fin de obtener productos que permanezcan menos tiempo
en el ambiente. Dichos aditivos se degradan en medios biolégicamente activos

debido al consumo de los granulos de almidon por algunos microorganismos.

Un ejemplo de estos aditivos se utilizé en bolsas que podian degradarse al
contacto con el medio ambiente, se conocié comercialmente con el nombre de
“Policlen C” (Uribe, 1996).

La idea detrds de los plasticos mezclados con almidén es que, una vez

desechada en los vertederos, las bacterias en el suelo utilizan el almidén como
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sustrato para producir energia y liberan fragmentos de polimeros que pueden ser
degradados por otras. Las bacterias de hecho atacan el almidon, pero los
fragmentos de polietilieno no los degradan, quedando particulas dificiles de
degradar (Reddy et al., 2003).

Otro ejemplo se tiene en los plasticos oxodegradables que son a base de
petroquimicos, generalmente de polietileno, los cuales tienen pequefas
concentraciones de aditivos, como son sales de metal, que les permite degradarse
a un ritmo acelerado. A diferencia de los plasticos de solo polietileno éstos suelen
ser etiquetados como “degradables”, incluso “biodegradables” aunque no
totalmente, ya que siguen siendo a base de polialguenos particularmente de

polietileno y polipropileno.

Estos polimeros oxodegradables pueden causar un impacto ambiental
negativo, algunas razones pueden ser: no son basados en fuentes renovables,
tiene el potencial para dispersar los metales cataliticos en el medio ambiente,
convierten el carbono de sumidero a carbono atmosférico, dependen de la
cantidad de los aditivos para degradarse, la cantidad de luz y de temperatura
afecta en gran medida, y se degradan en pequefias particulas que realmente no
son biodegradables. Sumado que los pequefios fragmentos que permanecen
todavia, tienen peso molecular alto para desintegrarse como los materiales de

bajo peso molecular (Niaounakis, 2013).

Los polimeros pueden estar compuestos de estructuras quimicas que los
hacen biodegradables, a pesar de esto sus enlaces ésteres no permiten que se
hidrolicen facilmente, provocando que permanezcan mas tiempo en el ambiente
(Niaounakis, 2013).

La incorporacion de aditivos a polimeros basados en combustibles fésiles
puede ayudar a una degradacion acelerada pero no mejora su impacto ambiental,
contrariamente puede dar lugar a ciertos efectos negativos, ademas la

degradacion de los plasticos oxodegradables, como por ejemplo bolsas, limita su
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reutilizacién ya que no son adecuados para el almacenamiento de articulos por un

periodo prolongado de tiempo (Niaounakis, 2013).

Los polimeros oxodegradables no son aptos para el reciclaje de los
plasticos convencionales y los aditivos que utiliza para su reciclado hacen que el
producto sea mas susceptible a la degradacion. En algunas ocasiones la cantidad
de oxigeno en el ambiente no es suficiente para iniciar la degradacién que puede
tardar hasta 5 afios y seguir siendo visibles como basura antes de que empiece a
degradarse (Niaounakis, 2013).

Como se ha mencionado, existen varias opciones de plasticos
biodegradables, sin embargo estos materiales presentan diversas inconsistencias:
como lo es el tiempo de permanencia en el ambiente, nula o baja capacidad de
reutilizacion y que su degradacion sigue causando dafos a diferentes habitats. Por
tal motivo surge la necesidad de introducir otra alternativa de plasticos
biodegradables, por ejemplo los que son producidos por microorganismos

llamados polihidroxialcanoatos.

Polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos (PHA’s) son poliésteres biodegradables
producidos por numerosos microorganismos como almacén de carbono y energia
en presencia de elevadas fuentes de carbono y bajos niveles de nutrientes
esenciales como son nitrégeno, azufre, fosfatos, la acumulaciéon la realizan al
producir granulos intracelularmente que reutilizan en condiciones de inanicidn

cuando se agota la cantidad de carbono en el medio.

La estructura de poliésteres derivados de cadenas cortas (de 3 a 5 atomos
de carbono y de cadena media (de 6 a 16 atomos de carbono) se muestran en

ilustracion 1 (Albertsson y Varma, 2002).
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O (CH,), O (CH,),

n |- n
R=H, CH,,C, H; R=C3H ;- C1sHa
x=1-3 x=1-4
Longitud de cadena corta Longitud de cadena media
(termoplasticos) (elastdmeros)

llustracion 1. Férmula general de la estructura de PHAs bacterianos (Albertsson, y Varma, 2002).

Entre la gran diversidad de microorganismos que se conoce que sintetizan
PHASs, solo algunas bacterias se han empleado para la produccidon ya que pueden
ser cultivadas de manera eficiente como células de alta densidad con alto

contenido de PHA en un tiempo corto (Albertsson y Varma, 2002).

Poli-B-hidroxibutirato

Se ha encontrado que, polimeros activos de (Poli-B-hidroxibutirato) PHB vy
otros PHA’s son sintetizados por una amplia variedad de microorganismos como
material de almacenamiento intracelular de carbono y energia. El PHB es un
termoplastico cristalino con una Tm (Melting Temperature) de 177°C (Mochizuki,
2002).

Durante los afios 50°s y 60°s, se empezaron a producir estos polimeros
para evaluacion comercial de suturas y prétesis. Sin embargo, se mantuvo latente

durante varios afos hasta que ICI, (Imperial Chemical Industries) la empresa que
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ayudo a Zeneca a realizar la produccién y comercializaciéon de PHAs, hizo un
avance importante en la produccién de un copolimero de [(-hidroxibutirato y B-

hidroxivalerato. Esta familia de materiales conocida como Biopol™

mejor6 mucho
las propiedades quimicas comparado con el original homopolimero. En 1990, el
primer producto comercial hecho de Biopol fue presentado en Alemania como una

botella de shampoo biodegradable. (Albertsson y Varma, 2002).

Para reducir costos ICI también ha usado una estrategia en la que las
células se desintegran por choque térmico, luego son tratadas con detergentes y
enzimas para disolver los componentes celulares que no sean PHB,
posteriormente el polimero se lava y flocula, finalmente se recupera como un polvo
blanco del cual se hacen hojuelas. Posteriormente la produccion de biopolimeros
empezd a aumentar con Monsanto en 1996 y se detuvo la producciéon en 1998,
otras empresas productoras se encuentran en Austria y Brasil, en este ultimo por
ejemplo, donde acoplaron el proceso de produccion en una fabrica de azucar y
etanol a partir de los residuos de la extraccion del azlcar de cafia (Gonzalez et al.,
2013).

Aunque los estudios que se realizaron anteriormente aportaron informacion
para la obtencion del polimero, el proceso sigue siendo tardado. Con respecto a la
estrategia de cultivo para la produccidon de PHB, se ha visto que se puede
alcanzar una productividad alta realizando cultivo por lote alimentado o cultivo
continuo. Para el cultivo por lote alimentado de bacterias que requieren la
limitacion de algun nutriente para sintetizar PHB, se utiliza un sistema en dos
etapas. En la primera se obtiene una concentracion de biomasa deseada sin
limitacion de nutrientes. En la segunda se promueve la sintesis de PHA
manteniendo en concentraciones limitantes uno de los nutrientes esenciales
(Gonzélez et al., 2013). Aun asi las bacterias mantienen un nivel del polimero
constante, ya que al mismo tiempo que lo producen, realizan la degradacién de
éste, dependiendo de la concentracion, metabolitos relacionados y cofactores
(Jendrossek, 2001).
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Formaciéon de PHB.

Se ha reportado en Azotobacter vinelandii que cuando las células vegetativas son
moviles se transfieren a medio sdélido sin nitrégeno e induce la formacién de
quistes. Cuatro horas después de la induccion, estas células pierden sus flagelos y
sufren una Ultima division celular para dar origen a dos células completamente
redondas y muy encapsuladas, es decir cubiertas del exopolisacéarido alginato. A
las 6 horas empieza la secrecion desde la superficie de las células de estructuras
parecidas a membranas las cuales en aproximadamente 30 horas forman una
capa mas externa de exina que rodea al quiste maduro. Posteriormente se forma
la intina que es una estructura que se encuentra en el espacio entre la exina y la

membrana celular externa.

La culminacién de estos eventos produce un quiste maduro que consiste en
una célula redonda y pequefia con su membrana citoplasmica y una delgada
pared celular de acido muramico. Esta célula 6 cuerpo central esta cubierta por
dos capas la intina y una exina compuestas principalmente de lipoproteinas y

alginato, y dentro de ella se observan numerosos granulos de PHB (Espin, 2001).

En el interior de las células bacterianas los PHA se disponen formando
granulos de naturaleza hidrofébica rodeados por una monocapa lipidica en la que
se encuentran ancladas proteinas implicadas en el metabolismo de los PHA y que

se denominan GAP (granule associated protein) (Fernandez, 2012).

Las GAP caracterizadas hasta ahora en las especies del género
Pseudomonas son: polimerasas y depolimerasas de PHA, involucradas
respectivamente en la sintesis y degradacion del polimero; las fasinas son las
GAP mas abundantes y con una funcion estructural y reguladora, esta estructura
se puede observar en la ilustracion 2. EI nUmero y tamafio de los granulos, asi
como su disposicion y estructura macromolecular dependen del organismo

productor y de las condiciones de produccién (Fernandez, 2012).
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Intina

Exina

B < ... PHB Depolimerasas
(ohbZ)

PHB Polimerasas
(phbC)

g Reguladores

Fasinas

llustracion 2. Estructura de PHB en Pseudomonas putida KT2440 (Fernandez, 2012).

Ciclo del PHB

La ruta biosintética de PHB se compone de tres reacciones enzimaticas
catalizadas por tres enzimas diferentes. La primera reaccidn consiste en la
condensacion de dos moléculas de acetil coA en acetoacetil-CoA por la enzima B-
ceto-tiolasa (codificada por el gen phbA). La segunda reaccién es la reduccion de
la acetoacetil-CoA a [B-hidroxibutiril-CoA por una acetoacetil-CoA reductasa
dependiente de NADPH (codificada por el gen phbB). Por ultimo, los monémeros
de B-hidroxibutiril-CoA se polimerizan en PHB por PHB polimerasa, (codificada por
el gen phbC) (llustracion 3) (Reddy et al,. 2003).
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Los intermediarios para la sintesis de los PHA provienen de rutas
conectadas con el metabolismo central del carbono: la B-oxidacion y la sintesis de
novo de &cidos grasos. El acetil-CoA es un intermediario clave en la sintesis de
PHA, como punto de conexién entre las rutas catabdlicas y anabdlicas implicadas
en este sistema. El ciclo del PHA es un proceso continuo de sintesis y
degradacion del polimero en el que la acil-CoA sintetasa se encarga de
transformar los productos de la depolimerizacion en intermediarios COA
(Fernandez, 2012).

La degradacion se inicia con la accién de una depolimerasa de PHB que
libera el mondémero de 3-hidroxibutirato. La enzima deshidrogenasa 3-
hidroxibutirato cataliza la oxidacion reversible del 3-hidroxibutirato libre a
acetoacetato, que posteriormente se inactiva a acetoaceti coenzima A
(acetoacetil-CoA) por una CoA transferasa. Una cetotiolasa rompe la acetoacetil-
CoA para producir dos moléculas de acetil-CoA que se metabolizan a través del

ciclo de los acidos tricarboxilicos (llustracion 3)(Aneja y Charles, 1999).

NAD(P)*

CoASH  NAD(P)H -hidroxibutiril - CoA
7 ﬂ*ce‘g'ﬂo'asa achacetiI-reductasa PHB polimerasa
acetil-CoA acetoacetil -CoA

Prese tIOIaCS)?:J;ﬂ\SH succ. | poli - B-hidroxibutiraﬂ
tioforasa
succ.-CoA _PHB depolimeras
acetoacetato B-hidroxibutirato
NADH  NAD*

B-hidroxibutirato-deshidrogenasa

llustracion 3. Ruta metabdlica de la sintesis y degradacion de PHB (Bergersen et al., 1990)

Los procesos de sintesis y degradacion intracelular de los PHA se

describen a menudo como procesos independientes, sin embargo, Fernandez y
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colaboradores en 2012 describen que en P.putida KT2442 el metabolismo de los
PHA es un ciclo continuo en el que la polimerasa y la depolimerasa se encuentran
activas de forma simultdnea (Fernandez, 2012). Y para A. brasilense se conoce
gue activa el mecanismo para metabolizar el PHB y convertirlo a Acetil CoA. La
via de degradaciéon de PHB, comienza con la depolimerizacion de PHB a D-B-
hidroxibutirato por depolimerasa de PHB (PhaZ). Una D-B-hidroxibutirato
deshidrogenasa NAD dependiente oxida D-B-hidroxibutirato a acetoacetato, el cual
puede ser convertido en acetoacetil-CoA por varios sistemas. La transferencia de
CoA a acetoacetato se produce ya sea directamente catalizada por la acetoacetil-
CoA sintasa, o indirectamente, a través de succinil-CoA reductasa, por succinil-
CoA trasferasa. En la siguiente reaccion acetoacetil-CoA activado se hidroliza en
dos moléculas de acetil-CoA, que pueden entrar en el ciclo de Krebs (Kadouri et
al., 2003).

La regulacion genética de las polimerasas y las depolimerasas es diferente
en algunos organismos, por ejemplo comparando los genes que regulan estas
enzimas, en Pseudomonas se encuentran los genes phaCl y phaC2 que codifican
dos polimerasas y se encuentran separadas por el gen phaZ que codifica una
depolimerasa intracelular. Se encuentra también el gen phaD que codifica un
regulador transcripcional. Los genes phaF y phal codifican un tipo de fasinas
(Catone, 2013).

Otro tipo de regulacion conocida es que en la superficie de los granulos de
PHA se encuentra presente una acil-CoA sintetasa (ACS1) capaz de activar los
productos de la despolimerizacién convirtiéndolos en (R)-HA-CoA, como parte del
proceso ciclico de sintesis y degradacion del polimero. La accién coordinada de
estas actividades enzimaticas (polimerasa, depolimerasa y acil-CoA sintetasa) da
lugar al “ciclo del PHA” que actua como un “ciclo metabdlico amortiguador” capaz
de canalizar los intermediarios metabdlicos hacia la sintesis de PHA o hacia otros

destinos en funcion de la demanda celular (Fernandez, 2012).
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Degradacion de PHB por depolimerasas (phaZz)

En la naturaleza los microorganismos son capaces de degradar los PHA,
mediante la accién de PHA depolimerasas y PHA hidrolasas extracelulares, hasta
CO, y agua (De Almeida, 2004). La degradacion la realizan cuando requieren
fuentes de carbono y energia; lo hacen por medio de las depolimerasas que son
secretadas de las células y se adhieren a la superficie del polimero convirtiéndola
en unidades de monémeros independientes. El tiempo que demora la degradacion
depende de la naturaleza propia del polimero asi como también de las condiciones
ambientales a las que sean expuestos, Su degradacion se realiza en diversos

ambientes incluyendo aerobios y anaerobios (Serrano, 2010).

La depolimerasa esta relacionada estructuralmente con la familia de las
esterasas, es decir que participan en la hidrolisis. Estas enzimas catalizan la
liberacion de acetoacetato derivado de polimeros intracelulares. Se ubican en la
superficie del granulo e hidrolizan todas las inclusiones de PHAs incluso los
formados por mondémeros poco usuales, lo que demuestra que actia sobre una

gran cantidad de sustratos como ocurre con otras esterasas.

Organismos productores de PHB

El PHB es producido por diferentes microorganismos como algunas algas y
bacterias, en una amplia variedad de ambientes naturales. Algunas bacterias que
pueden sintetizar poli-hidroxibutirato son mencionados en la tabla 1, destacando la

capacidad de Azospirillum para producir este homopolimero (Baca et al., 2010),

Mutacion del gen phbZ de Azospirillum brasilense Sp 245

l




Introduccién

Acidovorax Escherichia Pedomicrobium
Acinetobacter (wilde t_vpl.‘)‘i Photobacterium Bradyrhizobium Methyiobm‘teriumb Syntrophomonas
Actinobacillus Ferrobacillus Penicillium® Burkholderia® Methylosinus Thiobacillus
Actinomycetes Gamphospheria Protomonas Caryophanon Methylocystis Thiocapse
a e
Aeromonas Gloeocapsa Physarum Caulobacter Methylomonas Thiococcus
; ah | . ab o i .
Alcaligenes Gloeothece Psmdomrmhas Chioroflexus Methylovibrio Thiocystis
N . . P
Allochromatium Haemophilus Ralstonia Chlorogloea® Micrococeus Thiodictyon
Anabaena® Halobacterium™* Rhtizobium™® . . PP hiovedi
. b Riodobact Chromatium Microcoleus Thiopedia
Aphanothece Haloarcula i ovacter Chromobacterium Microcystis Thiosphaera
Aquaspirillum H.a!‘ofemxa'l"L Rhodococcus” . . b . ab
) R Clostridium Microlunatus Variovorax™
Asticeaulus Halomonas Rhodopseudomonas ab ) i
. b Comamonas™ Microvoleus Vibrio
Axobacter Haloguadratum Rhodospirillum b . ab
L. . Corynebacterium Moraxella Wautersia™
Azomonas Haloterrigena Rubrivivax . ab N .
Aureobasidium® Hb’dro:{fnophnga"'h Saccharophagus Cupriavidus b Mycoplana (today Cupriavidus)
N P Cyanobacterium Nitrobacter Xanthobacter
Azohydromonas Hyphomicrobium Shinorhizobium = b X
Azospirillum Klebsiella Sphaerotilus® Deft ut::;mccu:. Nmmmiu: Zoogloea
Azotobacter™? (recombinant) Spirillum Derxia Nocardia™
ab .
Bacillus*? Lampracystis Spirulina® Delftia® Nostoc
Beggiaton Lampropedia Staphylococcus Ectothiorhodospira Oceanospirillum
Beijerinckia® Leptothrix Stella Erwinia Oscillatoria®
Beneckea Legionella Streptomyces Escherichia Paracoccus
Brachymonas Methanomonas Synechococcus® (recombinant)® Paucispirillum

Tabla 1. Géneros microbianos que sintetizan PHAs. a) conocimiento detallado de la cinética de
crecimiento y produccion, b) acumulacion de copoliésteres conocidos, ¢) arqueas, d) PHA encontrado
en membranas celulares, €) géneros eucariotas.(Koller et al., 2010).

Caracteristicas generales del genero Azospirillum

Azospirilum ha sido encontrado principalmente en habitats terrestres,
donde puede colonizar raices de algunas plantas por diversos mecanismos

incluyendo la fijacién de nitrogeno (Wisniewski 2011).

Se han realizado comparaciones entre genomas del género que revelan la
extraordinaria plasticidad de su genoma. La relacion genética entre las cepas de
Azospirillum es comparable a la de Rhizobium, otro género de alfa-proteobacterias
(Wisniewski 2011).

El genoma de algunas especies de Azospirillum, esta constituido por varios
megareplicones, siendo algunos lineares. Su numero varia entre cepas de
A.brasilense, encontrandose en promedio 7-8 replicones. En A.lipoferum el

promedio es 10 replicones (Caballero, 2001).
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Se pensdé que los replicones de gran tamafio corresponderian al
cromosoma, pero en A. brasilense se mostro que el genoma de esta especie esta
constituido por multiples cromosomas, correspondiendo estos a replicones de 600-
kb, 1000-kb y 1700-kb. En las otras especies de Azospirillum se encontré que el
genoma esta constituido por varios cromosomas, confirmandose la hipétesis sobre

la multiplicidad de cromosomas en este género de bacterias.(Caballero, 2001).

En la base de datos de NCBI se tiene reportado en la genética de A brasilense
Sp245 un cromosoma y 6 plasmidos o replicones. Wisniewski y colaboradores
especifican que la longitud de su secuencia genética es de 7530241 pb, la relacion
de G-C es de 68.49% de su contenido (Wisniewski et al., 2011).

Dentro del género Azospirillum una de las especies que destaca por la
capacidad de acumular PHB hasta el 80% de su peso seco es A.brasilense (Baca
et al., 2010),

Azospirillum brasilense

Azospirillum brasilense (a-subclase de las proteobacterias) es una bacteria
Gram negativa, de vida libre, fijadora de nitrdgeno y asociada a la rizosfera de
plantas. Tiene un metabolismo carbonado y nitrogenado muy versatil, lo que
permite adaptarse y establecerse en el competitivo entorno rizosférico.
Azospirillum brasilense puede utilizar un amplio rango de sustratos, amonio,
nitrato, nitrito, aminoacidos y nitrégeno molecular. En condiciones desfavorables,
tales como desecacibn y carencia de nutrientes, se puede enquistar,
recubriéndose de una capa de polisacéridos produciendo una acumulacién de
granulos de poli B-hidroxibutirato, que sirven a la bacteria de reserva de fuente de
energia (Collados, 2006).
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ANTECEDENTES

En 2003 Kadouri y colaboradores clonaron y secuenciaron el gen phbZ de
Azospirillum brasilense Sp7 y lo compararon con secuencias de depolimerasas de
especies como A. lipoferum, A. amazonense, A. halopraeferens, A. irakense y A.
doebereinerae por Southernblot e hibridacién. Y para la construccion vy
caracterizacion de la mutante que realizaron, insertaron un casete de resistencia a
Kanamicina en un unico sitio de restriccion Nael. Evaluando la cantidad de
acumulacién de PHB, la cepa mutante presenté en mayor cantidad la acumulacién
del polimero que la cepa silvestre, comprobando que el locus phaZ es requerido
para la degradacion de PHB. En situacion de supervivencia, se menciona que la
cepa silvestre resisti6 mas al estrés por inanicion, cuando fue incubada a una
mayor temperatura (50°C) sobrevivid el 6.3% de la mutante a comparacion de la

silvestre que sobrevivié el 23% (Kadouri et al., 2003).

En 2005 Khanna y Srivastava reportaron la produccion de PHB en E. coli
recombinantes debido a que los tiempos de crecimiento son menores aun Sin
limitacion de nutrientes. En promedio indican que la acumulacién de PHB puede
alcanzar el 80-90% de peso seco. Por ejemplo en la cepa HNS174/pTZ18u-PHB
contiene el plasmido TZ18u-PHB, el cual tiene los genes de biosintesis de PHB y
resistencia a Ampicilina de Alcaligenes eutrophus. Otra cepa que reportan es la de
E. coli XL1- Blue que tiene el plasmido pKSSE5.3 que fue usado para producir
homopoliester de acido poli (4-hidroxibutirico) usando medio mineral que contiene
glucosa y acido 4 hidroxibutirico como fuente de carbono (Khanna y Srivastava,
2005).

En 2005 Molina obtuvo una cepa mutante de un fragmento del gen phbC
mediante la insercion del casete lacZ-Km para su estudio en la biosintesis de PHB
en A. brasilense, analizando la secuencia que se cloné se encontré un codén de
inicio putativo (ATG), donde se podia iniciar su traduccién. Utilizando este codon
para predecir la secuencia aminoacidica de la sintasa de A. brasilense, este grupo

realiz6 un alineamiento con la PHB sintetasa de Magnetobacterium
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magnetotactium, demostrando que las secuencias proteicas coincidian
perfectamente. Aportando que el gen phbC es esencial para la biosintesis de PHB
pero sin identificar si existe regulacion a nivel transcripcional de la sintesis de PHB
en A. brasilense (Molina, 2005).

En 2012 Rivera expuso a diferentes tipos de estrés a A. brasilense para
estudiar su influencia en la biosintesis de PHB, ya que se conoce que al aumentar
los niveles de PHB las células resisten condiciones de inanicion. Las diferentes
condiciones de estrés fueron térmico, osmético y oxidativo. Concluyendo que el
estrés térmico favorece la biosintesis de PHB pero no de la proteina (en la
mayoria de los casos). El estrés osmoético fue a una concentracion menor, donde
presentaba menor crecimiento de la célula pero sin afectar la biosintesis de PHB.
Sin encontrar diferencias significativas en estrés oxidativo para produccion del
PHB (Rivera, 2012).

En 2014 Martinez C. analizd la sobreexpresion del gen phbC en A.
brasilense Sp7 para comparar la producciéon de PHB observando los mismos
niveles con la cepa tipo y la mutante Sp7-p206¢c (phbC™). Igualmente en el
analisis de la proteina polimerasa no se encontraron diferencias significativas por
la sobreexpresion del gen. También analiz6 la secuencia de la depolimerasa de A.
brasilense Sp7 y encontré una variacion genética muy grande entre las cepas de
A. brasilense, el tamafio de la secuencia de la depolimerasa de Sp7 es mayor que
la de Sp245 y de otras cepas, también analiz6 que una parte se encuentra en el
cromosoma y el resto en el plasmido 4 de Sp245, al realizar un analisis de sitios
conservados se observdO que la secuencia funcional se encuentra en el

cromosoma, por tal motivo se decidié usar esta secuencia (Martinez C., 2014).

Mutacion del gen phbZ de Azospirillum brasilense Sp 245

e

\
l

14




Justificacion e Hipotesis

JUSTIFICACION

Azospirillum brasilense es una bacteria productora de PHB, un polimero
biodegradable que actualmente ha aumentado sus requerimientos como sustituto
a los plasticos que provienen del petréleo, por su rapida degradacion, los costos
de produccién para la obtencion de este polimero hasta el momento siguen siendo
muy elevados, por tal motivo los estudios en regulacion genética en este

microorganismo ayudara a optimizar su produccion.

Las bacterias degradan el PHB con ayuda de la enzima depolimerasa,
sintetizada por el gen phbZ, para que pueda ser utilizado como fuente de carbono.
Apoyandose de la ingenieria genética es como se han obtenidos diversos
microorganismos modificados genéticamente, para aumentar la acumulacion de
PHB. Algunas modificaciones van desde la sobreexpresion de los genes que lo

producen, hasta realizar la recombinacion de éstos.

El realizar la mutaciéon del gen que sintetiza una depolimerasa estaria
provocando que exista una interrupcion en el mecanismo de reabsorcion del PHB
para que sea utilizado como fuente de carbono por las bacterias. Si esto no
sucede, la cantidad del polimero se acumulard en el medio el cual puede

repercutir favorablemente en los costos de produccion del polimero.
HIPOTESIS

La insercion del casete de Kanamicina al gen phbZ (phbZ::Km) permitira
gue la mutante de A. brasilense no degrade el PHB y asi los niveles de éste

aumenten en el cultivo.
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Objetivos

OBJETIVOS

GENERAL

OBTENCION DE LA MUTANTE phbZ (phbZ::Km) EN Azospirillum brasilense Sp.
245 Y ANALISIS PARCIAL DE LA ACUMULACION DEL PHB.

PARTICULARES

1.- Clonar el gen phbZ en vector de clonacion pCR 2.1 TOPO.

2.- Interrumpir la secuencia de gen phbZ con el casete de Kanamicina.
3.- Generar la mutante phbZ::km en A. brasilense Sp245.

4.- Cuantificar PHB de la cepa mutante y de la cepa silvestre.
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Esquema de trabajo

ESQUEMA DE TRABAJO

Extraccion de DNA
Total A. brasilense
Sp.245

IAmp ificacion por PCRl

Clonacion en
vector pCR 2.1
TOPO

Disefio de
oligonucledtidos del

gen phbZ flanquead

Transformacion en
FE. coli DH5a.

Digestion con
enzima Barn Hl para o
. 2 £ Extraccion DNA
liberar fragmento S
plasmidico de

vector pBSL 46

Subclonacion en
vector pSUP 202
T —— Digestion con
enzima Eco Rl para
la extraccion de
casete de
Kanamicina

Digestion de
pSUP:phbZ con Eco
Rl

I“ Interupcion del gen
hbZ al realizar ligacior Hl
en sitio £co Rl del
casete de kanamicina

ransformacion en
E. coli DH50.

Comprobacion por
PCR del gen mutado

L

Transformaciéon en
E coliS17.1

Conjugacion con A.
birasilense Sp.245

Analizar y elegir
transconjugantes

| Cuantificacion de PHB l
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Material y Métodos

MATERIAL Y METODOS

La descripcion de las cepas que se utilizaron en este trabajo se muestra en

la tabla 2, incluyendo las cepas obtenidas y adquiridas.

CEPAS

CARACTERISTICAS

REFERENCIAS

Azospirillum
brasilense Sp245

Azospirillum
brasilense phbz

Escherichiacoli
DH5a

Escherichia coli
DH5aTOPO:phbZz

Escherichia coli
DH5apSUP
202:phbz

Escherichia coli
DH5apSUP
202:phbZ::km

Escherichiacoli
s17.1 Apir

Escherichiacoli
s17.1 phbZ::km

Cepa silvestre c/sec. liberada.

Presenta inserto de gen de
resistencia a Kanamicina
interrumpiendo el gen phbZ.

Habilidad de aceptar plasmidos de
insercion excepcionalmente bien.

E. coli que porta el vector pCR
TOPO 2.1 phbz

E. coli que porta el vector pSUP
202:phbz

E. coli que porta el vector pSUP
202:phbZ::km

Expresa el gen pir a partir de una
copia liségena del fago Apir, y esta
disefiada para la propagacion de
plasmidos con el origen de
replicacion R6K

Contiene construcciéon de vector
pSUP 202:phbZ::km

NCBI(No. de acceso

emb|HE577327.1|)

En este trabajo

NCBI(No. de acceso

KF661097.1)

En este trabajo

En este trabajo

En este trabajo

lifescience.biomedal.co

m

En este trabajo

Tabla 2. Cepas utilizadas.
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Los plasmidos utilizados en este trabajo se nombran en la tabla 3.

PLASMIDOS CARACTERISTICAS REFERENCIAS

Vector de clonacion que utiliza la
ADN topoisomerasa | que su papel _ _
pCR TOPO 2.1 o - _ lifetechnologies.com
biologico es escindir y volver a unir
ADN para facilitar la replicacion.
Obtenido de vector pCR TOPO 2.1 _
pCR TOPO 2.1 phbZz ) _ B En este trabajo
mas la insercion del gen phbZ.
pSUP 202 Tc', Amp', Cm', Mob* Nunes et al. 2000
Obtenido del vector pSUP 202 mas
pSUP 202:phbZ::km inserto de gen phbZ interrumpido En este trabajo
por casete de kanamicina.
Amp', Km", 1.3 kb nptll contiene

pBSL 46 _ _ Alexeyev et al.1995
casete de resistencia a Km

Tabla 3. Plasmidos utilizados.

Medios y condiciones de cultivo.

La cepa A. brasilense Sp 245 se adquirié del mismo cepario que se tiene en
el laboratorio de Fisiologia Microbiana de la Interaccion Microorganismo-
Hospedero del Centro de Investigaciones de Ciencias Microbiolégicas ICUAP, por
tal motivo no fue necesario identificar al organismo; se sembré en medio Luria-
Bertani (LB) suplementado con 100 pug/ml de Ampicilina (Amp) incubandose a
32°C por 18 horas y a 150 rpm. Del mismo modo la cepa mutante A. brasilense

phbZ" suplementado con 100 pg/ml de Amp y 50 pg/ml de Kanamicina (Km).

Los medios de cultivo Rojo Congo, Medio Minimo y K-Malato fueron
utilizados en la seleccion de las cepas en los diferentes protocolos con A.

brasilense.
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Para E. coli se sembr6 en LB con los respectivos antibidticos que se
muestran en la tabla 3. La incubacion fue de 37°C a 150 rpm durante toda la

noche.
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Cepa Antibioticos

E. coli DH5a Acido Nalidixico 15 pg/ml,

E. coli DH5a mas vector
Amp 100 pg/mly Km 15ug/ml

TOPO:phbz
E. coli DH5a mas vector pSUP

Amp 100 pg/mly Cm 10 pg/ml
202:phbz
E. coli DH5a mas vector pSUP

Amp 100 pg/mly Km 15ug/ml.
202:phbZ::km
E.coliS17.1 Sm 20ug/mil
E. coli S 17.1 mas vector pSUP

Sm 20pg/ml y Km 15pug/ml
202:phbZ::km

Tabla 4. Antibiéticos utilizados en cultivos.

Disefio de Oligonucleotidos para obtencion de gen phbZ.

En la base de datos de NCBI se encuentra liberado el genoma completo de
A. brasilense Sp 245 (GIl:356875477) asi como la secuencia de genes de las
depolimerasas de otras especies. A partir de esto, se busco la secuencia del gen
phbZ en el genoma completo, decidiéndose tomar 948 pb rio arriba del gen'y 776
pb rio abajo de la secuencia ubicada en el cromosoma para favorecer una mayor
complementariedad de bases y facilitar la doble recombinacion con el gen original
para el intercambio por el gen mutado. También se afiadieron sitos de corte de la
enzima Bam HI para facilitar la clonacion e identificacion de la secuencia una vez
insertado en los vectores, tanto de clonacion como el vector suicida. La secuencia
de los oligonucledtidos se muestra en la tabla 5, subrayado los sitos de corte de la

enzima Bam HI.
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Nombre Secuencia

Delantero:
AB245Z-Fbam

5°GCG GAT CCC CGC ATC GCC GAG GTCATC ¥

Reverso:
AB245Z7-Rbam

5CCGGATCCCCTTCCTGCGCTTCTGGGTC 3

Tabla 5. Oligonucledtidos de gen phbZ flanqueado.

”

Los oligonucle6tidos se probaron in silico en el programa “Primer Select
para verificar caracteristicas y conocer su Tm requerida para la amplificacién por
PCR.

Extraccion de ADN Total

De un cultivo de toda la noche se tomaron 3 ml y se centrifugé a 1 min a
12000 rpm, a este precipitado se le realizé la técnica de extraccidon mostrada en

Anexo 3. Posteriormente se comprobo por electroforesis en gel de agarosa al 1%.
Amplificacion por PCR

Una vez obtenido el ADN se realizo la amplificacion del gen por PCR con

las siguientes condiciones:

Condiciones Mix reaccion

Tm=69.5°C Buffer PCR 1x

Tiempo de extensién= 3 min. dNTPs 2 mM

Numero de ciclos= 25 MgCl, 0.2 mM
Oligonucleétido Delantero 0.62 uM
Oligonucleétido Reverso 0.62 uM
ADN 13 pg/mi
DMSO 5%
Taq Recombinante 1U
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25 ciclos

30 seg
\‘
\‘ 45 seg./-72°
Ve — —
69.5°

S.minl, 5 min

T(°C)

Tiempo

llustracion 4. Esquema de condiciones de amplificacion por PCR.

Clonacién del inserto.

Para la Clonacion se utiliz6 el vector pCR 2.1 TOPO, que utiliza una
topoisomerasa para unir los extremos cohesivos que tiene el vector con los
extremos del inserto. Tal reaccién de ligacion se dejé a 22°C toda la noche y
posteriormente se usO para la transformacion en células de E. coli DH5a
guimiocompetentes utilizando IPTG como inductor del operén LacZ, presente en el
plasmido en el sitio de clonacién, éste codifica para la [(-galactosidasa que
degrada la galactosa, en este caso X-gal que es un analogo, esto provoca una
seleccién de las colonias, ya que de no recibir el inserto las células transformantes
gue captaron el plasmidos con el operon LacZ intacto, una vez inducidas por
IPTG, estaran expresando -galactosidasa, que hidroliza X-gal y colorea de azul
las colonias. Las clonas transformantes que aceptaron el plasmido con el operon
LacZ

interrumpen el gen lacZ y por tanto, no pueden expresar B-galactosidasa ni

recombinante, que recibieron el fragmento que deseamos clonar,
degradar X-gal, permaneciendo de color blanco. De este modo, la seleccion de las
colonias que contengan el fragmento deseado seran las que presenten dicha

coloracion.
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Extraccion de ADN plasmidico.

Para corroborar que el fragmento clonado fuera el correcto y se encontrara
completo, una vez que se obtuvieron colonias con las caracteristicas mencionadas
anteriormente, se crecieron en tubos con 5 ml de medio LB mas antibiético de
seleccion y se realizé la extraccion del plasmido por técnica de miniprep (Anexo 4)
procediendo la digestion con la enzima BamHI.

Secuenciacion y corroboracion de sitios de corte.

Con la construccion obtenida en el vector pCR 2.1 TOPO se realizo la
secuenciacion para corroborar si se mantenian los sitios de corte de la enzima Eco
Rl ya que en la secuencia reportada en NCBI se muestran 2 sitios de
reconocimiento dentro del gen que, al realizar la digestion con dicha enzima
eliminaria una fraccién de 726 pb, el cual no se lograba obtener. Para asegurar
gue la secuenciacion fuera completa, se realizaron nuevos oligonucleétidos
intermedios, ya que el tamafo de la secuencia fue de 2961 que es muy amplio
para la técnica de secuenciacion, los oligonucleétidos se ocuparon para realizar un
caminado y cubrir el rango de confiabilidad de secuenciacién. El disefio se realizo
desde el inicio del gen completo (base 1), hasta el final sin incluir el dltimo codén

(base 1218), esto solo para posibles usos posteriores. La secuencia se muestra en

la tabla 6.
Nombre Secuencia
Delantero:

5 TTG CTC TAC ATC TCT ACG AAT CTG3’
PHBZ245F
Reverso:

5 ATTGTG CTT GCG GAT GAACTC 3
PHBZ245R

Tabla 6. Oligonucleétidos de gen phbZ solo.
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Material y Métodos

Con los resultados de la secuenciacion se pudo verificar la pérdida de un
sitio Eco RI, lo cual fue benéfico, ya que la construccién quedo solo con dos de los
tres sitios analizados inicialmente y, dio motivo a que la digestion con esta enzima
se realizara de manera parcial permitiendo solo dos posibles combinaciones de
ligacién con mayor posibilidad de que el casete de resistencia a kanamicina se

insertara dentro de la secuencia del gen para conseguir la mutacion.
Subclonacién en el vector suicida pSUP 202.

Se realiz6 la digestion del vector TOPO:phbZ con la enzima Bam HI para
liberar el inserto y se utilizo para realizar la ligacion en el vector suicida pSUP 202
en el sitio Bam HI que interrumpe al gen se resistencia a Tetraciclina (Tc), la
ligacion se realiz6 siguiendo la técnica de la T4 ADN ligasa de Thermo scientific
incubando a 20°-22°C durante toda la noche y se utliz6 para realizar
transformacion en E. coli DH5a. Posteriormente se realizd la extracciéon de
plasmido y digestiones con Bam HI donde mostré fragmentos de 7831 pb y 2962
pb y con la enzima Eco RI obteniendo fragmentos de 4568 pb y 6222 pb.

Obtencion de la construccion del gen phbZ::Km.

Al verificar el sitio correcto de la enzima Eco Rl que se mantuvo en la
secuencia se realizaron las digestiones de los vectores pBSL46 y pSUP202:phbZ
por separado con el mismo tiempo de proceso. Posteriormente se realizé la
ligacion colocando ambas reacciones de digestion y se dej6 toda la noche, la cual
se ocupo para la transformacion de E. coli DH5q, la seleccién se realizé en cajas
de LB con agar al 1.5% y con Km y Cm ya que las posibles construcciones que

podian obtenerse se muestran en la tabla 7.
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Material y Métodos

Colonias Antibidtico de Antibiotico que es Longitud de
Resistencia Sensible secuencia (kb)
Sin interés Ampy Km Cm 12.6
Sin interés Ampy Km Cm 13.3
Con interés Cm, Amp y Km - 12.6

Tabla 7. Construcciones posibles en la ligacion del vector pSUP:phbZ y caset de Km

Conjugacion de E. coli S17.1 phbZ::km con A. brasilense Sp.245.

La cepa obtenida de E. coli S17.1 phbZ::km (donadora) se incub6 a 37°C
sin agitacion y sin antibiético mientras que A. brasilense Sp.245 (receptora) se
incub6 a 30°C con agitacion sin antibidtico. Una vez que alcanzaron la fase
logaritmica media se colocaron ambas cepas en placas de LB sin antibiético a
30°C durante toda la noche. Para obtener el cultivo celular se colocé 1 ml de
Solucion Salina Isotonica (SSI) y posteriormente se realizaron diluciones seriadas
de 10% 10° 10°y extendidas en cajas de Medio Minimo K-Malato con Amp y Km,
las colonias obtenidas se resembraron numeradas en cajas de Medio Minimo K-

Malato con Amp y Km.

Las colonias candidatas se sembraron en Medio Rojo Congo para verificar
morfologia que presentaran el color rojo escarlata que caracteriza a A. brasilense.
Otra seleccion se realizé al sembrar la mutante en Medio Minimo K-Malato con
Cm, ya que si se habia realizado la doble recombinaciéon el plasmido pSUP202
gue presenta esta resistencia deberia eliminarse y si la cepa que se estaba
obteniendo seguia siendo E. coli tendria que crecer ya que sigue conteniendo el
plasmido completo. Por ultimo se verificd por medio de PCR tanto la cepa silvestre

como las posibles mutantes.
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Material y Métodos

Extraccion de PHB

La cuantificacion se realiz6 por triplicado en matraces de 250 ml con 50 ml
de Medio Minimo K-Malato. Se tomé la cepa silvestre de A. brasilense Sp245
como control y la mutante obtenida ajustadas con una D. O. de 1 desde un pre-
cultivo de 24 horas. Las muestras se tomaron a las 24, 48 y 72 horas. La técnica
de extraccion fue la que reportan Law y Slepecky en 1962 (Anexo.8) explicando
gue al colocar la extraccion de PHB en H,SO, calentado se forma &cido crotdnico
el cual puede cuantificarse en el espectrofotbmetro a 235 nm frente a luz UV y

contrastandola con una curva de calibracion de PHB.
Determinacién de proteinas totales.

Al mismo tiempo que se tomo del cultivo para la cuantificacion de PHB, se
tomo 1 ml para realizar medicion de proteinas totales por el método de Bradford.
Tomando 100 pl del cultivo se lavdé con PBS en dos ocasiones y se resuspendio
en 200 pl del mismo, se adicionaron 200 pl de NaOH 1 N y se someti6 a ebullicién
(95°C) por 10 minutos. Después de que se dejaron enfriar se adicion6é 400 ul de
HCI 0.5 N y 200 pl del reactivo Bradford, se mezclé y se dejo incubar por 10 min.
Finalmente se realiz0 la lectura en espectrofotdmetro a 595 nm y se obtuvo la

concentracion en mg de proteina por una curva de calibracion de BSA.

Analisis estadisticos

Se realizo6 la relacion PHB/proteina tomando los datos de la cantidad de mg
de PHB sobre mg de proteina en un ml de cultivo. Teniendo como variables
tiempo (24, 48 y 72 horas) y cepa (Silvestre y Mutante) se realizdé un analisis de
varianza (ANOVA) de dos vias utilizando un a=0.05. Posteriormente un andlisis de

regresion lineal para un analisis de extrapolacion de los datos.
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RESULTADOS
Amplificacion y Clonacion del gen phbZ.

La amplificacién por PCR del gen phbZ, se comprob6 por electroforesis en
gel de agarosa 1% (llustracion5), comprobando el tamafio del amplificado de 2962
pb ya que es el tamafio del gen de 1221 pb mas 1742 pb que se adicionaron

flanqueandolo y los que se agregaron a los oligonucledtidos.

6000 pb
3000 pb

1000 pb

llustracién 5. Gel de electroforesis en gel de agarosa al 1%. Amplificacidon por PCR de gen phbZ de
A. brasilenseSp 245. M-Marcador, Al-Amplificado de muestra 1, A2-Amplificado de muestra 2.

La clonacién del gen se realizé en el vector pCR 2.1 TOPO siguiendo la
técnica especificada en el kit del vector y se utilizé para realizar la transformacion
en células competentes de E. coli DH5a a las cuales se les extrajo ADN
plasmidico para realizar la digestion de la enzima Bam HI para comprobar la
presencia del inserto de acuerdo al tamafio donde 2962 pb son del inserto y 3931

Mutacion del gen phbZ de Azospirillum brasilense Sp 245 _.

[28




Resultados

pb del vector, se realizd electroforesis en gel de agarosa al 1%, los resultados se

muestran en la ilustracién 6.

Bamy,

a) Bongy b)

3931pb

3000 ph 2962

1000 pb—s
500 pb__,

llustracién 6. a) Esquema de vector pCR 2.1 TOPO con el inserto del gen phbZ. b) Gel de electroforesis,
digestién con enzima Bam HI. M-Marcador, D-Digestién, P-Plasmido.

Subclonacién del gen phbZ en el vector suicida pSUP202.

De la digestion del vector TOPO:phbZ se obtenian dos fragmentos de 2962
pb y 3931 pb, al mezclarlas en la reaccion de ligacion con el del vector pSUP202
con tamafio de 7830 pb se obtenian distintas opciones de construccién donde
podrian obtenerse los siguientes perfiles: a) el vector pSUP202 solo que mide 7.8
kb, con resistencia a Tc-Cm-Amp b) vector pCR TOPO linearizado que mide 3.9
kb con resistencia a Km-Amp, y ¢) vector pSUP 202 mas inserto con un fragmento
gue mide 10.7 kb con resistencia a Cm-Amp, pero sensibles a Tc comprobandolo
también al realizar la digestion nuevamente con Bam HI mostrando los tamafios
de 7831 pb y 2962 pb y Eco RI obteniendo los tamafos de 4568 pb y 6222 pb. La

construccién se muestra en la ilustracion 7.
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a) c)
7830 pb 6222
2000 4568
3000 2962 pb
1000 1000

Ecory
o3

pSUP 202:phbZ

10.788 kb

b)

llustraciéon 7. a) Gel de electroforesis, digestion con enzima Bam HI, M-Marcador, P-Plasmido, D-
Digestion. b) Esquema de vector pSUP:phbZ. c) Gel de electroforesis, digestion con enzima Eco RI,
M-Marcador, D-Digestién, P-Plasmido.

Obtencion de la construccion del gen phbZ::Km

La digestion del vector pSUP:phbZ se realiz6 parcial para que se tuviera la
opcién de que se hiciera solo uno corte de los dos sitios Eco RI que presentaba. El
sitio adicional donde no debia hacerse el corte esta en un caset de resistencia a
Cm, por lo que si el inserto se colocaba ahi lo interrumpia y las cepas que
crecieran con esa construccion que no eran las funcionales, serian sensibles a
Cm, por lo que se eligieron las cepas que tuvieran la resistencia tanto a Cmy a
Km. Para corroborar la construccion se realizé6 PCR con los oligonucleétidos del
gen phbZ solo (los segundos oligonucledtidos disefiados), donde debia presentar
los siguientes tamafios: vector pSUP202 solo, al no tener ningun inserto, no debia

amplificar nada; el vector pSUP:phbZ, debia mostrar un tamafio de 1221 pb y el
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vector pSUP:phbZ::km con un tamafio de 2421 pb el cual se muestra en la

ilistracion 8.

6000 ph_,

3000 pb—yp -
421 p

1000 pb—» 1221 pb

llustracién 8. Gel de electroforesis. PCR de: 1-vector pSUP202 solo.
2- pSUP:phbZ, 3y 4- pSUP:phbZ::Km, M-Marcador.

Una vez que se verifico la construccion se realizé la transformacion en E.
coli S17.1 y con ella se realiz6 la conjugacion en A. brasilense Sp245. La
seleccion de las transconjugantes se realizé por medio de cultivo, ya que se
verifico que E. coli S17.1 no crecia en Medio Minimo K-Malato a diferencia de A.
brasilense. Se obtuvieron 5 colonias prospecto y se resembraron en medio Rojo
Congo para comparar morfologia, asimismo se sembré en Medio Minimo K-Malato

con Cm donde no mostro crecimiento comprobando la eliminacion del vector.
Cuantificacion de PHB

La cepa mutante obtenida y la silvestre se sembraron en Medio Minimo K-
Malato, ya que al ser un medio con alta concentracion de carbono y limitado de
nitrégeno provoca que el organismo inicie la produccion de PHB incluso desde

tiempos de incubacién muy tempranos observandose que puede ser a la par de la
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produccién de metabolitos primarios. Por tal motivo se tom6 como pre-indculo un
cultivo de 24 horas y los tiempos que se midieron fueron de 24, 48 y 72 horas, se

realizaron 3 ensayos por triplicado para obtener una n de 27 por cada cepa.

Para obtener la relacion mg PHB/mg proteina/ml de cultivo se tomd la
lectura de D.O. tanto de PHB (&cido croténico) como de las proteinas y se
realizaron los calculos con las curvas de calibracién de PHB comercial y curva de

“ ”

calibracién de BSA, obteniendo cantidad en mg al despejar “y”de la pendiente.

Analisis estadisticos.

Para realizar la grafica se obtuvieron los promedios de cada cepa a los
diferentes tiempos y se calculdé su desviacion estandar (Grafica 1). Se puede
observar la tendencia que tiene la cepa mutante de mantener la cantidad de PHB,
pero al realizar los andlisis de ANOVA de dos vias nos muestra una P=0.679 al
relacionar ambas variables, por tal motivo se analiza la varianza de cada variable
por separado donde al tomar en cuenta la variable cepa nos muestra una P=0.05,
aunque es muy cercana a nivel de significancia aun estad dentro de los valores
rechazables. Por ultimo con la variable tiempo el valor de P=0.895 que tampoco
muestra diferencia estadisticamente significativa. Por tal motivo podriamos decir
gue la cantidad de PHB/proteina no es significativamente mayor en la Mutante que

en la Silvestre en los tiempos de 24, 48y 72 horas.

Posteriormente se realiz6 un andlisis de regresion lineal donde se
extrapolaron los datos a un tiempo de 96 horas para poder observar si a este

tiempo la diferencia que llega a aumentar puede ser significativa (Grafica 2).
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Produccion de PHB
Silvestre VS Mutante

12

10 4

mg PHB/mg prot/ml
o

2 4
0
24 48 72
-—Sil.-estre Tiempo{h]
== Mutante

Gréfica 1. Gréafica de produccién de PHB silvestre vs mutante

Pendiente extrapolacion a 96 horas

mg PHE/m g protin|

izmpo

—  Silvestre
........ Mutante

Gréfica 2. Gréfica de regresion lineal. Extrapolacion a 96 horas.
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Discusion

Discusion

Mutacion del gen phbZ

Los analisis in silico de la depolimerasa de A. brasilense Sp7 realizados por
Martinez C. (2014) muestran una alineacion con A. brasilense Sp245, la
comparacion indica que una parte de la secuencia coincide con un fragmento en el
plasmido 4 y otra parte se encuentra dentro del cromosoma, en dichos estudios se
identificaron los dominios conservados, lo cual concuerda con lo reportado en la
base de datos del NCBI (No. de acceso emb|HE577327.1|) donde refieren que el
gen que sintetiza a la proteina se encuentra en cromosoma, a diferencia de la
fraccion del plasmido 4 que no mantiene dominios conservados con la familia de
las depolimerasas. Por lo tanto al realizar la insercion del casete de resistencia a
Km en la secuencia que se encuentra en el cromosoma, interrumpe la sintesis de

la depolimerasa.

Nunes y colaboradores (2000) realizaron una mutacion de los genes Nif en
Azospirillum brasilense donde miden la eficacia del vector suicida pSUP 202 para
la transferencia de transposones en esta cepa ya que tiene el plasmido integrativo
RP4 dentro de su cromosoma y por lo tanto puede movilizar el plasmido teniendo

el mismo gen mob.

Cuando se not6 que la pérdida de uno de los sitios Eco RI beneficiaba por
dejar solo uno de los dos sitios, el que se presentaba dentro del gen, se pudo
asegurar que al insertar el casete de Km se llevaria a cabo la mutacion. En el caso
contrario, que los dos sitios se hubieran mantenido las posibilidades de obtener la

construccion deseada hubieran sido mayores.
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Acumulacion de PHB y actividad de la depolimerasa.

El comportamiento de los datos en las graficas de cuantificacion de PHB se
puede comparar con lo reportado por Jendrossek y Handrick en 2002 donde
mencionan que la depolimerasa es expresada cuando los niveles de carbono
disminuyen, que en la mayoria de casos ocurre en fase de crecimiento
estacionario, en ese momento la depolimerasa es expresada para iniciar la
degradacion del PHB. Lo contrario sucede en la cepa mutante, ya que los niveles
del polimero presente se mantienen constantes a partir de las 48 horas,

mostrando que si existe un cese de actividad de la proteina.

De acuerdo a las cinéticas de produccion/acumulacion de PHB se observo
gue a las 24 horas ya mostraba una elevada acumulacion en ambas cepas que
comparando con los resultados de Martinez M. (2014) donde al realizar la
cuantificacion de PHB a las 0,3,6 y 9 horas observé que la produccion inicia a
pocas horas de la inoculacion cuando se toma un precultivo que ya se encuentra

en proceso de produccion.

Aunque en los tiempos ensayados en este proyecto iniciaron desde las 24
horas, concuerdan con la elevada cantidad inicial de PHB en tiempos tempranos
(antes de las 24 horas) que, posteriormente disminuye cuando en la bacteria tiene
la necesidad de carbono, del mismo modo que York y colaboradores (2003),
observaron en sus cultivos de Ralstonia eutropha tanto silvestre como mutantes
(phaZ’) un comportamiento alterado en las primeras 12 horas de crecimiento de
cultivo, regulandose a las 24 horas y a partir de ese tiempo realizan la
comparacion de produccion de PHB en cada cepa. Por tanto se puede atribuir a
gue la bacteria sintetiza y degrada el polimero en coordinacién con la produccion
de metabolitos primarios aunado a que depende de la disposicion de nutrientes

gue se encuentren en el medio (Jendrossek y Handrick, 2002).

Se conoce también que en Pseudomonas oleovarans, tanto la sintesis y

degradacion intracelular de PHB se lleva a cabo antes de que la bacteria complete

Mutacion del gen phbZ de Azospirillum brasilense Sp 245

e

\
l

35




Discusion

la utlizacibn de la fuente de carbono del medio, la célula disminuye la
concentracion de polimerasa mientras que incrementa la produccion de la
depolimerasa, cabe mencionar que en Alcaligenes eutropha la sintesis y

degradacion procede simultaneamente (Gonzalez, 2013).

Al decir que la actividad de la depolimerasa en A. brasilense Sp 245
disminuyd, se puede afirmar que es porgue la mutacién en el gen phbZ fue en la

secuencia que se ubica en el cromosoma.

La diferencia de la acumulacién de PHB entre la mutante y la silvestre
pudiera ser mayor si se realizara un cambio de cultivo una vez llegado a la fase
donde existe una mayor acumulacion del polimero, como lo realizaron York y
colaboradores (2003) en Ralstonia eutropha, que durante el periodo de cultivo de
72 horas en medio rico (TBS) todas sus cepas analizadas mostraban un patrén de
acumulacion similar acercandose al 80% de peso seco. Cuando las cepas
cambiaban de medio a uno de aprovechamiento de PHB, la cepa silvestre habia
utilizado la mitad de su contenido de PHB después de 48 horas y sus cepas con
deleciones en los genes de las depolimerasas no perdian contenido de PHB en el

mismo tiempo.
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Conclusiones

v' Se cloné el gen phbZ en vector de clonacién pCR 2.1 TOPO.

v' Se Interrumpid la secuencia de gen phbZ con el casete de Kanamicina
dentro del vector pSUP 202.

v Se obtuvo la cepa mutante A. brasilense phbZal realizar la conjugacion de
la cepa E. coli S 17.1 que contiene la construccion del gen mutado con la
cepa silvestre A. brasilense Sp 245.

v' Se cuantifico PHB de cepa silvestre y cepa mutante. Se observé que la

cantidad de polimero acumulado de la mutante es mayor al de silvestre.

e
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Perspectivas

Perspectivas.

v' Analizar capacidades de crecimiento y de resistencia a diferentes
ambientes de estrés y observar la capacidad de acumulacién de PHB
variando las fuentes de carbono.

v' Analizar si existe alguna relacion entre la cantidad de células con respecto
a la cantidad de polimero que se mantiene en el cultivo.

v Verificar en diferentes tiempos de producciéon del PHB tanto cortos como
extensos la tendencia que adquiere la mutante con respecto a inoculacion
de cultivos jovenes y/o contrastarlo con cultivos iniciados en la produccion

del polimero.
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ANEXOS

1. Medios de cultivo.

Medio LB (Luria Bertani) (1000 ml).

Peptona de Caseina 10 gr.
Extracto de levadura 59r.
NaCl 1gr.

Ajustar pH= 7 con NaOH
Esterilizar 15 [b/20 min.
Medio Minimo (1000 ml)

Base K-Malato

KH,PO4 0.87 gr.
KoHPO4 1.67 gr.
MgSO4 0.29 gr.
NacCl 0.48 gr.
Acido maélico 4.5326 gr.

Agar bacteorolégico 1.5%

Ajustar pH= 6.9 con KOH

Esterilizar 5 Ib/30 min
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Sales (1000 ml)

CaCl 0.7% 10 ml.

FeCls 1% 1ml

NaMoO,4 0.5% 5ml.

NH4Cl 20% 1ml

Esterilizar 5 Ib/30 min

Oligoelementos (1000 ml)

MnSO4 2.50r.
ZnS0O4 0.7 gr.
CoSOq4 0.14 gr.
CuSOq4 0.125gr.
HsBO, 0.03 gr.

1 ml. para 1000 ml. de medio.

Esterilizar 5 Ib/30 min
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Rojo Congo (1000 ml)

Acido malico 5gr.
Extracto de levadura 0.54¢r.
KoHPO,4 10% 0.5 ml.
MgSO4 10% 2ml.
NaCl 10% 0.1 ml
NaxMoO4 0.1% 0.2 ml
FeCl; 1% 0.14 mi
KOH 0.48 gr.
Rojo Congo (1:400) 1.5 ml.
Agar bacteriolégico 15 gr.

Ajustar pH= 6.8 con KOH

Esterilizar 15 Ib/20 min
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2. Electroforesis en gel de agarosa.

Para realilzar al 1%, se pesa 1 gr. de agarosa para 100 ml de bueffer TAE 1x.

TAE buffer de electroforesis 50x para 100ml

Tris base 2429
Glacial acido acético 5.71 ml
Na, EDTA 3.72¢gr

Agua hasta completar 100 ml.

La tincion del gel se realiza en Bromuro de Etidio

3. Protocolo de extraccion de ADN total.

Inocular la cepa de interés en medio rico 5 ml agregar antibidtico si es

resistente.

2. Incubar ala T° deseada (30° y 37° C) 16-18 horas.
3. Centrifugar 1 min. a 12 000 rpm.

4. Tirar el sobrenadante. Resuspender en 570 pl. de buffer SET esperar 30

5
6
7.
8
9

segundos.
. Agregar 30 de SDS 20% (puede resuspender con vortex) durante 1 min.
. Incubar a 80° C por 5 min. Enfriar a TA.
Agregar 200 ul de NaCl 5M (sol. saturada).

Mezclar con vortex 1 min. Hasta que se forme un precipitado, incubar en hielo.

. Centrifugar 10 a 13 000 rpm a TA.

10.Pasar sobrenadante a un tubo limpio. Adicionar 800 pl de isopropanol.

11.Mezclar durante 90 segundos de forma suave.
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12. Centrifugar 20 min. a 12 000 rpm a TA.

13.Tirar sobrenadante y lavar 3 veces con 1 ml de etanol al 70%. Cada lavado
centrifugar a 12000 rpm por 5 min.

14.Resuspender con 75 pl. (o depende del tamafio de la pastilla) de RNAsa con

agua.

15. Incubar 30 min. A 37° C.

16.Guardar en refrigeracion a 4° C.

Soluciones.

EDTA 0.5 M Ajustar pH 8 con NaOH 10M

Tris 2M

Sol SET (50 ml):

Agua 48.37 mi
Tris 2M 0.62 ml
EDTAO5M 1ml
Sacarosa 7.5¢r.

Esterilizar 10Ib/30 min

NaOH 10 M
SDS 20%

NaCl 5M
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4. Protocolo lisis de ADN plasmidico de bajo numero de copias.

1. Cultivar en 5 ml de LB con antibi6tico de seleccion y agitacion continua a la
T° adecuada.

2. Después de 16-18 hrs. Centrifugar 3 ml de cultivo a 10 000 rpm por 3 min. o
hasta obtener la pastilla.

3. Lavar la pastilla 2 veces con 300 pl de TE, debe resuspenderse antes de
centrifugar.

4. Colocar 300 pl de Sol. P1 fria y resuspender, agregar 8 ul de lisozima (10
mg/ml). Dejar 10 min a 37° C y después 5 min en hielo.

5. Agregar 200 pl de Sol P2 y mezclar el tubo por inversion 7 veces, dejar 5
min a TA.

6. Agregar 350 ul de Sol P3 y mezclar el tubo por inversion muy suavemente.
Se observa el precipitado blanco. Incubar 10 min en el congelador.

7. Centrifugar 10 000 rpm 15 min a 4° C.

8. Tomar el sobrenadante y pasarlo a otro tubo eppendorf, tratar de no tomar
nada del precipitado, aunque no se pueda recuperar todo el liquido.

9. Agregar 200 pl de fenol estabilizado y 200 ul de cloroformo: alcohol
isoamilico (24:1). Mezclar por inversién durante 30 seg. y centrifugar a 12
000 rpm por 5 min.

10.Hacer un lavado con 400 ul de cloroformo: alcohol isoamilico (24:1).
Centrifugar 8 min a 10 000 rpm. Como se forman 2 fases se trabaja con la
fase acuosa superior.

11.Transferir la fase acuosa a un tubo eppendorf nuevo y agregar 600 pl de
isopropanol, agitar y dejar 10 min a TA. Centrifugar a 13 200 rpm por 20
min.

12.Eliminar el sobrenadante. Lavar con 1 ml de etanol al 70% 3 veces.

13.Eliminar el etanol, dejar secar muy bien y resuspender en 50 ul de RNAsa
diluida (4:996) incubar a 37° C x 30 min.
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Soluciones:

TE: 10mM Tris
1ImM EDTA
pH 8.0

P1. 50 mM Tris
10mM EDTA
pH 8.0
P2: 0.2 M NaOH
1% SDS
P3: Acetato de Potasio 3M
pH 5.5 ajustado con acido acético.
5. Fenol estabilizado (50 ml)
1. Remover el fenol liquido del congelador, calentar a temperatura ambiente y
fundir a 68°C. Agregar 50 ml de fenol fundido en un frasco.
2. Agregar Hidroxiquinolina [0.1%] para colorear la fase fendlica (pude omitirse
este paso).
Agregar 50 ml de Tris (0.5 M, pH 8) y agitar 15 min con barra magnética.
Dejar que se separen las fases, aspirando toda la fase acuosa posible.

Agregar 50 ml de Tris (0.1 M, pH 8) y agitar 15 min.

Remueva la fase acuosa.

N o o ko

Repita la extraccion con 50 ml de Tris 0.1 M hasta que el pH de la fase
fendlica sea de 7.8 o mayor.

8. Se agrega 0.1 Vol de Tris HCI 0.1 M con 0.2% de p-mercaptoetanol.
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6. Protocolo de transformacién de Quimio-competentes de E. coli
DH5a

1. Agregar 5 pl de la reaccion de clonacion (ligacion) en 200 pl de células QC
E. coli DH5a y mezclar cuidadosamente.

2. Incubar en hielo por 5-30 min. El tiempo de incubacién no parece no afectar

la eficiencia de transformacion.

Choque térmico a las células por 30 seg. a 42° C sin agitacion.

Transferir los tubos a hielo.

Agregar 250 ul de medio LB a TA.

S

Tapar el tubo y ponerlo a incubar en agitacion horizontalmente (200 rpm a

37°C por 1.5 hrs.)

7. Espatular de 10 a 50 pl de la transformacion a una placa precalentada si se
trata de seleccion por Xgal.

8. Incubar las placas a 37°C. Colonias visibles se veran después de 8 hrs. El
color azul-blanco después de las 12 hrs. (para ampicilina), para km dejar
toda la noche.

9. Para la seleccion de las colonias con el inserto deben tomarse las blancas o

posiblemente azul claro. Repicar en caja nueva enumerando cada colonia.

7. Técnica de conjugacion

1. Sembrar 5 ml de cepa donadora E. coli S 17.1(que contiene plasmido pSUP
202:phbZ::Km) en medio LB sin antibiético sin agitacion por 8 hr.

2. Sembrar cepa receptora A. brasilense Sp 245 en Medio Minimo K- Malto sin
antibidtico sin agitacion por 8 hr.

3. Tomar 100 pl de cultivo de cepa donadora (E. coli S 17.1) y colocarlo en

una placa de medio LB sin antibiético. Dejar secar.
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4. Tomar 100 pl de cultivo de cepa receptora (A. brasilense Sp 245) y
colocarlo en la placa de medio LB sin antibi6tico sobre la gota de la cepa
donadora. Dejar secar.

5. Incubar a 30°C por 18 horas.

6. Colocar 1 ml de Solucion Salina Isotdnica (SSI) sobre el crecimiento de
células en la placa. Resuspender para colectar la mayoria de las células.

7. Colectar la suspensién y colocarlo en un tubo con 9 ml de SSI (dilucion 10°
1)_

8. Realizar diluciones (107, 10°°). Extender en placas de Medio Minimo K-
Malato con Amp y Km. Incubar a 30°C toda la noche.

9. Las colonias obtenidas se re-siembran en placas de Rojo Congo con Amp y

Km.

8. Extraccion de PHB (Law y Slepecky en 1962)

1. Incubar cultivo a 30°C, 175 rpm.

2. Centrifugar 5 ml de cultivo durante 6 min a 8000 rpm. Descartar
sobrenadante.

3. Lavar la pastilla de células con 1 ml de MgSO, 10 mM. Centrifugar 5 min. a
12000 rpm. Descartar sobrenadante.

4. Resuspender la pastilla en 1.5 ml de hipoclorito de sodio (cloralex) e
incubar 1.5 horas a 37°C a 200 rpm.

5. Centrifugar 10 min a 12000 rpm y descartar cuidadosamente el
sobrenadante.

6. Lavar la pastilla con 1 ml de agua destilada. Centrifugar 5 min a 12000 rpm.
Descartar sobrenadante.

7. Lavar la pastilla con 1 ml de acetona. Centrifugar 5 min a 12000 rpm.
Descartar sobrenadante.

8. Lavar la pastilla con 1 ml de etanol 100%. Centrifugar 5 min a 12000 rpm.

Descartar sobrenadante. Dejar evaporar totalmente el etanol.
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9. Resuspender la pastilla en 1 ml de cloroformo y pasar la solucion a un tubo
de vidrio. Enjuagar el tubo eppendorf con 1 ml de cloroformo y vertirlo
igualmente al tubo de vidrio.

10. Evaporar el cloroformo a 65°C. Adicionar 5 ml de H,SO, concentrado.
Mantener a 95°C durante 30 min y dejar enfriar.

11.Leer absorbancia a 235 nm (luz UV) frente a un blanco de H,SO4

concentrado y calentado previamente a 95°C por 30 min.

9. Determinacién de Proteinas Totales.

1. Tomar 200 pl de culltivo, colocarlo en un tubo eppendorf y centrifugar a
12000 rpm por 6 min. Descartar sobrenadante.

2. Agregar 1 ml de PBS, Resuspender y centrifugar a 12000 por 5 min.
Descartar por completo el sobrenadante.

3. Agregar agua hasta completar 200 pl.

4. Agregar 200 pl de NaOH 1N, resuspender y .poner a ebullucién durante 5
min. Dejar enfriar.

5. Agregar 400 pl de HCI 0.5 N y mezclar.

6. Agregar 200 pul de reactivo de Bradford e incubar 15 min.

7. Resuspender y leer absorbancia a 595 nm a luz visible.
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