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RESUMEN

La creciente preocupacion por la contaminaciéon ambiental causada por
plasticos derivados del petréleo ha impulsado la busqueda de alternativas
biodegradables. Entre estos, el polihidroxibutirato (PHB), un biopolimero de la
familia de los polihidroxialcanoatos (PHAS), ha cobrado gran interés debido a su
biodegradabilidad y biocompatibilidad.

Azotobacter vinelandii es un modelo bacteriano ampliamente estudiado
por su capacidad de producir PHB. En este contexto, el factor transcripcional
AmrZ, previamente caracterizado en Pseudomonas aeruginosa como regulador
maestro de multiples vias metabdlicas, ha mostrado tener un papel relevante en
el metabolismo de A. vinelandii. Antecedentes previos de estudios
transcriptémicos sugieren que AmrZ podria influir en la expresion del operon
biosintético phbBAC, responsable de la produccion de PHB.

El objetivo de este trabajo fue establecer la influencia del regulador
transcripcional AmrZ sobre la acumulacion de PHB y la expresién del operdn
biosintético phbBAC en A. vinelandii. Para ello, se generaron distintas cepas
mutantes y complementadas con modificaciones en los genes algA y amrZ, asi
como cepas que portan fusiones transcripcionales PphbB-gusA. La correcta
construccion de estas cepas fue confirmada mediante PCR. Se evalud la
acumulacion de PHB y se determinoé la actividad de B-glucuronidasa (producto
del gen reportero gusA) como indicador indirecto de la expresién de phbB.

Los resultados mostraron que la ausencia de AmrZ provocé un incremento
significativo en la acumulacion de PHB en comparacién con la cepa de
referencia, particularmente en la fase estacionaria tardia (72 h). Este fenotipo se
revirtid en la cepa complementada de amrZ, confirmando el papel represor de
este regulador. Asimismo, la actividad reportada por la fusion transcripcional
PphbB-gusA indico6 que AmrZ ejerce un efecto negativo sobre la expresion del
operon phbBAC en la misma etapa de crecimiento.

Este estudio demuestra que AmrZ actiia como un regulador negativo de
la expresion del operdn biosintético phbBAC y consecuentemente de la
acumulacion de PHB durante la fase estacionaria tardia. Estos hallazgos
sugieren que la manipulacion de este factor podria constituir una estrategia
prometedora para el disefio de cepas con una capacidad mejorada de

produccion de PHB. Este conocimiento aporta bases para aplicaciones
\)



biotecnolégicas orientadas al aprovechamiento de biopolimeros como

alternativas a los plasticos convencionales.
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1. INTRODUCCION

1.1.- Generalidades de Azotobacter vinelandii

Azotobacter vinelandii es una bacteria Gram-negativa, perteneciente a la
familia Pseudomonadaceae. En su estado vegetativo tiene un metabolismo
estrictamente aerdbico con la capacidad de fijar nitrdgeno (Kennedy et al., 2005).

A. vinelandii es una bacteria pleomorfica, generalmente presenta una
forma alargada ovalada (Fig. 1A), pero puede presentarse desde bacilos hasta
cocoides. Se ha reportado que tiene una longitud aproximada de 5 um y un
diametro mayor a 2 um, tiene motilidad gracias a sus flagelos peritricos (Fig 1B).
Ademas, tiene la caracteristica de ser un organismo poliploide (Sadoff, 1975;
Kennedy et al., 2005).

Figura 1. Micrografias electrénicas de una célula de A. vinelandii. A) Una célula en
estado vegetativo. B) Célula vegetativa tefiida negativamente para la visualizacion de
flagelos; f, flagelos (Segura et al., 2020).

1.2.- Ciclo celular de A. vinelandii

El ciclo celular de A. vinelandii se divide en dos estados: el estado
vegetativo, en el cual, la bacteria presenta un crecimiento exponencial, seguido
de una etapa en estado estacionario al igual que muchas otras bacterias; y el de
enquistamiento, que comienza cuando, bajo condiciones adversas, la bacteria

sufre un proceso de diferenciacion celular. En este ultimo estado A. vinelandii,



pierde sus flagelos y reemplaza los fosfolipidos de la membrana por una familia

de 5-n-alkilresorcinoles y 6-n-alkilpirones.

La frecuencia de enquistamiento de manera natural es inferior al 0.01%
(Lin & Sadoff, 1968; Reusch & Sadoff, 1983), pero se pueden inducir cuando las
células en fase logaritmica se cultivan en n-Butanol o p-Hidroxibutirato (BHB)
como Unica fuente de carbono (Hitchins & Sadoff, 1970; Sadoff, 1975)
incrementando la frecuencia de cambios morfologicos hasta un 90% (Lin &
Sadoff, 1968; Reusch & Sadoff, 1983).

El proceso para obtener quistes maduros tarda 5 dias, obteniendo como
resultado una célula esférica en reposo (cuerpo central), rodeada de una capsula
interna denominada intina y una capa externa denominada exina (Sadoff, 1975;
Segura et al., 2020) (Fig. 2).

En el proceso de diferenciacién, A. vinelandii produce dos productos de
interés biotecnoldgico: el alginato, un exopolisacéarido lineal (Sadoff, 1975), y el
Poli-B-Hidroxibutirato (PHB), un polihidroxialcanoato intracelular (Chen et al.,
2000).
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Figura 2. Diagrama del ciclo de vida de A. vinelandii. Se muestran las diferentes
etapas de desarrollo, los cambios morfologicos y los dos tipos de células: vegetativas y
quistes; AR: alquilresorcinoles; AP: alquilpironas; PHB: polihidroxibutirato; h: horas
(Segura et al., 2020).

1.3.- Sintesis de Alginato

El alginato es un exopolisacarido que forma parte de la cubierta del quiste,
la cual se divide en intina y exina (Sadoff, 1975). En especies de Pseudomonas,
el alginato constituye la base para la formacién de biopeliculas. En A. vinelandii,
este polimero actia como una barrera protectora contra metales pesados y
contribuye a la supervivencia de la bacteria (Sabra et al., 2001; Nufiez et al.,
2022).

La sintesis de este polimero depende del producto los genes estructurales
de alginato, alg (algD, alg8, alg44, algK, algJ, algX, algL, algl, algV, algF y algA),
los cuales estan agrupados en una region cromosomica encabezados por el gen
maestro algD (Fig. 3A); sin embargo, situados en diferentes locus, existen
diversos genes gue intervienen en la modificacion de este exopolisacarido o en

su regulacion génica (Nufez et al., 2022).

Podemos resumir la sintesis de alginato en cuatro importantes pasos (Fig.
3B): la sintesis del precursor acido-GDP-manuroénico, codificada por los primeros
genes en la via algA y algC; la polimerizacion; modificacion y transito

periplasmico y la exportacion (Galindo et al., 2007; Urtuvia et al., 2017).
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Figura 3. Sintesis de alginato en A. vinelandii. A) Arreglo genético de los genes
biosintéticos del alginato (Nufiez et al., 2022). B) Representacion esquematica de la
biosintesis de alginato (Urtuvia et al., 2017).

1.4.- Polihidroxialcanoatos

Los polihidroxialcanoatos (PHAs), son polimeros intracelulares
sintetizados en condiciones donde existe un desequilibrio nutricional, en el cual
hay suficiente fuente de carbono en el medio, pero un nutriente limita el
crecimiento; esto puede ocurrir en diversas bacterias, como lo son Alcaligenes
latus, Pseudomonas putida LS46, Methylobacterium sp. ZP24, Bacillus mycoides
RLJ B-017 y cepas recombinantes de Escherichia coliy A. vinelandii (Choi & Lee,

1997; Koller et al., 2010; Blunt et al., 2019), las cuales lo utilizan como fuente de



carbono y energia (Fig. 4B) (Brandl et al., 1990; Chen et al., 2000; Veladzquez-
Sanchez et al., 2020).

Los PHAs son poliésteres de interés biotecnoldgico debido a sus
propiedades biodegradables y biocompatibles; son estructuralmente diversos,
teniendo mas de 150 diferentes tipos, conformados por cadenas de monémeros
de (R) -hidroxialcanoatos.

Con base en el numero de carbonos de cada cadena lateral pueden
clasificarse en dos tipos: PHAs de cadena larga (conocidos como mcl-PHAS)
siendo de = 6 carbonos y de cadena corta (conocidos como scl-PHAS) teniendo
entre 4 y 5 carbonos (Brandl et al., 1990; Aldor & Keasling, 2003; Veldzquez-
Sanchez et al., 2020).

1.5.- Poli-B-Hidroxibutirato (PHB)

El PHB es el miembro mas comun en la familia de PHAs (Chen et al.,
2000). Es un homopolimero compuesto de unidades de (R)-3-hidroxibutirato
(Fig. 4A), con una masa molecular entre 200 y 20 000 kDa (Kusaka et al., 1998;
Sudesh et al., 2000; Lenz & Marchessault, 2005; Pefia et al., 2014).

Existen diferentes bacterias capaces de producir PHAs, en el caso
especifico de PHB, este puede ser producido por Cupriavidus necator (también
conocida como Ralstonia eutropha o Alcaligenes eutrophus), Azohydromonas
lata, Pseudomonas oleovorans, P. putida, Aeromonas hydrophila, Paracoccus
denitrificans, Methylobacterium extorquens, Bacillus spp., A. vinelandii y
Escherichia coli recombinante, la cual expresa los genes de PHB de C. necator,
A. lata o A. vinelandii (Lee, 1996; Olivera et al., 2001; Chen, 2009; Centeno-Leija
et al., 2014).



Figura 4. Estructura quimicadel PHB y su morfologia en A. vinelandii. A) Estructura
quimica del PHB (Lenz & Marchessault, 2005). B) Micrografia electrénica de un quiste
de A. vinelandii, donde podemos apreciar: Ex: exina; In: intina; Cb: cuerpo central; PHB:
granulos de polihidroxibutirato (Segura et al., 2020).

Este biopolimero presenta caracteristicas de interés biotecnolégico. Se
destaca por sus propiedades termoplasticas, similares a las de los plasticos
derivados del petréleo. Ademas, es biodegradable, lo que permite su uso en la
produccion de diferentes recursos como: contenedores, recubrimientos,
biberones y articulos desechables (maquinas de afeitar, pafales, tazas, bolsas,
tapas, etcétera) (Chen, 2009).

Igualmente, es biocompatible, lo que permite su uso en el contexto
médico, empleandose como un tipo de material de suturas y dispositivos
cardiovasculares, reparacién de nervios, cicatrizacién de heridas, andamios de
ingenieria de tejidos, sistemas de liberacion de medicamentos, materiales
dentales, e incluso como biomarcadores y biosensores (Grage et al., 2009;
Panchar et al., 2013; Pefa et al., 2014).

1.6.- Via biosintéticay regulacién de PHB

La sintesis de PHB comienza con la condensacion de 2 moléculas de
Acetil-CoA para formar Acetoacetil-CoA. La enzima que cataliza esta reaccion
es la beta-cetotiolasa, codificada por el gen phbA, liberando Coenzima A (CoA),
en el proceso. Posteriormente una acetoacetil-CoA reductasa, codificada por el
gen phbB, convierte el acetoacetil-CoA en beta-hidroxibutiril-CoA usando
NADPH (Peia et al., 2014).



Finalmente, la enzima PHB sintasa, codificada por el gen phbC, polimeriza
mondmeros de beta-hidroxibutiril-CoA a PHB, liberando finalmente cadenas de
PHB (Pettinari et al., 2001; Segura et al., 2003; Lenz & Marchessault, 2005;
Veldzquez- Sanchez et al., 2020) (Fig. 5A).

Las enzimas necesarias para la biosintesis de PHB son codificadas por el
operén phbBAC (Fig. 5B) el cual se expresa una vez que se presentan las

condiciones necesarias para su activacion.
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Figura 5. Sintesis de PHB en A. vinelandii. A) Vias metabdlicas y genética implicadas
en la produccion de PHB (Tomado y modificado de Pettinari et al., 2001; Segura et al.,
2003. Pefa et al., 2014. B) Representacion esquematica del locus phb de A. vinelandii.

B

La ruta de biosintesis de PHB en A. vinelandii posee una regulacion
compleja, orquestada por distintas estrategias de regulacién genética, ya sean
positivos 0 negativos, a nivel transcripcional el promotor es dependiente del
factor sigma de fase estacionaria, RpoS; y es activado transcripcionalmente por
el regulador PhbR, producto del gen divergente a phbBAC (Fig. 5B), los cuales

regulan positivamente la sintesis de PHB.

Por otro lado, el sistema Gac/Rsm es uno de los mas relevantes en la
regulacion post transcripcional del operén phbBAC. En este sistema la proteina

RsmA impide la traduccion de los mensajeros de phbR y del operon phbBAC



(Fig. 6) (Velazquez-Sanchez et al., 2020), mientras que los pequefios RNAs
RsmZ1-7 antagonizan la actividad de RsmA. A nivel de la membrana se
encuentra el sistema de dos componentes GacS/A involucrado en la activacion
del operdon rsmzZ1-7.

-+ = rsmA

RsmA

Figura 6. Cascada de regulacion de la expresion del operon phbBAC en A.
vinelandii (Tomado y modificado de Velazquez-Sanchez et al., 2020).

1.7.- El alginato y PHB compiten por fuente de carbono

Debido a que el PHB y el alginato poseen esqueletos de carbono en su
estructura central, estos dos polimeros compiten por la fuente de carbono
disponible en los cultivos de A. vinelandii. En el caso de que se utilice glucosa
como unica fuente de carbono, esta se canaliza tanto a la sintesis de alginato

como a la sintesis de PHB (Fig. 7A).
Este comportamiento se confirma en cepas con mutaciones en genes

biosintéticos para la produccién de estos biopolimeros. En una mutante phbB-se

observa un fenotipo de cepas carentes de granulos de PHB, pero con una
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sobreproduccion de alginato, mientras que en la cepa algA-, es incapaz de
sintetizar alginato, y sobreproduce PHB (Fig. 7B) (Galindo et al., 2007).

A Ghucose
Fructose-6-P «— Fructose-1,6-EP l
Ghiconate-6-P
aigd | PMIGMP
/

Marnose-6-P Ditydroxy- Glyceralde- 2-keto-3-deoxy-
scetaneP — lyde3P ghiconate-6-P

algC PRI .

’ '
Marmose-1-P

l phdA
algA | PMI-GMP Pyruvate — Acetyl-Cod Acetoacetyl-Cod
/
Pynavate " f-Ketothdolase
GDP-mannose cuéoxylas».\p’c | actosceyrcoa
phdB reductase
aigd | GMD Dol
J 7 ki D-5-hydwoxybutyryl-Cod
GDP-mannuronic /
acid A \ PhOC | PHE syrthase
algh ‘ MP \ /
S~ PHB

poly-mannuronic acid

algh | Mg, gk, AlgX,
alg®l-7, ME, MEs

alg? Ion Chanel
algl algl algF Acetylase
algl Lyase
PAECES
ALGINATE
B

AphbB AalgA

Figura 7. El alginato y PHB compiten por lafuente de carbono. A) Vias de biosintesis
de alginato y PHB y sus relaciones metabdlicas en A. vinelandii. B) Fenotipo de cepas
con mutaciones en genes cruciales (phbB y algA) para la produccion de alginato y PHB
(Tomado de Galindo et al., 2007).
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1.8.- El factor transcripcional AmrzZ

AmrZ ha sido ampliamente caracterizado en especies de P. aeruginosa
como un regulador de la sintesis de alginato y de la motilidad tipo natatoria
dependiente de flagelos peritricos. Es una proteina de 108 amino&cidos con un
peso estimado 12.3 kDa. Posee un dominio de unién Ribbon-Helix-Helix (RHH)
(Pryor et al., 2012).

Al poseer este dominio, este factor transcripcional es capaz de unirse al
ADN en secuencias consenso especificas. Estas proteinas se unen al ADN como
dimeros de dimeros conformadas por dos hélices alfa con nucleo hidrofébico,
interactuando con el ADN por medio de hojas beta (Fig. 8). Una caracteristica
que es importante destacar, es su capacidad de actuar como un factor
transcripcional dual, es decir puede actuar como activador o represor de sus

genes blanco (Schreiter et al., 2003; Martinez et al., 2014).

Figura 8. Cristalografia de la estructura de la proteina AmrZ. La estructura
cuaternaria esta compuesta por un dimero de dimeros representados por los colores:
verde/cian y magenta/naranja (Pryor et al., 2012).

Jones et al. (2014) identificaron a este factor transcripcional como un
modulador de diferentes vias en distintas especies de Pseudomonas, reportando
a este factor transcripcional como regulador maestro de las vias asociadas a la
capacidad de virulencia especificamente en cepas de P. aeruginosa. Una de
estas vias es la biosintesis de alginato, debido a que AmrZ es esencial para la
activacion transcripcional del gen maestro algD (Baynham et al., 1999).

Ramsey et al. (2005), describieron que esta proteina puede unirse a su

propio promotor actuando como represor de su transcripcion. Ademas, Blanco-
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Romero et al., (2024) reportaron que AmrZ regula las pozas del segundo

mensajero -c-di-GMP (di-guanosin monofosfato ciclico) en Pseudomonas.

A continuacién, se describen multiples antecedentes que destacan las
caracteristicas en comun entre AmrZ de A. vinelandii con su homélogo de P.

aeruginosa.

Gonzaga-Peréz (2024), reportd que el factor transcripcional AmrZ de P.
aeruginosa comparte un 85% de homologia con el correspondiente en A.
vinelandii, destacando que los residuos de aminoacidos que interactian con el
ADN se encuentran conservados en A. vinelandii (Fig. 9A).

También se reporto que en locus amrZ de varias especies, se conserva el
gen mgtE aledafio a amrZ y que codifica una bomba de Mg?* (Fig. 9B). Ademas,
AmrZ en A. vinelandii fue esencial para la activacién transcripcional del gen algD
destacando la importancia de este regulador en la produccion del
exopolisacérido alginato (Fig. 10).

AmrZ es esencial para la producciéon de alginato en A. vinelandii, en su
ausencia se abate la sintesis de este polimero y la expresion del gen algD
(Gonzaga-Peréz, 2024) (Fig. 10 Ay B). AmrZ se une directamente a la region
reguladora de algD mediante el reconocimiento de 4 sitios (Fig 10C). Esto se
comprobd mediante ensayos de retardo tipo EMSA (del inglés, Electrophoretic
Mobility Shift Assay), usando diferentes segmentos de la region reguladora del
gen algD y cantidades crecientes de la proteina AmrZ purificada (Fig. 10D-F).
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AEIV MQPMKQ- -AIYSSRTA PDGMRERIADVARSHHRSMNSEITARLEQSLLQEDAL 58

PAO1 MRPLKQATPTYSSRTA! PEGMREQIAEVARSHHRSMNSEITIARLEQSLLQEGAL 60
*:*:** *xxxxs:********:**xx:x*:*********xxxxx**********_xx

AEIV GDDLSLRLDSPELSLHERELLQRFRQLTRRQQNALVALIAQDSELATEGATTEQ 112

PAO1 QDNLGVRLDSPELSLHERELLQRFRQLTHRQQNALVAL IAHDAELAQA- - - - - - 108

HoX REREERERRXEREERERERERERERE . RRRERERRRER . K. XXX

Figura 9. AmrZ de A. vinelandii es homologa de AmrZ de P. aeruginosa. A)
Alineamiento de la secuencia de aminoacidos de AmrZ de A. vinelandii (AEIV) y P.
aeruginosa (PA01l). En cuadros rojos se sefalan los residuos necesarios para la
interaccion con el ADN. B) Representacion del locus amrZ en A. vinelandii y en algunas
especies de Pseudomonas (Tomado de Gonzaga-Peréz., 2024).
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Figura 10. Funcién del factor transcripcional AmrZ en la sintesis de alginato. A)
Efecto de AmrZ en la produccion de alginato, se observa que la produccion del
polisacarido se abate en la cepa mutante amrZ". B) Determinacion de la actividad del
promotor de algD mediante una fusion transcripcional PalgD-gusA, donde se abate la
actividad del promotor en la cepa mutante amrZ". C) Posibles sitios de unibn de AmrZ
en la regién promotora de algD. D) Ensayo EMSA de la region intergénica de algD. E)
Ensayo EMSA de la region intergénica que contiene a los posibles sitios de unién S1y
S2. F) Ensayo EMSA de la region intergénica que contiene a los posibles sitios de unién
S3y S4 (Tomado y modificado de Gonzaga-Peréz, 2024).
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2. ANTECEDENTES

Ahumada-Manuel (2021), reportd un posible sitio de unién de AmrZ en la
region reguladora del gen phbB. Esto se logré mediante predicciones
computacionales con los programas MEME/FIMO (del inglés, Multiple EM for
Motif Elicitation/Find Individual Motif Occurrences). Utilizando las secuencias de
los sitios de unién de AmrZ, identificados experimentalmente en P. aeruginosa
para construir una matriz de peso (Jones et al., 2014) (Fig. 11A). Posteriormente
se construy6 una matriz de peso, para generar secuencias consenso, la cual se
utilizé posteriormente para rastrear posibles sitios de unibn de AmrZ en el
genoma de A. vinelandii. De esta manera, se identificé un posible sitio de unién
gue se empalma sobre el promotor de phbB, tal y como se muestra en la figura
11B. Este hallazgo sugiere que AmrZ pudiera fungir como un represor de la
acumulacion de PHB en A. vinelandii al impedir la transcripcion de phbB a partir

de su promotor RpoS.

A

Secuenciaconsenso g,
3
AmrZ

B é‘: Regién reguladora de phbB

1 GGACGACCAT TCATCGCTCT CGGCATTCTC CATCCATCAT CAATTCGGCT CGTGCCCTTC AGAAGTCGCG
71 CCAAGTGGAT GTCCCCTTCC ACACATCTGC GGCAATAGCT ACAGCTACGC CCCATCACCG CCATATCAGC
RpoS
-35 AmrZ BS -10

141 CCGATAGCAA AAAGCCACTG GAAAACCTIIG CAAAGGGTGT CACCAATCGC CAGTACGATG TCACCAACGG
+1 PB1

211 GCACTATCCT TAAAGCGTGA CCCAATCGAG AATGAGCCTC GCGAGTCACG ACACAAACGA CGCTGCGCAG
phbB
281 CTACACGCCA TTCAGCAGTC GTGGGCAGCC AGGGTCTCCG ACAAAAAAGG AAGGGAAATC TATGAGCAAT

351 CAACGAATTG CATTCGTCAC GGGCGGCATG GGCG:

Figura 11. La region reguladora del operén phbBAC posee un sitio putativo de
unién a AmrZ. A) Logo de la secuencia consenso del sititio de unién de AmrZ. B)
Region intergénica del operon phbBAC. Se indica en rojo, la secuencia predicha del sitio
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de la unién de AmrZ sobre el promotor RpoS de este gen (Tomado de Ahumada-Manuel,
2021).

El presente trabajo se enfoca en el estudio de la funcion del regulador
transcripcional AmrZ sobre la acumulacion de PHB y la expresion del operén
biosintético phbBAC en A. vinelandii.
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3. JUSTIFICACION
La contaminacion terrestre y acuatica por plasticos derivados del petréleo
es uno de los problemas ambientales mas severos. Encontrar alternativas para
sustituir el uso de estos plasticos por materiales biodegradables con las mismas
propiedades mecanicas, como el PHB, es una de las necesidades actuales mas
importantes. El disefio de cepas de A. vinelandii con una mejorada capacidad en
la produccion de PHB se puede lograr mediante el estudio de reguladores que

controlen la produccion de polimeros en esta bacteria.
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4. HIPOTESIS
El regulador transcripcional AmrZ influye en la biosintesis de PHB y en la
expresion del operdn biosintético phbBAC en Azotobacter vinelandii, mediante la
union especifica a un sitio predicho, localizado en la regién reguladora del
operon, lo que limita la transcripcion de los genes involucrados en la sintesis del

biopolimero.
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5. OBJETIVOS

5.1.- Objetivo General

Determinar la funcion del regulador AmrZ en A. vinelandii, mediante la
construccion de fusiones transcripcionales en el operon phbBAC y la
cuantificacion del PHB, para contribuir al entendimiento de la regulacién genética

de biopolimeros con potencial biotecnoldgico sustentable.

5.2.- Objetivos Particulares
5.2.1.- Establecer el efecto del regulador transcripcional AmrZ sobre la
produccion de PHB en cultivos liquidos de A. vinelandii, mediante la
cuantificacion del biopolimero en cepas mutantes y complementadas, para

evaluar su contribucion en la biosintesis de PHB.

5.2.2.- Establecer la influencia del regulador AmrZ sobre la expresion del operén
phbBAC en A. vinelandii, mediante el uso de fusiones transcripcionales y el
analisis comparativo de las cepas mutantes, para esclarecer su papel en la

regulacion transcripcional de la biosintesis de PHB.
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6. MATERIALES Y METODOS

6.1.- Cepas y Oligonucledtidos utilizados.

Las cepas y oligonucleotidos utilizados en este trabajo se describen en

las Tablas 1y 2, respectivamente.

Tabla 1. Cepas utilizadas en este trabajo.

gusA), porta la mutacion damrZ::Gm.
Km', Tc', Gm'

Nombre Caracteristicas No. Cepario | Referencia
interno
AEIV Cepa silvestre de A. vinelandii 2 CN* Larseny
Haug., 1971
JG519 Derivada de AEIV, porta la mutacion 431 CN Coleccion del
algA::Km. Km' laboratorio.
CLAM31 Derivada de AEIV, porta la mutacion 392 LA** Ahumada-
amrZ::Gm. Gm’ Manuel et al.,
2020
MG09 Derivada de la CLAM31, 46 CG*** Gonzaga-
complementada genéticamente con una Pérez., 2024.
copia del gen amrZ integrada en el
locus mel. AamrZ/amrZ*. Gm', Tc'
S0001 Derivada de JG519 (algA::Km), porta la 631 CN Este trabajo
mutacion de damrZ::Gm.
Km', Gm'
S0O002 Derivada de la MG09 (damrZ::Gm, 655 CN Este trabajo
amrZ*::Tc), porta la mutacion algA::Km
Km', Tc", Gm'
AEIV PphbB- | Fusion transcripcional PphbB-gusA en 6 CG Gonzaga-
gusA el fondo silvestre AEIV. Tc' Pérez., 2018
S0003 Derivada de JG519 (algA::Km) porta la 676 CN Este trabajo
construccién PphbB-gusA.
Clona 1
Km', Tc'
S0004 Derivada de JG519 (algA::Km), porta la 677 CN Este trabajo
construccién PphbB-gusA.
Clona 2.
Km', Tc'
S0O005 Derivada de SO003 (algA::Km, PphbB- 678 CN Este trabajo
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*: Cepario Cinthia NUfez; **: Cepario Leonel Ahumada; ***: Cepario Citlalli Gonzaga

Tabla 2. Oligonucleétidos utilizados en este trabajo

Nombre Secuencia Uso

algA Fw CACGCAGTACATGCAAGACC locus silvestre algA,
1700 pb

algA Rv AGCAGGATGCCGTCGCATTC

amrZ Fw GATACTCTCGCCAAGCTTC locus silvestre amrZ,
1099 pb

amrZ Rv TGATGACGGGCGCAATGAC

PphbB Fw TCTAGAGAGCCGTGCATAATTCACACTG locus PphbB-gusA, 800
pb

gusA Rv CTGCCTGGCACAGCAATTG

MelAL-F GGCCTTCTACCTGTCCTTC locus silvestre melA,
200 pb

MelAL-R TGGCGCTTGATGAACCAGG

6.2.- Condiciones de cultivo
Se utiliz6 medio Burk-Sacarosa (BS), preparado con: 0.16 g/L MgCl2
6H20, 0.002 g/L NaMoO4 - 2H20, 0.005 g/L FeSO4 - 7H20, 0.073 g/L CaCl2
2H20, 0.183 g/L NaSOa, Buffer fosfatos: 0.8 g/L K2HPOa4, 0.2 g/L KH2PO4, pH 7
y 20 g/L de sacarosa. Para medio solido, se agreg6 1.5% de agar.
Ademas, se implementé el uso de medio BSMg, el cual, es medio BS
suplementado con 0.22 g/L de MgSO4 - 7H20.

Todas las soluciones y medios liquidos se esterilizaron en la autoclave

por 20 minutos a 120 °C, exceptuando el FeSOa4- 7H20, este se esterilizd por
filtracion, con ayuda de una membrana de 0.22 pm.
Asi mismo, se utilizaron los siguientes antibiéticos para medio sélido: 1 ug/mL de
kanamicina (km), 1 de pg/mL gentamicina (Gm) y 30 ug/mL de Tetraciclina (Tc).
Para el caso de Gm en medio liquido, se utiliz6 una concentracion no mayor a
0.25 pg/mL.
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El medio de competencia (CM) para A. vinelandii contiene las mismas
sales del medio Burk-Sacarosa, exceptuando NaMoO4 - 2H20 y FeSOas- 7H20.
Se utilizé6 medio sdélido PY-Sacarosa, para visualizar la acumulacién de
PH en solido; este medio contiene 5 g/L de peptona, 3 g/L de levadura, 20 g/L

de sacarosa y 1.5% de agar.

6.3.- Preparacion de cultivos
Las cepas se recuperaron tomando una asada de los gliceroles de cada
unay sembrando en placas con medio BS con el antibidtico correspondiente para

cada cepa, las cuales se incubaron a 30°C durante 48 horas.

6.4.- Preparacion de células competentes

Las cepas competentes de A. vinelandii se prepararon tomando una
asada de colonias provenientes de una placa de BS con 48 horas de incubacion.

Se cultivaron iniciando con un primer pase en placas CM a 30 °C durante
24 horas, realizando un segundo pase posterior a las 24 horas en placas CM a
30 °C durante 15 horas. Se recuper6 el tapete celular pasado el tiempo de
incubacion con una espatula estéril. El paquete, se lavé con MgSO4 10 mM y se
centrifugd durante 5 minutos.

Finalmente, el paquete celular se resuspendié en 1 mL de MgSO4 10 mM.

6.5.- Transformacion de células competentes

En un tubo Eppendorf estéril se mezclaron 150 L de células competentes
con 10 ug de ADN cromosomal, posteriormente la mezcla se deposité sobre una
placa de CM en una superficie aproximada de 2 cm?.

Finalmente se incubaron a 30 °C durante 24 horas.

Pasadas las 24 horas, se recupero el tapete y se lavé con MgSOa4 10 mM,
y se resuspendié en 1 mL de MgSOa. Para finalizar se platearon 100 pL en medio
de seleccion y se incubaron a 30 °C por 48 horas.

Se seleccionaron colonias aisladas de cada cepa de interés, las cuales se

pasaron a placas con medio de seleccion respectivo para cada construccion y se
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incubaron a 30 °C por 48 horas. Se comprobd la transformacién mediante PCR

de colonia.

6.6.- Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se realiz6 PCR para comprobar candidatas resultantes de la
transformacién competente como se describe a continuacion:

En un tubo Eppendorf se resuspendié una colonia aislada en 30 pL de
agua, este tubo se pasé6 a incubar a 95 °C durante 20 minutos para lisar la
colonia, posteriormente se centrifugé durante 20 minutos a 13000 rpm, se
tomaron 2 uL de este lisado para la reaccién. En la tabla 3 se describe de forma

general la reaccion de PCR utilizada en este trabajo.

Tabla 3. Reactivos y concentraciones empleados en una reaccion de PCR

Reactivo Volumen

Lisado celular 2 L
Buffer taq 10X 2.5 uL
DMSO 1 pL
MgCL, 25 mM 1.5pL
Mix dNTP’s 2 mM 2.5 uL
Oligonucledtido Fw 10 pmol/pL 1L
Oligonucledtido Rv 10 pmol/pL 1uL
Laq polimerasa (Thermo Scientific Taq) 500 | 0.3 pL
Agua libre de nucleasas 13.2 uL
Volumen total 25 pL

6.7.- Cuantificacion de proteina

La cuantificacién de proteina se realizé por el método de Lowry (Lowry et
al., 1951).

El paquete celular se lavo con MgSO4 10 mM y se resuspendié en 1 mL
de agua, se tomaron 50 pl de muestra (vol. Rx; o una cantidad adecuada) y se
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aford a 200 uL, posteriormente se le agregd 1 mL de solucién reactiva y se dejo
la reaccion por 10 minutos, una vez pasado el tiempo se le agregd 100 pL de
Folin diluido 1:1, dejando la reaccion durante 30 minutos, al mismo tiempo se
realizé la curva de calibracion de albumina con las siguientes concentraciones:
50, 100, 200 y 400 pg/mL. Finalmente se leyo la absorbancia a 625 nm.

Se preparo la solucion reactiva con las siguientes soluciones A) Na2COs
2% en NaOH 0.1 N; B) tartrato de sodio y potasio 2%; C) CuSO4 1% se tomaron
los volimenes indicados en la Tabla 4 para cada reaccion.

Tabla 4. Composicion y volumenes de la solucién reactiva utilizados por reaccioén en el
ensayo de Lowry.

Volumen por reaccién

Solucion A 0.98 mL
Solucién B 0.01 mL
Solucién C 0.01 mL

Para determinar la cantidad de proteina se utilizaron los siguientes calculos:

[ug _ DOg,5 — interseccion de la curva
mlL =1 Pendiente
hg, 3200
_ ( /mL)(Vol.Rx)

Proteina [@ =
mL 1000

6.8.- Cuantificacion de PHB

La cuantificacion de PHB se realizo por el método electrofotométrico Law
y Splecky (Law & Splecky, 1961), cuyo fundamento consiste en la conversion del
polimero en acido crotdnico.

Para esto fue necesario extraer el PHB como se describe a continuacion:
Se tomo6 1 mL a partir de un cultivo de 48, 72 y 96 horas, se recupero el paquete
celular por centrifugacion durante 5 minutos a 13000 rpm, inmediatamente se
lavé el paquete celular con 1 mL de MgSO4 10 mM, recuperando nuevamente el
paquete celular, se agregd 1 Ml de NaClO nivel comercial al 30%, se resuspendio

y se incubd por 1 hora a 30 °C.
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Pasado el tiempo de incubacion, se centrifugé durante 5 minutos a 13000
rpm y decanto el sobrenadante, nuevamente se lavo el paquete celular con 1 mL
de agua y se recuper6 el paquete celular centrifugando por 5 minutos y
decantando el sobrenadante; se agregd 1 mL de etanol absoluto y se
resuspendio el paquete celular, se centrifugé a 13000 rpm durante 5 minutos y
se decanto el sobrenadante.

Se agregd 1 mL de acetona y se resuspendid, recuperando el paquete
celular centrifugando por 3 minutos a 13000 rpm; finalmente se dejaron secar las
muestras toda la noche, tapando con un papel para evitar cualquier factor

externo.

Para la cuantificacion, se agregd 1 mL de acido sulfarico concentrado a
las muestras obtenidas en la extraccion, posteriormente se calentaron a 90 °C
durante 13 minutos, una vez pasado el tiempo, se dejaron reposar durante 5
minutos, se realizaron las diluciones correspondientes y finalmente se leyo la
absorbancia en el espectro a 235 nm utilizando celdas de cuarzo y acido sulfarico
concentrado como blanco.

Con base a el coeficiente de extincion molar (181.21) se utilizaron los
siguientes célculos para determinar la acumulacion especifica de PHB:

Cuando se realizan diluciones:
DO,3s5final = (DOy35)(Dilucion n)(Dilucionn + 1)

PHB volumétrico:

mg PHB ] _ DOy3sfinal

mL de cultivol =~ 181.21

PHB especifico:

mg PHB ] _ PHB volumetrico

mg Proteina Proteina

6.9.- Determinacion de actividad de B-glucuronidasa
Para la determinacion, se suspendio el paquete celular de la muestra en
1 mL de MgSO4 10 mM del cual se tomaron 20 ul (vol. Rx; o una cantidad

adecuada) y se le agregaron 710 pl de buffer Z. Simultaneamente se prepar6 un
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blanco que contenia 730 pl de buffer Z y se proceso junto a las demas muestras.
Se les agregd 10 pl de solucion de lisozima y se incubaron a 37°C durante 5
minutos, una vez concluido el tiempo de incubacion, se agregoé 10 pl de solucion
de Triton 10%.

Posteriormente los tubos se transfirieron a un bafio de agua a 28°C y se
les agregd 100 pl de la solucion de PNPG y se cronometr6 en tiempo de reaccion
por 10 minutos. Una vez concluido el tiempo de reaccion, se agreg6 150 pL de
Na2COs para detener la reaccion. Finalmente, se leyo la absorbancia a 405 nm

contra el blanco.

Se prepararon las soluciones necesarias para las reacciones: lisozima 10
mg/mL, p-nitrofenil-B—Dglucopirandsido (PNPG) 4 mg/mL, Na2COs 1.2 M, Tritdn
X100 solucién 10% V/V de Tritdn en agua destilada, K2HPO4 0.5 M, KH2PO4 0.5
M, EDTA 0.25 M, DTT 0.25 M. El buffer Z se prepar6é con 3 mL de K2HPO4 0.5
M, 2 mL de KH2PO4 0.5 M, 0.21 mL de EDTA 0.25 M, 1 mL de DTT 0.25 M,

aforando a 50 mL con agua.

Se utilizé el siguiente calculo para determinar la actividad de 3-glucuronidasa:
(D0405)(1000)

UpB —gluc = g
[(0.018)(t Rx minutos)(Vol.Rx uL)(Proteina /mL)]
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7. RESULTADOS Y DISCUSION

Para evaluar el efecto del regulador AmrZ sobre la acumulacion de PHB,
se trabajo en un fondo genético alginato menos. Lo anterior derivado de la
incapacidad de la mutante amrZ- de producir alginato y por ende de acumular
mas PHB que la cepa silvestre. Por esta razén, en este trabajo se utiliz6 como
cepa de referencia la mutante algA::Km, la cual no sintetiza alginato de esta
forma cualquier diferencia sera atribuida a la mutacion amrZ y no a su efecto

sobre una diferencia en la canalizacion o flujo de la fuente de carbono.

Se utilizaron células competentes de la cepa JG519 (algA::Km) tal y como
se describe en Materiales y Métodos y se transformaron con ADN cromosomal
de la cepa AamrZ::Gm. Después de seleccionar candidatas Gm', se procedio a
verificar la correcta construccion de la mutante algA::Km, AamrZ::Gm,

denominada SO001, mediante PCR de colonia.

Lo mismo se hizo para la construccién de la cepa complementada
genéticamente con una copia del gen amrZ (AamrZ::Gm/amrZ*). Esta cepa
llamada MGO09, se hizo competente y se le transfirié la mutacion algA::Km por
transformacién. La cepa resultante se llam6é SO002. También se verificd su
correcta construcciéon por PCR de colonia. A continuacién, se detallan estas

construcciones.

7.1.- Confirmacién de la transformacion de la cepa SO001

(algA::Km, damrZ::Gm)

Se confirmd la correcta construccién de la mutante algA::Km, AamrZ::Gm;
llamada SO001, mediante PCR de colonia. Para tal fin, se utilizaron el par de
oligonucleodtidos amrZ Fw y amrZ Rv, los cuales amplifican un producto con un
peso 1.1 kb de amrZ silvestre y de 1.9 kb para el locus mutante amrZ::Gm (Fig.
12B-C).

Como podemos observar en el gel de agarosa presentado en la figura
12C, la cepa SO001 presenta un amplicon mutante amrZ y se descartd la
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presencia de un amplicén silvestre, el cual, si se detecto en la cepa WT (AEIV),

obteniendo como resultado una cepa con un genotipo algA-, AamrZ.

1 2
A c
algA
B ‘ 3 Kb— | .
Silvestre Mutante 5
Fw Rv Fw Rv 2Kb— |
#747 #748 #747 #748 1.5 Kb—
1 Kb—
i ) 1 )
_____ \{P___— h____\{'_____ 5 Kb—
1.1 Kb 1.9 Kb

Figura 12. Construccion de la cepa SO0O001 (algA::Km, AamrZ::Gm). A)
Representacion esquematica de las mutaciones presentes en la cepa SO001 (algA’,
amrZ). B) Representacion esquematica del locus silvestre y mutante de amrZ. C)
Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de PCR usando lisado celular de
la cepa silvestre (AEIV) o de la cepa mutante SO001. Carril 1.- Marcador molecular;
Carril 2.- Banda correspondiente al amplicén silvestre de 1.1 kb; Carril 3.- Banda
correspondiente al amplicon mutante de 1.9 kb en la cepa SO001.

7.2.- Confirmacion de la cepa SO002 (algA::Km,damrZ::Gm/amrZ*)

Se confirmé la correcta construccion de la mutante algA::Km,
AamrZ::Gm/amrZ+; llamada SO002, mediante PCR de colonia. Para tal fin, se
utilizaron el par de oligonucleétidos algA Fw y algA Rv, los cuales amplifican un
producto con un peso 1.7 kb del locus silvestre algA y de 2.3 kb para el locus
mutante algA::Km (Fig. 13B).

Como se observa, en el gel de agarosa presentado en la figura 13C, la

cepa SO002 presenta un amplicon mutante algA y se descarté la presencia de

un amplicon silvestre, el cual si esta presente en la cepa WT (AEIV), obteniendo
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como resultado una cepa con un genotipo algA, AamrZ/amrZ*.

B
Silvestre _Mutante
Fw Rv
#620 #621
| | |
\____'\/'____j \____'\I'____'/
! |
1.7 Kb 2.3 Kb

Figura 13. Construccion de la cepa SO002 (algA::Km, AamrZ::Gm/amrZ*). A)
Representacién esquematica de las mutaciones presentes en la cepa SO002 (algA’,
AamrZ/amrZ*). B) Representacién esquematica del locus silvestre y mutante de algA.
C) Electroforesis en gel de agarosa 1% de los productos de PCR usando lisado celular
de la cepa silvestre (AEIV), de la cepa algA o de la cepa mutante SO002. Carril 1.-
Marcador molecular; Carril 2.- Control negativo; Carril 3.- Banda correspondiente al
amplicén silvestre de 1.7 kb; Carril 4.- Banda correspondiente al amplicon mutante de
2.3 kb en la cepa algA™ (Control positivo); Carril 5.- Banda correspondiente al amplicon
mutante de 2.3 kb en la cepa SO002.

Una vez confirmadas las cepas AamrZ::Gm y su derivada complementada
AamrZ::Gm/amrZ* en el fondo de la cepa no productora de alginato (algA°) se
procedi6 a realizar la cuantificacion de PHB. Para simplicidad en la redaccion y
en el andlisis de resultados, en este trabajo a la cepa algA- (JG519) se le llamara
cepa de referencia, mientras que a sus derivadas amrZ- (SO001) y amrZ
complementada (SO002) solo se les llamara amrZ- y amrZ/amrZ* teniendo

presente que se encuentran con el fondo alginato menos.

7.3.- Determinacion cualitativa de produccion de PHB en las cepas
JG519, SO001 y SO002

Ensayos realizados en el laboratorio han demostrado que el medio PY-
Sacarosa promueve la acumulacién de PHB, por tal razon permite facilmente la

visualizacién de acumulaciéon de PHB. Por tal motivo antes de comenzar los
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ensayos de cuantificacion de PHB se realizé una determinacion cualitativa de la
produccion de PHB en las cepas de referencia (algA°), de su derivada amrZ y de

la derivada complementada amrZ-/amrZ*.

Estas cepas se incubaron durante 96 horas a 30° C en medio PY-
Sacarosa (Fig. 14). Cualitativamente se observo una mayor acumulacion en la
cepa amrZ" con respecto a la cepa parental, a partir de las 48 horas, por tal
motivo, los ensayos de cuantificacion de PHB se enfocaron en la fase

estacionaria, sin descartar lo que ocurriera en tiempos mas tempranos.

algA-

48 h 72 h 96 h

Figura 14. Determinacion cualitativa de acumulacién de PHB en la cepa de
referencia y en sus derivadas amrZ y amrZ/amrZ*. El fenotipo blanquecino
corresponde a la acumulacién de PHB en las cepas. Se observa un mayor fenotipo
blanquecino en la cepa amrZ’, en comparacion con la cepa de referencia y a la cepa
complementada amrZ/amrZ*.

7.4.- AmrZ ejerce un efecto negativo sobre la produccién de PHB en
la fase estacionaria tardia

Para establecer la influencia de AmrZ sobre la produccion de PHB, se
realizaron cinéticas de crecimiento (Fig. 15A) utilizando triplicados a 30 °C en
medio BSMg durante 72 horas, de las cepas AEIV (Cepa silvestre), algA-, amrZ-
y amrZ-/amrZ*. Posteriormente se realizd cuantificaciéon de PHB en los puntos de
24,48y 72 horas (Fig. 15B).
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CINETICA DE CRECIMIENTO
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Figura 15. AmrZ ejerce un efecto negativo sobre la produccién de PHB. A) Cinética
de crecimiento de las cepas AEIV, la cepa de referencia algA’, amrZ y amrZ/amrZ*. B)
Cuantificacion de PHB de las cepas AEIV, la cepa de referencia algA’, amrZ y amrZ
famrZ*. Los datos corresponden al promedio de dos experimentos independientes
presentados en el anexo. Los datos estadisticos se realizaron mediante una prueba de
ANOVA de dos vias utilizando el software GraphPad Prism (versién 8.0.2) tomando
como referencia a la cepa algA™. Las diferencias se consideraron significativas con un
valor de p<0.05.

Como se evidencia en la figura 15A el crecimiento entre cepas es similar,
siendo a las 48 horas el punto donde inicia la fase estacionaria. La produccion
de PHB de cada cepa se presenta en la figura 15B, la cepa no productora de
alginato (algA°) tiene una mayor acumulacion de PHB con respecto a la cepa
silvestre de A. vinelandii (AEIV) a partir de las 48 horas, esto es consistente a lo
esperado, ya que una cepa que produce ambos biopolimeros, canaliza la fuente

de carbono sin distincion, en contraste con la cepa algA-, la cual solo canaliza la
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fuente de carbono a la biosintesis de PHB, es por tal motivo que la acumulacion

de este biopolimero aumenta en comparacion a la cepa silvestre (AEIV).

Por otra parte, la cepa amrZ- derivada de una cepa alginato menos
presenta un aumento significativo en la produccién de PHB en comparacién a la
cepa de referencia algA- a partir de las 48 horas, y esta produccion se revierte
en la cepa complementada. Esto concuerda con lo sugerido por Ahumada-
Manuel (2021), debido que el posible sitio de union de AmrZ sobrepone al
promotor tipo RpoS, sugiriendo que AmrZ tiene un efecto negativo en la
produccion de PHB. El efecto se observa en la figura 15B, siendo en la fase

estacionaria tardia (72 h) donde se refuerza esta tendencia.

7.5.- Visualizacion de granulos de PHB en las cepas JG519, SO001 y
S0002

El PHB es un polimero que se acumula en forma de granulos dentro de la
bacteria, los cuales se pueden visualizar por microscopia electrénica. Por esta
razén, se propuso analizar en cada cepa de este trabajo el punto maximo de

acumulacion de PHB (72 horas).

Como se observa en la figura 16, la cepa amrZ (Fig. 16B y E) presenta
granulos de mayor tamafio, en comparacion a la cepa de referencia (Fig. 16A 'y
D)y laamrZ-/amrZ* (Fig. 16Cy F), las cuales presentan mas granulos y de menor
tamafo. Sin embargo, es necesario realizar un analisis detallado para tratar de
establecer si AmrZ posee un efecto o no sobre el tamafio y el nUmero de granulos

de PHB en la célula.
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Figura 16. Las micrografias electronicas muestran granulos de PHB de las cepas
utilizadas en este trabajo, a 2um y 5um durante las 72 horas. A y D) Micrografia de
la cepa algA™. B y E) Micrografia de la cepa amrZ". C y F) Micrografia de la cepa amrZ
lamrZ®.

7.6.- Construccion de cepas con la fusién PphbB-gusA en el fondo

de referenciay en el fondo amrzZ-

Para la influencia de AmrZ sobre la expresion del operon phbBAC, se
trabajé con cepas que tuvieran un fondo alginato menos y una fusion
transcripcional PphbB-gusA. Todo esto derivado de la incapacidad de la mutante

amrZ de producir alginato, como se describe en los resultados anteriores.

Por tal razon se transformaron cepas competentes algA::Km con ADN
cromosomal de la cepa AEIV, la cual contiene la fusién transcripcional PphbB-
gusA Tc'". Después de seleccionar candidatas Tc', se procedio a verificar la
correcta construccion de la cepa algA::Km, PphbB-gusA Tc".

Posteriormente, se transformaron células competentes de la cepa
resultante (algA::Km, PphbB-gusA Tc'), con ADN cromosomal de la cepa
AamrZ::Gm, seleccionando candidatas Gm' y finalmente se verificd su correcta

construccion por PCR de colonia.
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7.7.- Confirmacion de la construccion PphbB-gusA en el fondo de
referencia algA::Km

Se confirmo la correcta construccion de las clonas (SO003 y SO004) que
portan la fusion transcripcional PphbB-gusA en el fondo de referencia algA::Km
(Fig. 17A), mediante PCR de colonia. Para tal fin, se utilizaron el par de
oligonucleotidos PphbB Fw y gusA Rv, los cuales amplifican un producto con un
peso 0.8 kb de la fusion PphbB-gusA (Fig. 17B).

Como se puede observar en el gel de agarosa presentado en la figura
16C las cepas SO003 y SO004 presentan el amplicon correspondiente al
producto de la construccion PphbB-gusA, la cual no esta presente en el control
negativo (lisado celular de la cepa algA , no porta la fusion PphbB-gusA),

obteniendo como resultado una cepa con un genotipo algA-, PphbB-gusA.

Ademas, mediante PCR de colonia se verific6 que la segregacion de la
construccion fuera exitosa y las candidatas no portaran copias silvestres de la
region melA, regién en la cual se encuentra la fusion. Para este fin, se utilizaron
los oligonucleotidos MelAL-Fw y MelAL-Rv, los cuales amplifican un locus melA
silvestre con un peso de 0.2 kb (Fig. 17B).

Como se observa en el gel de agarosa presentado en la figura 17C,
anicamente el carril 1 presenta un amplicon de 0.2 kb, el cual corresponde a la
region silvestre de melA, contrario a las cepas SO003 y SO004, las cuales no

presentan esta banda (Fig. 17D).
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Figura 17. Construccién de cepas que portan la fusion PphbB-gusA en el fondo
de referencia algA::Km. A) Representacion esquematica de las mutaciones presentes
en las cepas SO003 y SO004 (algA”, PphbB-gusA). B) Representacion esquematica con
oligos en el locus phbB-gusA y el locus silvestre melA. C) Electroforesis en gel de
agarosa 1% de los productos de PCR usando lisado celular de la cepa de referencia
(algA), de la cepa AEIV PphbB-gusA, de la cepa SO003 o de la cepa SO004. Carril 1.-
Marcador molecular; Carril 2.- Ausencia de banda de 0.8 kb de la cepa AEIV PphbB-
gusA (Control negativo); Carril 3.- Banda correspondiente al amplicon de 0.8 kb en la
cepa AEIV PphbB-gusA (Control positivo); Carril 4 y 5.- Banda correspondiente al
amplicon de 0.8 kb en la cepa SO003 y en la cepa SO004, respectivamente. D) Carril
1.- Banda correspondiente al amplicon de 0.2 Kb de la region silvestre de melA (control
positivo); Carril 2.- Ausencia de banda de 0.2 kb en la cepa AEIV phbB-gusA; Carril 3y
4.- Ausencia de banda de 0.2 kb en la cepa SO003 y SO004, respectivamente; Carril 5.-
Marcador molecular.

7.8.- Confirmacion de la construccién PphbB-gusA en el fondo
AamrZ::Gm

Se confirmo la correcta construccion de la nueva cepa mutante algA::Km,
PphbB-gusA Tc', AamrZ::Gm (Fig. 18A), llamada SO005 mediante PCR de
colonia verificando el tamafio del amplicén derivado del locus amrZ silvestre o
mutante. Para tal fin se utilizaron nuevamente los oligonucle6tidos amrZ Fw y
amrZ Ry, los cuales amplifican un producto de PCR con un peso de 1.1 kb para
el locus silvestre de amrZ, y de 1.9 kb para el locus mutante de amrZ (Fig. 12B).
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Como se puede observar en el gel de agarosa presentado en la figura
18B, la cepa SOO005 presenta un amplicon mutante amrZ contrario a lo
observado en el carril de la cepa de referencia (algA°). Esto confirmé la correcta
construccion de la cepa algA::Km, PphbB-gusA Tc', AamrZ::Gm, en la cual, no

se observaron bandas de locus silvestre.

A V v PphbB

algA gusA

Figura 18. Construccién de la cepa que portan la fusion PphbB-gusA en el fondo
mutante AamrZ::Gm. A) Representacion esquematica de las
inserciones/construcciones presentes en la cepa SO005 (algA, amrZ’,PphbB-gusA). B)
Electroforesis en gel de agarosa al 1% de los productos de PCR usando lisado celular
de la cepa de referencia (algA"), de la cepa AamrZ o de la cepa SO005. Carril 1.- Banda
correspondiente al amplicon silvestre de 1.1 kb de amrZ (Control positivo); Carril 2.-
Banda correspondiente al amplicon mutante de 1.9 kb de amrz; Carril 3 y 4.- Banda
correspondiente al amplicén de 1.9 kb en la cepa SO005; Carril 5.- Marcador molecular.

Una vez confirmadas las cepas algA::Km, PphbB-gusA Tc'y su derivada
amrZ-, PphbB-gusA en el fondo de la cepa no productora de alginato (algA’) se
procedié a realizar la determinacién de B-glucuronidasa. Para simplicidad en la
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redaccion y en el analisis de resultados, en este trabajo a la cepa algA- se le
llamara cepa de referencia, mientras que a su derivada amrZ-, PphbB-gusA solo
se le llamara algA’/amrZ-, teniendo presente que ambas portan la fusion
transcripcional PphbB-gusA.

7.9.- Determinacién cualitativa de B-glucuronidasa en las cepas
SO003 y SO005

La hidrdlisis del sustrato 5-bromo-4-cloro-3-indolil B-D-glucurénido (X-
gluc) por la enzima B-glucuronidasa (GusA) se manifiesta mediante una
pigmentacién azul en cepas que portan fusiones con el gen gusA, por tal motivo
se realiz6 una determinacion cualitativa de B-glucuronidasa de las cepas de
referencia (algA’) y su derivada (algA-, amrZ), las cuales portan la fusion PphbB-
gusA. Esto se realizd, en cajas de BS suplementadas con X-Gluc, incubadas por
72 horas a 30° C y se tomaron evidencias a partir de las 12 horas, como se
muestra en la figura 19.

Cualitativamente no se observo diferencia significativa entre las cepas, sin
embargo, aprecia un aumento en la pigmentacion azul en ambas a las 72 horas,
lo cual, corresponde a la mayor acumulacion observada en la cuantificacion de
PHB.

12h 24h 32h 48 h 72h

Figura 19. Determinacion cualitativa de B-glucuronidasa en diferentes horas. En el
lado izquierdo de la caja podemos observar la cepa de referencia algA-, mientras que
en el lado derecho se presenta la cepa derivada algA/amrZ’, dichas cepas portan la
fusién PphbB-gusA.
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7.10.- AmrZ ejerce un efecto negativo en la expresion del operon
phbBAC en la fase estacionaria tardia

Para establecer la influencia de AmrZ sobre la expresion del operon
phbBAC, se realiz6 una cinética de crecimiento (Fig. 20A), a 30 °C en medio
BSMg durante 72 horas, de la cepa de referencia (SO003) y su derivada
amrZ::Gm (SO005), las cuales portan la fusion transcripcional PphbB-gusA. La
expresion de phbB se estimo de forma indirecta mediante la determinacion de la
actividad de B-glucuronidasa, producto del gen gusA, tal y como se describe en

materiales y métodos; a partir de 12 horas (Fig. 20B).
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Figura 20. AmrZ ejerce un efecto negativo en la expresion del operon phbBAC. A)
Cinética de crecimiento de las cepas SO003 (algA) y SOO005 (algA/amrZ). B)
Determinacién de la actividad del promotor phbB mediante la determinacion de B-
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glucuronidasa en las cepas SO003 (algA) y SO005 (algA/amrZ). Los ensayos se
corrieron por triplicado y se muestra el promedio de cada uno. Los datos estadisticos se
realizaron mediante una prueba de ANOVA de dos vias utilizando el software GraphPad
Prism (version 8.0.2) tomando como referencia a la cepa algA. Las diferencias se
consideraron significativas con un valor de p<0.05.

Como podemos observar en la figura 20A, el crecimiento es similar entre
ambas cepas, en cambio, la expresion de phbB (Fig. 20B) aumentd en la cepa
algA-/amrZ a partir de las 48 horas de cultivo en comparacion a la cepa de
referencia (algA’). Sin embargo, se observa una diferencia significativa hasta las
72 horas de cultivo, siendo considerada como la fase estacionaria tardia. Esto
ultimo concuerda con lo observado en los ensayos de acumulacion de PHB, en
donde podemos observar una mayor acumulacion respecto a etapas tempranas
de crecimiento. De igual manera, lo anterior concuerda con lo sugerido por
Ahumada-Manuel (2021), siendo que AmrZ ejerce un efecto negativo en la fase

estacionaria tardia.
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8. CONCLUSIONES
Los resultados obtenidos en este trabajo confirman que el factor
transcripcional AmrZ influye en la acumulacion de PHB (Fig. 15B) y en la
expresion del operdon biosintético phbBAC (Fig. 20B) en A. vinelandii. En
particular, se observo una regulacion negativa tanto en la acumulaciéon de PHB
como en la expresion del operon durante la fase estacionaria tardia (72 h),
mientras que en etapas mas tempranas esta influencia no resulté significativa en

la expresion del operdn biosintético phbBAC.

Si bien estos hallazgos coinciden con lo esperado, seria importante
evaluar otras condiciones de crecimiento que podrian revelar resultados mas
significativos. Asimismo, aun se desconoce si la regulacion del operon phbBAC
por AmrZ ocurre de forma directa o indirecta, por lo que este trabajo puede servir
como base para futuros estudios que profundicen en los mecanismos

moleculares implicados.

Estos resultados aportan evidencia valiosa que respalda la importancia de
seguir investigando reguladores transcripcionales como lo es AmrZ,
principalmente por su potencial aplicacion en el disefio de cepas bacterianas

para la produccion de biopolimeros.
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ANEXO

En este apartado se presentan los resultados de las dos réplicas

biologicas de la cinética de crecimiento y cuantificacion de PHB. Estos datos

sirvieron para elaborar la Fig. 15 en la cual se reporta el promedio de estas dos

réplicas.
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Figura 1. Influencia de AmrZ sobre el crecimiento y acumulacién de PHB. Réplica
1. A) Cinética de crecimiento de las cepas AEIV, JG519 (algA’), SO001 (amrZ’) y S0002
(amrzZ/amrz*). B) Cuantificacion de PHB de las cepas AEIV, JG519 (algA’), SO001
(amrz) y S0002 (amrZ/amrZ®). Los datos corresponden a la primer replica
independiente. Los datos estadisticos se realizaron mediante una prueba de ANOVA de
dos vias utilizando el software GraphPad Prism (version 8.0.2). Las diferencias se

consideraron significativas con un valor de p<0.05.
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Figura 2. Influencia de AmrZ sobre el crecimiento y acumulacién de PHB. Réplica
2. A) Cinética de crecimiento de las cepas AEIV, JG519 (algA’), SO001 (amrZ’) y S0002
(amrZ/amrzZ*). B) Cuantificacibn de PHB de las cepas AEIV, JG519 (algA), SO001
(amrzZ) y S0002 (amrZ/amrZ*). Los datos corresponden a la segunda replica
independiente. Los datos estadisticos se realizaron mediante una prueba de ANOVA de
dos vias utilizando el software GraphPad Prism (versién 8.0.2). Las diferencias se
consideraron significativas con un valor de p<0.05.
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